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RESUMO

O género Baccharis pertence a subtribo Baccharidinae, tribo Astereae, familia
Asteraceae. Foram investigadas oito espécies de Baccharis pertencentes a secéo
Caulopterae, do ponto de vista quimico e biolégico. As espécies B. articulata, B.
crispa, B. cf. milleflora, B. microcephala, B. myriocephala, B. stenocephala, B.
trimera e B. usterii foram analisadas quanto a composicédo quimica de seu 6leo
volatil por CG e CG/EM. A maioria das espécies apresentou predominéncia de
sesquiterpenos, com excec¢ao das duas espécies bialadas estudadas, B. articulata
e B. stenocephala, as quais apresentaram quantidades apreciaveis do
monoterpeno B-pineno, e da espécie farmacopeica, B. trimera, com a
predominancia de acetato de carquejila. Devido a dificuldade na diferenciacao das
espécies B. trimera e B. crispa por meio de caracteres morfo-anatbmicos, estas
tiveram a composicdo quimica de seu volatil acompanhada ao longo de diferente
épocas e locais de coleta. Os extratos hexanicos destas espécies foram também
analisados por CG e CG/EM a fim de detectar a presenca de acetato de carquejila
em amostras coletadas no Brasil e Argentina. Os resultados sugerem a presenca
de acetato de carquejila como um marcador da espécie B. trimera. Os Oleos
volateis de B. articulata, B. crispa, B. microcephala, B. myriocephala, B. trimera e
B. usterii foram investigados quanto a atividade antimicrobiana pelo método da
bioautografia e todas elas apresentaram alguma atividade. Os 6leos volateis de B.
articulata, B. crispa e B. trimera apresentaram fraca atividade antinflamatéria in
vitro pelo método da camara de Boyden modificada. A DLsp do 6leo de B. trimera
foi investigada via intraperitoneal em camundongos e calculada em 0,915 g/kg. A
partir do extrato aquoso de B. usterii, foram isolados seis acidos cafeoilquinicos.
Quando comparados por CLAE acoplada a técnicas de identificacdo "on-line", os
extratos aquosos de B. trimera, B. crispa e B. usterii apresentaram os seis acidos
em comum. O extrato aquoso de B. trimera diferenciou-se dos demais pela
presenca de flavondides, em especial, nepetina. Os trés extratos aquosos
apresentaram atividade antioxidante frente a DPPH, sendo esta atividade também

detectada nos seis acidos cafeoilquinicos isoladamente.



Palavras-chave: Asteraceae, Baccharis, Caulopterae, taxonomia, 6leos volateis,

acidos cafeoilquinicos, antimicrobiano, antioxidante, DLso.
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ABSTRACT

The genus Baccharis belongs to subtribe Baccharidinae, family Asteraceae. Eight
Baccharis species from section Caulopterae were investigated concerning their
chemical composition and biological activities. B. articulata, B. crispa, B. cf.
milleflora, B. microcephala, B. myriocephala, B. stenocephala, B. trimera and B.
usterii had their volatile oil composition investigated by GC and GC/MS. Most of
them showed the predominance of sesquiterpenes, except the two-winged
species, B. articulata and B. stenocephala, with predominance of -pineno, and the
official species, B. trimera, with carquejyl acetate. Considering the difficult
differentiation between B. trimera and B. crispa based on morphologic and
anatomic aspects, both species had their volatile oils investigated in samples from
different seasons and places of collection. Hexane extracts from these species
were also analysed by GC and GC/MS in order to detect carquejyl acetate in
samples collected in Brazil and Argentine. Results suggest carquejyl acetate as a
marker compound for B. trimera. Volatile oils of B. articulata, B. crispa, B.
microcephala, B. myriocephala, B. trimera and B. usterii were investigated for their
antimicrobial activity using a bioautographic method, and all of them showed
activity to some extent. Volatile oils of B. articulata, B. crispa and B. trimera
presented slight anti-inflammatory activity in vitro through Boyden chamber assay.
The LDso of the volatile oil of B. trimera was determined as 0.915 g/kg, after
intraperitoneal injection in mice. Six caffeoylquinic acids were isolated from the
aqueous extract of B. usterii. The aqueous extracts of B. trimera, B. crispa and B.
usterii showed the six acids in common when compared by HPLC coupled to on-
line identification techniques. The aqueous extract of B. trimera was different from
the others due to the presence of flavonoids, especially nepetine. The three
aqueous extracts showed antioxidant activity in DPPH assay, as well as the six

caffeoylquinic acids isolated.

Keywords: Asteraceae, Baccharis, Caulopterae, taxonomy, volatile oils,

cafeoylquinic acids, antimicrobian, antioxidant, LDso.
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INTRODUGCAO GERAL



O uso das plantas medicinais remonta a historia das civilizagbes humanas,
constituindo o Unico recurso terapéutico até meados do século XIX. Porém, com o
advento da Revolucdo Industrial e o desenvolvimento da Medicina, sua utilizacdo
passou a ser desacreditada pelos profissionais de saude de um modo geral (DE
PASQUALE, 1984).

Atualmente, o intenso desenvolvimento de areas como a biologia molecular e a
guimica combinatorial desencoraja a pesquisa de produtos naturais em empresas
farmacéuticas, as quais passaram a realizar “screenings” extensivos em bibliotecas
combinatoriais, na tentativa de acelerar seus resultados em relacdo a multiplicidade de
novos farmacos. Estes, porém, nem sempre atingem 0s niveis esperados. Em
contrapartida, a area de produtos naturais ainda é a responsavel pela obtencdo de
aproximadamente 50% de pequenas moléculas que constituem novas entidades
guimicas (NCE’s) aprovadas (Figura 1.1), considerando as categorias: produtos naturais
propriamente ditos (N), derivados de produtos naturais (DN), produtos sintéticos cujo
farmacoforo foi desenvolvido a partir de um produto natural (SN) e produtos sintéticos
(S). Estes dados retratam a continua importancia do papel exercido por produtos de
origem natural, apesar da atual reducdo dos programas de pesquisa que visam a
descoberta de novos farmacos de origem vegetal (NEWMAN et al., 2003).

SN N
16% 6%

DN

51%

Figura 1.1. Origem de pequenas moléculas constituindo novas entidades quimicas
(NCE’s) entre 1981 e 2002 (adaptado de NEWMAN et al., 2003).



As caracteristicas do setor farmacéutico brasileiro tém levado ao encarecimento
progressivo da producdo de novos farmacos. Com a impossibilidade de competir nos
segmentos de produtos patenteados, o segmento de fitoterapicos surge como uma
possibilidade para a diversificacdo das empresas. Entre as plantas mais utilizadas para
fins medicinais pela populacao brasileira estdo babosa, boldo, horteld, alho, caléndula e
carqueja (CALLEGARI, 2001). Dentre elas, a carqueja era a Unica a ndo constar no
Anexo | da Resolugcédo-RDC n° 17, de 24 de fevereiro de 2000, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2000). Além disso, a carqueja ndo consta na lista de

registro simplificado de fitoterapicos publicada pela legislacao vigente (ANVISA, 2004a).

Popularmente, as carquejas sdo utilizadas para tratar distdrbios digestivos,
diabete, reumatismo e ferimentos (CAMARGO, 1985; CORREA, 1985). Também tém
sido  utilizadas como  diuréticas (CAMARGO, 1985), hepatoprotetoras
(TOURSARKISSIAN, 1980), antinflamatodrias, anti-hipertensivas, na hemorragia
cerebral, obesidade e desintoxicacdo (DI STASI et al., 2002).

A espécie descrita pela FARMACOPEIA BRASILEIRA (2003) é Baccharis trimera
(Less.) DC. Porém, existem outras espécies constituindo o chamado complexo
“carquejas” que, por apresentarem ramos e caules alados, sao utlizadas
indiscriminadamente pelas populagdes como plantas medicinais (BARROSO E BUENO,
2002).

Sendo Baccharis um género complexo, classificacbes infragenéricas foram
elaboradas por diversos autores. Estas classificagcbes foram todas conduzidas de
maneira artificial, considerando apenas espécies que ocorrem em determinadas regides
e ndo no género como um todo. O trabalho de classificacdo mais recente foi publicado
por GIULIANO (2001), onde as espécies denominadas "carquejas" foram situadas na

secao Caulopterae.

A identificagdo botanica das espécies de Caulopterae € complexa e a
diferenciacdo entre B. trimera e B. crispa costuma ser a maior dificuldade dos

taxonomistas. Encontram-se no mercado produtos industrializados a base de carqueja



utilizando como nome cientifico Baccharis genistelloides (Lam.) Pers., que ndo consta

como valido para o Brasil.

Apesar dos numerosos estudos sobre estas espécies, as dificuldades de
diferenciacdo botéanica, a caréncia de dados sobre atividades biolégicas e sua extensiva
utilizacdo popular, justificam o desenvolvimento de estudos quimicos e biolégicos que

contemplem estas espécies.



OBJETIVOS



O objetivo geral deste trabalho é estabelecer diferengcas na composicao
guimica e no “screening” bioldgico de extratos de espécies do género Baccharis que
integram a secdo Caulopterae, enfatizando a andlise de 6leos volateis na tentativa de
determinar marcadores quimicos que possam diferenciar as espécies, em especial, B.

crispa e B. trimera.
Os objetivos especificos incluem:

Oleo volatil:

- obtencdo por hidrodestilacéo;

- determinacdo da composicado percentual por cromatografia gasosa com
detector de ionizagdo de chama CG/DIC,;

- identificacdo dos constituintes por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM);

- comparagdo da variagdo da composicdo quimica de algumas espécies
em funcéo da época e local de coleta.

- avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a bactérias e fungos;

- determinacdo da atividade antinflamatéria in vitro pela avaliacdo da
inibicdo da migracao leucocitéria através da camara de Boyden;

- determinacgdo da DLso do 6leo volatil de B. trimera em camundongos, via

intraperitoneal.

Extrato aquoso:
- comparacao do perfil cromatografico dos extratos aquosos de B. crispa,
B. trimera e B. usterii.
- determinagcdo da  atividade  antioxidante frente a  DPPH

(difenilpicrilidrazila).



CAPITULO |
SECAO CAULOPTERAE, GENERO Baccharis — TAXONOMIA E QUIMICA



[.1. Aspectos botanicos
[.1.1. O género Baccharis

O género Baccharis L. pertence a subtribo Baccharidinae Hoffman, tribo
Astereae, familia Asteraceae. E o género mais rico da tribo, estimando-se seu nimero
entre 400 e 500 espécies (BREMER, 1984; NESOM, 1990). Sua distribuicdo geogréfica
é exclusivamente americana, estendendo-se do sul dos Estados Unidos até o extremo

sul do Chile e Argentina. A Figura |.2 apresenta a posi¢cdo do género na familia

l Asteraceae FAMILIA
Ast
l stereae TRIBO

Asteraceae.

l Baccharidinae SUBTRIBO

l Baccharis GENERO

Figura 1.2. Posicdo do género Baccharis L. na familia Asteraceae.




O nome Baccharis foi dado por Linnaeus, que descreveu o género em 1753.
Anos mais tarde, DE CANDOLLE (1836) relacionou 225 espécies para o género, sendo
destas 95 para a flora do Brasil, enquanto BAKER (1882) mencionou 133 espécies, das
quais 43 eram espécies novas. A maior contribuicdo para o conhecimento do género foi
o estudo realizado por MALAGARRIGA HERAS (1976), com a elaboracdo de um
catalogo que inclui a maioria dos nomes até entdo publicados, reconhecendo um total

de 431 espécies e 80 entidades infraespecificas.

Um estudo das espécies da subtribo Baccharidineae ocorrentes no Brasil foi
publicado por BARROSO (1976), apresentando 120 espécies para o género Baccharis,
distribuidas em maior concentracdo na regido sul. Mais recentemente, um estudo
realizado por BARROSO e BUENO (2002), relata a ocorréncia de 73 destas espécies
no estado de Santa Catarina.

As espécies que compreendem este género sao subarbustos ou arbustos
ramificados, didicos, com caule e ramos cilindricos, afilos ou folhosos, ou ainda mais ou

menos angulosos e entdo providos de alas foliaceas.

I.1.2. Classificacao infragenérica do género Baccharis

Em funcdo da grande diversidade observada no género, muitos autores
tentaram elaborar uma classificacdo infragenérica, considerando caracteristicas

taxondmicas das folhas e inflorescéncias.

PERSOON (1807) reuniu algumas espécies de Baccharis empregando o

nome Molina (Ruiz e Pav.) Pers., sem aplicar nenhum critério de uniformidade.

LESSING (1831) agrupou as espécies providas de caules alados
(consideradas por ele como pertencentes ao género Molina) sob o nome Alatae, ainda

gue sem determinar uma categoria taxondémica.



DE CANDOLLE (1836) foi o primeiro autor a estabelecer uma subdivisao
infragenérica de Baccharis em secdes, levando em consideragédo a morfologia de suas
folhas. Desta forma foram estabelecidas oito se¢bes: Caulopterae DC., Cuneifoliae DC.,
Discolores DC., Distichae DC., Lepidophyllae DC., Oblongifoliae DC., Sergilae DC. e
Trinervatae DC. (sendo Lepidophyllae e Distichae constituidas por espécies que nao

mais pertencem ao género Baccharis).

Utilizando critérios semelhantes, BAKER (1882) agrupou as espécies
brasileiras, ao revisar quatro sec¢des daquelas mencionadas por DE CANDOLLE
(Caulopterae, Cuneifoliae, Discolores e Oblongifoliae), criando duas sec¢des adicionais

(Angustifoliae Baker e Aphyllae Baker).

HEERING (1902; 1904) propb6s uma classificacdo diferente, enfatizando
caracteristicas das flores e o agrupamento dos capitulos. Desta maneira, reconheceu
cinco subgéneros: Stephananthus (Lehm.) Heering., Pteronioides Heering, Molina (Ruiz
e Pav.) Heering, Tarchonanthoides Heering e Eubaccharis Heering. Subdividiu também
0 subgénero Molina em trés secbes (Corymbosae Heering, Paniculatae Heering e
Caulopterae) e Eubaccharis em outras seis secdes (Cylindricae Heering,
Glomeruliflorae Heering, Microphyllae Heering, Involucratae Heering, Macrophyllae

Heering e Pedicellatae Heering).

CUATRECASAS (1967; 1969) agrupou as espécies colombianas em 16
secoes, sendo 8 delas propostas por ele: Scuandentes Cuatrec., Serrulatae Cuatrec.,

Revolutae Cuatrec., Bogotenses Cuatrec., Tubulatae Cuatrec. e Gladiatae Cuatrec.

ARIZA ESPINAR (1973) agrupou 36 espécies da regido central da Argentina

em 13 sec¢les, sendo uma delas (Racemosae Ariza) proposta por ele.

BARROSO (1976), em seu trabalho de revisdo das espécies brasileiras,
preferiu ndo empregar a classificacdo em sec¢des e optou em organizar as espécies

estudadas em 27 grupos, sem apontar uma categoria taxonémica para 0S mesmos.

NESOM (1988) sugeriu que o género Baccharidastrum Cabrera deveria ser

incluido como uma secdo de Baccharis. Além disso, NESOM (1990) analisou a
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taxonomia infragenérica das espécies norte e centroamericanas, separando-as em seis
secdes, sendo duas delas novas (Aristidentes G.L. Nesom e Glandulocarpae G.L.

Nesom).

O trabalho mais recente de classificacdo infragenérica em Baccharis foi
realizado por GIULIANO (2001), no qual 96 espécies argentinas foram agrupadas em

15 sec¢0es, das quais uma foi por ele proposta (Subliguliflorae Giuliano).

A Figura 1.3 apresenta um resumo da classificacdo infragenérica de

Baccharis em secdes, de acordo com os diversos autores.

[.1.3. Secao Caulopterae

As espécies da secdo Caulopterae do género Baccharis caracterizam-se
pela presenca de alas longitudinais. As espécies com caule alado estiveram agrupadas
em diferentes categorias infragenéricas, como por exemplo, secdo Alatae Less.,
segundo ARIZA ESPINAR (1973), grupo Trimera, segundo BARROSO (1976) e secéo
Caulopterae, segundo DE CANDOLLE (1836), CUATRECASAS (1967) e GIULIANO
(2001). O nome mais antigo para a categoria infragenérica das espécies aladas &

Caulopterae, aqui aceito para designar as espécies estudadas.

Para o Rio Grande do Sul, BARROSO (1976) citou 16 espécies pertencentes
a secdo Caulopterae, entdo denominada grupo Trimera: Baccharis articulata (Lam.)
Pers., B. crispa Spreng., B. cylindrica (Less.) DC., B. gaudichaudiana DC., B.
microcephala Baker, B. milleflora DC., B. myriocephala Baker, B. phyteumoides Klatt, B.
pseudovillosa Teodoro e Vidal, B. regnelli Sch. Bip., B. riograndensis Teodoro e Vidal,
B. sagittalis (Less.) DC., B. stenocephala Baker, B. trimera (Less.) DC., B. usterii
Heering e B. vincaefolia Baker. IRGANG e GASTAL (1996) citam ainda a ocorréncia de
B. penningtonii Heering no Estado.
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De acordo com GIULIANO (2001), ocorrem na Argentina 10 espécies desta

secao: B. articulata, B. crispa, B. gaudichaudiana, B. genistifolia DC., B. microcephala,

B. penningtonii, B. phyteuma Heering, B. phyteumoides, B. sagittalis e B. trimera.

DE CANDOLLE (1836)

Baccharis

BAKER (1882)

Caulopterae
Cuneifoliae
Discolores
Oblongifoliae
Angustifoliae
Aphyllae

Caulopterae
Cuneifoliae
Discolores
Distichae
Lepidophyllae
Oblongifoliae
Sergilae
Trinervatae

CUATRECASAS (1967; 1969)

Serrulatae
Bogotenses
Nitidae
Pinnatae
Psila

Discolores
Trinervatae

Stephanantus Scandentes

Revolutae
Tarchonanthoides
Tubulatae
Gladiatae

Molinae
Oblongifoliae
Pseudobaccharis

ARIZA ESPINAR (1973)

Alatae Cuneifoliae
Angustifoliae  Molinae
Cylindricae Racemosae
Paniculatae

Discolores Tarchonanthoides
Sergilae Stephananthus
Baccharis Glomerulifloreae

GIULIANO (2001)

Angustifoliae
Cuneifoliae
Nitidae
Pseudobaccharis

Aristidentes Baccharis
Cylindricae Discolores

Caulopterae
Molinae

Oblongifoliae  Paniculatae Pedicellatae
Subliguliflorae Trinervatae

Figura 1.3. Classificacdo infragenérica do género Baccharis em sec¢des de acordo com

diferentes autores.
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A identificacdo botanica das espécies da secdo Caulopterae é bastante
complexa, dependendo de fatores como plasticidade fenotipica e estagio de
desenvolvimento. Em especial, a diferenciacdo entre B. crispa e B. trimera €

particularmente dificil, mesmo com a presenca de inflorescéncias.

Apesar do grande numero de publicacdes sobre a secao Caulopterae, ainda
existem controvérsias em relacdo a sinonimia de algumas espécies, como ocorre para:
B. genistelloides e B. trimera; B. crispa e B. cylindrica; B. articulata e B.

gaudichaudiana.

[.1.4. Baccharis genistelloides x Baccharis trimera

O nome B. genistelloides (Lam.) Pers. foi uma nova combinacao,
estabelecida por Persoon, para o nome Conyza genistelloides Lam. DE CANDOLLE
(1836), ao mencionar B. genistelloides, cita sua ocorréncia para a Colémbia e Peru.
CUATRECASAS (1967) amplia esta distribuicdo para o Equador, em altitudes acima
3000 m.

DE CANDOLLE (1836) considerava B. genistelloides como espécie distinta
de B. trimera (Less.) DC., além de reconhecer outras espécies que BAKER (1882),

posteriormente, mencionou como sendo variedades de B. genistelloides.

BAKER (1882), ao elaborar a Flora Brasiliensis, considerou seis variedades
para B. genistelloides (Lam.) Pers.: B. genistelloides var. trimera (Less.) Baker, B.
genistelloides var. typica, B. genistelloides var. brachystachys Baker, B. genistelloides
var. cylindrica (Less.) Baker, B. genistelloides var. crispa (Spreng.) Baker e B.
genistelloides var. milleflora (Less.) Baker. Possivelmente por essa razéo, SILVA (1926)
considerou 0 nome B. genistelloides var. trimera na primeira edicdo da Farmacopéia
brasileira, sob 0 nome comum de carqueja-amarga. Na quarta edicdo da referida
farmacopéia, consta como nome valido B. trimera (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2003).
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Com base nessas observacdes, € possivel inferir que trabalhos fitoquimicos
e farmacoldgicos conduzidos com a espécie denominada B. genistelloides coletada na
Bolivia (SUTTISRI et al., 1994; ABAD et al., 1999), Brasil (BAUER et al., 1978; SOICKE
e LENG-PESCHLOW, 1987) e Chile (DAILY et al., 1984) tenham sido realizados com B.
trimera ou B. crispa. Portanto, todos os estudos realizados com a espécie identificada
como B. genistelloides devem ser avaliados com cautela e levar em consideracdo o

local de coleta do material vegetal.

[.1.5. Baccharis crispa x Baccharis cylindrica

Embora B. crispa ndo conste na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2003), é
citada na FARMACOPEIA NACIONAL ARGENTINA (1978), sob o nome popular de
carqueja. De acordo com ARIZA ESPINAR (1973) e GIULIANO (2000; 2001), o nome
B. cylindrica é um sinbnimo de B. crispa. Porém, BARROSO (1976) menciona a
ocorréncia de duas entidades diferentes, B. crispa e B. cylindrica, tanto para o sul do

Brasil quanto para a Argentina.

[.1.6. Baccharis articulata x Baccharis gaudichaudiana

DE CANDOLLE (1836) considerou B. gaudichaudiana como espécie distinta de
B. articulata, enquanto que BAKER (1882) colocou B. gaudichaudiana como uma
variedade de B. articulata. Mais tarde, BARROSO (1976) considerou as espécies B.
gaudichaudiana e B. articulata como duas entidades distintas, levando em consideracéo
a forma e a dimenséo dos articulos e alas dos ramos, assim como a coloragdo que
apresentam in vivo. Embora a autora ndo tenha feito mencdo ao nimero de alas em
seu texto, as fotos e figuras publicadas apresentavam B. articulata com duas alas e B.

gaudichaudiana com trés alas.
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GIULIANO (2000) considera estas duas espécies de maneira independente,
descrevendo ambas como bialadas e diferenciando-as pela forma e tamanho das alas.
Ainda que os trabalhos mais recentes considerem B. articulata e B. gaudichaudiana
como espécies diferentes, a afirmacdo de BAKER (1882) levou alguns autores a
investigarem a composicdo quimica destas duas espécies, corroborando sua distincao
taxondmica (DAl et al., 1993; FULLAS et al., 1994). O exemplar da espécie classificada
como B. gaudichaudiana utilizado por FULLAS e colaboradores (1991; 1992; 1994) e
bialado. Esta informacgéo p6de ser acessada pela andlise da imagem digital do voucher
Soejarto et al., 6071, fornecida pelo Herbario John G. Searle, Field Museum of Natural

History, Chicago (Figura I. 4).

Figura 1.4. Imagem digital do voucher: Soejarto et al., 6071, coletado no Paraguay.
Fonte: Herbéario John G. Searle, Field Museum of Natural History, Chicago.
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Em seu trabalho para a flora de Santa Catarina, BARROSO e BUENO (2002)
sugerem que o nhome B. gaudichaudiana seja sinbnimo de B. milleflora (uma espécie
trialada), baseando-se na semelhanca da fotografia do tipo de B. milleflora com a
espécie previamente determinada como B. gaudichaudiana por BARROSO (1976). No
entanto, esta determinacéo prévia ndo esta de acordo com a descricdo original de B.
gaudichaudiana, onde fica claro a caracteristica de caule bialado para a espécie, e sim
com a descrigdo original de B. milleflora (DE CANDOLLE, 1836).

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi possivel coletar oito das 17
espécies de Caulopterae relatadas para o Rio Grande do Sul, sendo objeto de estudo:
B. articulata, B. crispa, B. cf. milleflora, B. microcephala, B. myriocephala, B.

stenocephala, B. trimera e B. usterii.
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[.2. Estudos quimicos em Caulopterae

[.2.1. Compostos fendlicos

Muitos estudos de constituicdo quimica tém sido relatados para as espécies
de carqueja, principalmente em relacéo a classe dos flavonédides. A figura I.5 apresenta

um resumo dos flavonoides que ocorrem em Caulopterae.

Foram identificados em B. trimera os flavondides hispidulina (1), luteolina (2),
apigenina (3), nepetina (4) (SOICKE e LENG-PESCHLOW, 1987), rutina (5), quercetina
3-0-a-L-ramnosil-(1—6)-B-D-glicosideo (6) (GENE et al., 1996), eupatorina (7) (ZDERO
et al., 1989), quercetina (8) (SOICKE e LENG-PESCHLOW 1987; GENE et al., 1996),
gencuanina (9) e 7,4’-di-O-metilapigenina (10) (GIANELLO et al., 2000).

Alguns flavonodides foram também relatados para a espécie designada como
B. genistelloides coletada no Chile, apresentando quercetina, canferol (11) e hispidulinol
(12) (DAILY et al., 1984), e na Bolivia, eupatorina, cirsimaritina (13) e 5-hidroxi-3',4",6,7-
tetrametoxi-flavona (14) (SUTTISRI et al., 1994). Como mencionado no item 1.1.3, a

espécie em questao é muito provavelmente B. trimera.

Outras espécies da secdo Caulopterae, tais como B. crispa, B. articulata, e
B. gaudichaudiana, também foram estudadas quanto a presenca de flavonoides.
GIANELLO e colaboradores (2000) identificaram as flavonas gencuanina e 7,4-di-O-
metil-apigenina para B. crispa e B. articulata e ainda cirsimaritina e salvigenina (15)
para B. articulata. A espécie B. gaudichaudiana coletada no Paraguai apresentou
jaceosidina  (16), desmetoxicentaureidina (17), hispidulina, quercetin-3-O-L-a-
ramnosideo (18), eupafolina (19), eupatilina (20), isoschaftosideo (21) e rutina (AKAIKE
et al., 2003).
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Posicao

N° Flavondide R 5 6 7 8 3 4 5'
1 hispidulina H OH [OMe| OH | H H OH H
2 luteolina H OH H OH | H| OH | OH H
3 apigenina H OH H OH | H H OH H
4 nepetina H H [OMe| H H H OH | OH
5 rutina O-Gli | OH H OH | H| OH | OH H
6 | quercetin-3-O-a-L-ramnosil- | O-Ram | OH H OH | H | OH H H
(1—->6)-p-D-glicosideo
7 eupatorina H OH [OMe |OMe | H H |OMe| OH
8 guercetina OH OH H OH | H| OH | OH H
9 gencuanina H OH H |[OMe| H H OH H
10 7,4'-di-O-metilapigenina H OH H |[OMe| H H [OMe| H
11 canferol OH OH H OH | H H OH H
12 hispidulinol OH OH |[OMe| OH | H H OH H
13 cirsimaritina H OH |[OMe |OMe | H H OH H
14 5-hidroxi-3',4',6,7- H OH [OMe |OMe| H [OMe| H H
tetrametoxiflavona
15 salvigenina H OH |OMe |OMe | H H [OMe| H
16 jaceosidina H OH [OMe| OH | H |[OMe | OH H
17 desmetoxicentaureidina H OH H OH | H | OH H H
18 guercetin-3-O-L-a- O-Ram | OH H OH | H| OH | OH H
ramnosideo
19 eupafolina H OH |[OMe| OH | H H OH | OH
20 eupatilina H OH [OMe| OH | H H | OMe | OMe
21 isoschaftosideo H OH | Ara | OH |GIli| H OH H

Figura 1.5. Flavondides identificados em espécies de Caulopterae.
Ara = arabinose; Gli = glicose; Ram = ramnose
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Entre outros compostos fendlicos, foi também relatada a presenca do acido
3,5-O-[E]-dicafeoilquinico (22) em B. gaudichaudiana (AKAIKE et al., 2003) e 4'-O-p-
glicopiranosil-cafeato (23), isolado a partir de uma fracdo butandlica do extrato aquoso
de B. articulata por DE OLIVEIRA e colaboradores (2003) (Figura 1.6). CASTRO e
colaboradores (1999) demonstraram também a presenca de taninos hidrolisaveis e nao-

hidrolisaveis na espécie B. myriocephala.

HO

OH

H,CO

22R = 23R =

Glio

OCH,

HO

OH

Figura 1.6. Estruturas dos compostos acido 3,5-O-[E]-dicafeoilquinico (22) e 4'-O-p-
glicopiranosil-cafeato (23).
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[.2.2. Terpenos

A classe dos terpenos é comumente encontrada na se¢éo, sendo observada
a ocorréncia de mono e sesquiterpenos (constituintes de 6leos volateis), diterpenos,

bem como triterpenos, incluindo saponinas triterpénicas e esteroides.

Oleos volateis

A analise da composi¢éo quimica do 6leo volétil de diferentes espécies desta
secdo tem sido realizada através de CG e CG/EM. Embora alguns trabalhos
apresentem uma investigacdo extensiva do 6leo volatii com um alto percentual de
compostos identificados, outros relatam apenas a presenca dos componentes principais
do dleo. De forma geral, € comum a presenca de sesquiterpenos provenientes de

diferentes rotas de ciclizacéo.

Para B. articulata foi relatada a presenca de beta-cariofileno, trans-nerolidol
(ZUNINO et al., 1998), alfa-pineno, beta-guaieno, gama-elemeno, delta-cadineno e
aromadendreno (GIANELLO et al., 2000).

Segundo GIANELLO e colaboradores (2000), B. trimera e B. crispa, ambas
coletadas na Argentina, apresentaram semelhante composi¢cdo em seus 6leos volateis,
sendo constituidos principalmente de alfa-pineno, beta-cariofileno, alfa-cariofileno, beta-
cubebeno, alfa-elemeno e gama-elemeno. BAUER e colaboradores (1978) identificaram
a presenca de carquejol e acetato de carquejila, além de canfeno e nerolidol em
espeécie classificada como B. genistelloides coletada no Rio Grande do Sul. Para a
espécie B. crispa também foram identificados o0os compostos beta-cariofileno,
germacreno D e nerolidol, enquanto que B. articulata apresentou beta-cariofileno,
nerolidol, tau-cadinol, alfa-cadinol e germacreno D (ZUNINO et al., 1997). Uma série de
cadinanos oxigenados foram isolados e identificados no O6leo essencial de B.
myriocephala por QUEIROGA e colaboradores (1996).
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Diterpenos

ZDERO e colaboradores (1989) conduziram uma analise da ocorréncia de
diterpenos em diferente espécies de Baccharis coletadas na Bolivia numa tentativa de
correlacionar a classificagcdo infragenérica ao tipo de ndcleo diterpénico. Seus
resultados mostraram que essa correlacdo foi, em parte, possivel. Ao estudar a espécie
B. trimera, representando a secdo Caulopterae (entdo denominada Alatae), os autores

observaram a ocorréncia de dois diterpenos de nucleo clerodano (24 e 25) (Figura 1.7).

AcO

AcO OMe

HOOC 25

COOH
24

Figura I.7. Diterpenos de nucleo clerodano isolados de B. trimera (ZDERO et al., 1989).

A espécie B. trimera apresentou outros diterpenos de nucleo clerodano
(Figura 1.8) como os compostos 26, 27, 28 (HERZ et al., 1977).
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Figura 1.8. Diterpenos de B. trimera (HERZ et al., 1977).

CIFUENTE e colaboradores (2002) isolaram dois novos clerodanos, 29 e 30,
bem como marrubiagenina (31) a partir de B. sagittalis (Figura 1.9). SUTTISRI e
colaboradores (1994) isolaram da espécie classificada como B. genistelloides, coletada
na Bolivia, dois diterpenos conhecidos (32 e 33) e trés novos neo-clerodanos (34 a 36)
(Figura 1.10).

OAc

OAc

oac ~OA¢ OAc

AcO

AcO

OAc
OAc

29 30

31

Figura 1.9. Diterpenos isolados de B. sagittalis (CIFUENTE et al., 2002).
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Um estudo realizado por GIANELLO e colaboradores (2000) descreveu a
ocorréncia de acido hawtriwaico (37), lactona do acido hawtriwaico (38), bacrispina (39)
e 1l-desoxibacrispina (40) em B. trimera e B. crispa; diterpenos 41 e 42 em B. crispa e
malonato de barticulidiol (43) e bacchotricuneatina A (44) em B. articulata (Figura 1.11).
CENAL e colaboradores (1997) ja haviam relatado a ocorréncia de bacrispina e

desoxibacrispina, além dos diterpenos 45, 46 e 47 em B. crispa (Figura 1.12).

Outro clerodano, bacchariol (48), foi isolado pela primeira vez a partir de B.
gaudichaudiana, espécie que também apresentou os compostos 49 e 50 (AKAIKE et
al., 2003), gaudichaudona (51), acetato de articulina (52) (FULLAS et al., 1994), sendo
este um derivado do articulinol (53) j& isolado de B. articulata (STAPEL et al., 1980)
(Figura 1.13).

Diterpenos de ndcleo labdano também estdo presentes em B.
gaudichaudiana, como os gaudichaudiosideos A — F (54-59) e gaudichauddéis A — C (60
a 62) (FULLAS et al,1991; 1992; 1994) (Figura 1.14).
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32 R;=H Ry;=H R3;=OMe
33 R;=OH R,=H R3;=OMe

HO

34

AcO

AcO

Figura 1.10. Diterpenos da espécie classificada como B. genistelloides coletada

Bolivia (SUTTISRI et al.,1994).
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HOOC

Figura 1.11. Diterpenos de B. articulata, B. crispa e B. trimera (GIANELLO et al., 2000).
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Figura 1.13. Diterpenos de B. gaudichaudiana (FULLAS et al, 1994).
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HO

R, Ry
HOH,C
o
HO
o OH
OH
57 R]_:CHzOH R2:H
58 R;=CH R,=H
54 R,=CHO R,=H 1 3 2
55 R,=CH,0OH R,=H
56 R;=CH,OH R,=OH CH,OR
HO
CH,OH

HOH,C?® 7 CH,OH

62

Figura 1.14. Diterpenos de nucleo labdano de B. gaudichaudiana (FULLAS et al., 1991,
1992; 1994).
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A espécie B. articulata, além do diterpeno 50, apresentou também o0s

diterpenos clerodanos 63 — 65, representados na Figura 1.14 (DAl et al., 1993).

OMe

64 R=0OH
65 R=0OAc

Figura 1.15. Diterpenos de B. articulata (DAl et al., 1993).

Triterpenos, saponinas e esteroides

O triterpeno Oxido de baccharis (66) foi isolado de B. myriocephala por
NURNBERG e colaboradores (1998). GENE e colaboradores (1996) isolaram trés
sapogeninas de uma fracdo hidrolisada de B. trimera, identificando a aglicona
majoritaria como &cido 3,16-di-hidroxi-olean-12-en-28-6lico (67), com configuracao
relativa do acido equinocistico (3p,160,28p3). A espécie classificada como B.
genistelloides coletada no Chile forneceu o esterol stigmasta-7,22-dien-3-ol (68),
isolado a partir de seu extrato hexanico (DAILY et al.,, 1984). As estruturas dos

compostos 66, 67 e 68 estédo representadas na Figura 1.16.
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Figura 1.16. Estrutura dos compostos 66, 67 e 68.
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[.3. Material e métodos

[.3.1. Material vegetal

As amostras utilizadas para obtencdo de 6leo volatil, foram coletadas nos
estados do Rio Grande do Sul e Parana, identificadas por Nelson Ivo Matzenbacher e
depositadas no Herbario ICN (Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre
— RS, Brasil). Algumas delas também foram utilizadas para a obtencdo de extratos
aguosos. Baccharis crispa e B. trimera foram coletadas em diferentes locais, sendo que
individuos de cada uma destas duas espécies foram a coletados em julho, setembro e
outubro de 2003.

Para o desenvolvimento de um método de analise rapido, visando identificar
marcadores quimicos que pudessem diferenciar B. crispa de B. trimera, estas duas
espécies também foram coletadas em diferentes localidades da Argentina, identificadas
por D. Giuliano, L. Ariza Espinar e E. Petenatti e depositadas no Herbario LPE
(Herbario y Museo de Botanica y Farmacognosia “Carlos Spegazzini’, La Plata,

Argentina).

Os dados de coleta, com o codigo de cada planta utilizada ao longo deste
trabalho, a data de coleta e o nimero de registro nos herbarios constam na Tabela I.1.
Um mapa indicando os 11 diferentes pontos de coleta das espécies estudadas esta

representado na Figura 1.17.
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Table I.1. Dados de coleta das espécies de Baccharis, Caulopterae utilizadas para
avaliacdo quimica e bioldgica.

Espécie Cddigo Local de coleta Més/ano de Voucher
coleta
Baccharis articulata Bart Guaiba — RS, Brasil julho/2003 ICN 128446
Baccharis crispa BcGj Guaiba — RS, Brasil julho/2003 ICN 128451
Baccharis crispa BcGa Guaiba — RS, Brasil agosto/2003 ICN 128451
Baccharis crispa BcGs Guaiba — RS, Brasil setembro/2003 ICN 128451
Baccharis crispa BcGo Guaiba — RS, Brasil outubro/2003 ICN 128451
Baccharis crispa BcGf Guaiba — RS, Brasil Fevereiro/2004 ICN 128451
Baccharis crispa BcPR Castro — PR, Brasil agosto/2003 ICN 129040
Baccharis crispa Bc1004 Villarino — Buenos Aires, junho/2003 LPE 1004
Argentina
Baccharis crispa Bc1007 Cérdoba, Argentina marc¢o/2003 LPE 1007
Baccharis crispa Bc1008 San Luis, Argentina maio/2003 LPE 1008
Baccharis gaudichaudiana Bgau Sao Francisco de Paula — agosto/2001 ICN 128461
RS, Brasil
Baccharis microcephala Bmic Guaiba — RS, Brasil julho/2003 ICN 128441
Baccharis myriocephala Bmyr Sao Francisco de Paula — agosto/2001 ICN 128463
RS, Brasil
Baccharis stenocephala Bste Guaiba — RS, Brasil julho/2003 ICN 128450
Baccharis trimera Btl Sao Francisco de Paula — agosto/2001 ICN 128460
RS, Brasil
Baccharis trimera Bt2 Rosério do Sul - RS, janeiro/2002 ICN 128462
Brasil
Baccharis trimera Bt3 Sao Vicente — RS, Brasil janeiro/2002 ICN 128459
Baccharis trimera Bt4j Guaiba — RS, Brasil julho/2003 ICN 128440
Baccharis trimera Bt4a Guaiba — RS, Brasil agosto/2003 ICN 128440
Baccharis trimera Btds Guaiba — RS, Brasil setembro/2003 ICN 128440
Baccharis trimera Btdo Guaiba — RS, Brasil outubro/2003 ICN 128440
Baccharis trimera Bt1005 Punta Lara — Buenos margo/2002 LPE 1005
Aires, Argentina
Baccharis trimera Bt1006 Bartolome Bavio — Buenos abril/2003 LPE 1006
Aires, Argentina
Baccharis trimera Bt1010 Berazategui — Buenos junho/2001 LPE 1010
Aires, Argentina
Baccharis trimera Bt1009 Cérdoba, Argentina setembro/1997 LPE 1009
Baccharis usterii Bust Guaiba — RS, Brasil julho/2003 ICN 128444
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LEGENDA

1 — Guaiba

2 — S&o Vicente do Sul

3 — Rosario do Sul

4 — Sao Francisco de Paula
5 — Castro

6 — Punta Lara

7 — Berazategui

8 — Villarino

9 — Cérdoba

10 — Bartolome Bavio
11 — San Luis

Figura 1.17. Mapa com os pontos de coleta de Baccharis avaliadas quanto a
composicao quimica e atividades biologicas.
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Para a identificacdo de B. crispa e B. trimera, os critérios descritos a seguir
foram utilizados por N. |. Matzenbacher. As demais espécies foram identificadas de
acordo com os caracteres determinados por BARROSO (1976) e BARROSO e BUENO
(2002).

Baccharis crispa Spreng.

Habito: subarbusto ereto e decumbente-ascendente; caules lenhosos afilos,
trialados, com alas onduladas ou planas na base do caule, com até 0,5 cm de largura,
diminuindo, gradativamente, até nulas no apice dos ramos superiores, que formam
panicula de espigas laxas com 1 — 2 (3) capitulos por né. Capitulos de flores
estaminadas com involucro cilindrico de 0,3 cm de diametro e 0,5 cm de altura;
capitulos de flores pistiladas com involucro campanulado de 0,2 cm na base e 0,1 cm
no apice e até 1,0 cm de altura. Fenologia: floresce e frutifica de fevereiro a abril, com

predominancia em marc¢o. Fotografia na Figura 1.18.

Figura 1.18. Fotografia de um ramo de B. crispa coletada em Guaiba, RS.
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Baccharis trimera (Less.) DC.

Habito: subarbusto ereto ramificado; caules lenhosos &filos, trialados, alas na
base do caule até a altura mediana atingem 1,2 cm de largura, diminuindo para o apice
dos ramos superiores até 0,2 cm de largura, em suas extremidades. As ramificacfes
intermediarias do caule formam paniculas congestas de espigas de glomérulos, de 2 —
5 capitulos nos nds dos ramos superiores, podendo, também, ocorrer capitulos isolados
nos ramos inferiores. Capitulos de flores pistiladas com invélucro campanulado de 0,3
cm de didametro na base e 0,2 cm de didmetro no apice e 0,6 cm de altura. Fenologia:
floresce e frutifica de janeiro a margco, com predominancia em fevereiro. Fotografia na

Figura 1.19.

Figura 1.19. Fotografia de um ramo de B. trimera coletada em Guaiba, RS.
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1.3.2. Oleos volateis e extratos hexanicos

O material vegetal das oito espécies foi seco a sombra, triturado com o auxilio de
um triturador mecanico e submetido a hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger por 4
horas (FARMACOPEIA, 2001; OMS, 1992). A utilizacdo de material seco foi escolhida
para possibilitar a investigagdo da composicdo quimica em matéria-prima vegetal.
Apenas uma amostra de B. crispa sob o codico BcGf foi processada na forma fresca.

Extratos hexanicos foram obtidos de B. trimera e B. crispa coletadas na
Argentina e comparados aos extratos hexanicos das mesmas espécies coletadas no
Rio Grande do Sul, com o objetivo de obter um método rapido de diferenciar as duas
espécies. Para as amostras, 100 mg de partes aéreas foram triturados e extraidos com
5 ml de hexano com auxilio de Ultra-Turrax T8 (Ika®-Werke).

Tanto os Oleos volateis quanto os extratos hexanicos foram mantidos sob

refrigerac@o até o momento de andlise.

Andlise quimica de 6leos volateis e extratos hexanicos

Os 6leos volateis foram diluidos em uma razdo 2:100 (V/V) em éter etilico e os
extratos hexanicos foram analisados diretamente. O material diluido foi analisado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) para a
identificacdo dos constituintes presentes nas amostras e cromatografia gasosa com

detector de ionizag&o de chama (CG/DIC) para a quantificagéo.

Cromatografia gasosa

A andlise quantitativa foi realizada em um cromatografo gasoso Shimadzu GC 17
A equipado com coluna capilar de silica fundida DBs (com 25 m de comprimento e 0,25
mm de didmetro interno, preenchida com polidimetildifenilsiloxano, contendo 5 % de
grupamentos fenila com um filme de 0,25 um de espessura) para a separagdo dos

constituintes. O injetor foi programado para 220°C (com divisdo de fluxo — split/splitless
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— 1:20) e o programa de temperatura para a coluna operou de 60 a 300°C a 3°C/min.
Hélio foi utilizado como gas de arraste a uma pressao de 80 kPa e velocidade linear de
1 ml/min. Nitrogénio, ar sintético e hidrogénio foram utilizados como gases auxiliares,
na razao de 1:1:10, respectivamente. A composi¢ao percentual foi obtida por integracao
eletrdnica utilizando o software CR10 (Shimadzu) e detector de ionizacdo de chama
(DIC, 250°C).

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Todas as amostras foram analisadas por CG/EM, utilizando aparelho
Shimadzu QP 5000 com quadrupolo cilindrico operando com energia de ionizacdo de
70 eV e uma temperatura de interface de 250°C. Foram utilizadas duas colunas
diferentes: coluna DBs (com 25 m de comprimento e 0,25 mm de diametro interno,
preenchida com polidimetildifenilsiloxano, contendo 5 % de grupamentos fenila com um
filme de 0,25 um de espessura) e coluna CARBOWAX (com 25 m de comprimento e
0,25 mm de diametro interno, preenchida com carbowax 20M, filme de 0,25 um de
espessura). O programa de temperatura operou de 60 a 300°C a 3°C/min para a coluna
DBs e de 60 a 250°C a 3°C/min para a coluna CARBOWAX, utilizando hélio como gas

de arraste a um fluxo de 1 ml/min.

Identificacdo dos constituintes

A identificacdo dos constituintes dos 6leos volateis obtidos foi conduzida por
comparacdo de seus respectivos espectros de massas e indices de retencdo com
amostras auténticas e dados obtidos na literatura (ADAMS, 2001), ou ainda por
comparacdo com espectros de massas registrados em banco de dados como NIST 62

e NIST 12 (National Institute of Standards and Technology).

O indice de retenc¢do utilizado corresponde ao indice de Kovats, o qual utiliza

uma série homéloga de alcanos saturados, para evitar erro devido a variacdes do
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tempo de retencdo dos compostos. Este indice sofre poucas variacdes de maneira
linear com a temperatura (SANDRA e BICCHI, 1987; COLLINS e BRAGA, 1988).

O indice de retencdo de Kovats foi obtido utilizando a seguinte equacéao:

IK=100z+100 logtrx -logtrz

log t'r Z+1) - log t' Rz

Onde:
t'rx = tempo de retengdo do composto X, sendo que t'rx € intermediario at'rz € t'r(z+1).
t'r z +1) € t'rz = tempos de retengéo ajustados de alcanos de cadeia normal.

Z = numero de &tomos de carbono com menor peso molecular.

1.3.3. Andlise de extratos aquosos

Os extratos aquosos de trés espécies, B. crispa, B. trimera e B. usterii, foram
analisados. Em estudo preliminar, foram comparados os perfis cromatograficos, obtidos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e detector UV-DAD (CLAE/UV-DAD). Em
seguida, o extrato de B. usterii foi utilizado para o isolamento de 6 compostos, comuns
aos trés extratos, os quais foram identificados por meio de técnicas espectroscopicas.

B. trimera apresentou compostos adicionais com espectro UV caracteristico de
flavondides, dos quais, trés puderam ser identificados on line por meio de analises

CLAE/UV/EM, adigéo po6s-coluna de reagentes de deslocamento, e injecdo de padrdes.
Obtencé&o dos extratos

Para cada espécie foi preparado um decocto a partir de 50 g de partes aéreas
trituradas em 500 ml de agua destilada em ebulicdo por 30 min. Apos este periodo, 0s

extratos obtidos foram congelados e liofilizados.

Andlise CLAE/UV-DAD
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O extrato aquoso foi analisado em um cromatégrafo Hewlett-Packard série 1100
com detector UV-DAD. A separacéo foi realizada em coluna Nova-Pack Cig (5 um, 4,6 x
250 mm d.i., Waters) usando sistema MeOH:H,O/TFA 0,05% (10:90 a 100:0; 70 min). O

fluxo foi de 1 ml/min e os cromatogramas foram medidos em 210, 254 e 366 nm.

Analise CLAE/UV/EM

CLAE/EM foi realizado posteriormente ao registro UV-DAD em equipamento
Finningan MAT com interface APCI nas seguintes condi¢des: temperatura capilar de
150°C; temperatura do vaporizador 370°C; modo positivo; fluxo de gas 60 psi, corrente

de 5 pA e energia de 15 eV.

Anélise CLAE/UV-DAD com adi¢céo pés-coluna de reagentes de deslocamento em UV

O método usado para a adicao pds-coluna de reagentes baseia-se em protocolo
previamente estabelecido por WOLFENDER e HOSTETTMANN (1993). Para a andlise
de flavondides presentes no extrato aquoso de B. trimera foram utilizados os seguintes
reagentes: base fraca NaOAc, base forte KOH e NaOAc/H;BO; a temperatura
ambiente; AICI; em meio acido e ndo &cido a 90°C para assegurar as reacfes de
complexagdo. As condicdes CLAE/UV foram as mesmas ja descritas neste capitulo,
porém duas bombas adicionais (P2 e P3) foram inseridas entre a saida da coluna e a
entrada para o detector (Figura 1.20). O fluxo total das bombas P2 e P3 foi subtraido do

fluxo da bomba P1 (principal), de maneira que o fluxo final permanecesse em 1 ml/min.

Para a analise em base fraca, por meio da bomba P2 foi adicionado NaOAc (0,5
M; 0,2 ml/min) e de P3, NaOH (0,01 m; 0,2 ml/min), resultando em pH 7 para a fase
movel. Para a base forte, apenas uma bomba foi utilizada para a adicdo de KOH (0,3
M; 0,3 ml/min), resultando em pH 14. Para a analise com NaOAc/H3BO3, P2 foi utilizada
para a adicdo de NaOAc 0,1 M — H3BO3 0,7 M (1:1; 0,2 ml/min) e P3 para NaOH (0,01
M; 0,2 ml/min), fornecendo pH 5. Nas analises conduzidas com AICl;, P2 foi usada para
acrescentar AICI3; (0,3 M; 0,2 ml/min) para meio acido (pH 3,5) e P3 para NaOH (0,1 M;
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0,2 ml/min) até pH 6. Antes do extrato ser analisado nestas condi¢des, utilizou-se
quercetina como teste para verificar os efeitos dos agentes de deslocamento UV.
Todas as solucdes reagentes foram filtradas em membranas Millipore 0,5 um e

adicionadas poés-coluna com o auxilio de duas bombas Waters M-6000.

A
N

p1 g‘ UV-DAD
CLAE COLUNA

P3

Figura 1.20. Esquema representativo das bombas P1, P2 e P3 para analise CLAE/UV-

DAD com adi¢céo pés-coluna de reagentes de deslocamento UV.

Isolamento

O extrato aquoso liofilizado de B. usterii (6 g) foi purificado por cromatografia
liguida de média eficiéncia (CLME) com gradiente MeOH:H,0 (5:95 a 100:0) em coluna
RP-18 (Lichoprep 40-63 um, 270 x 25 mm d.i., Merck), resultando em 24 fracdes. A
fracdo F6 (256 mg) foi purificada por CLAE semi-preparativa usando coluna
uBondapak® C18 (10um, 25 x 100 mm d.i., Waters, MeOH-H,0, fluxo de 10 ml/min, UV
254 nm) fornecendo os compostos A (2,9 mg), B (9 mg) e C (4,2 mg). As fracdes F23,
F19 e F17 forneceram respectivamente os compostos D (51,2 mg), E (50,2 mg) e F
(52,4 mq).
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Analises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de RMN de 'H e *3C foram conduzidas em espectrémetro Varian
Unity Inova 500 MHz, em CDsOD e DMSO-d6; deslocamentos quimicos (3) em ppm

como & relativo a Me,Si (padrao interno).
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|.4. Resultados e Discussao

[.4.1. Analise de 6leos volateis e extratos hexanicos

Os rendimentos em Oleo volatil foram calculados para todas as amostras em
porcentagem (v/m) e estdo representados na Tabela |.2. Duas das oito espécies
estudadas apresentaram bons rendimentos, B. trimera (0,6 — 0,9%) e B. stenocephala
(0,9%).

Tabela I.2. Rendimento percentual em 6leo volatil de espécies de Baccharis.

Amostra Rendimento precentual (v/m)
Bart (B. articulata) 0,3
Btl (B. trimera) 0,9
Bt2 (B. trimera) 0,9
Bt3 (B. trimera) 0,9
Bt4 (B. trimera) 0,6
Bt4j (B. trimera) 0,6
Btda (B. trimera) 0,6
Bt4s (B. trimera) 0,6
Bt4o (B. trimera) 0,6
BcG;j (B. crispa) 0,2
BcGa (B. crispa) 0,2
BcGs (B. crispa) 0,2
BcGo (B. crispa) 0,2
BcGf (B. crispa) 0,2
BcGm (B. crispa) 0,2
BcPR (B. crispa) 0,2
Bmyr (B. myriocephala) 0,2
Bmil (B. cf. milleflora) 0,1
Bmic (B. microcephala) 0,2
Bste (B. stenocephala) 0,9
Bust (B. usterii) 0,2
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Apesar da grande semelhanca morfolégica entre as espécies de Baccharis
Caulopterae, algumas diferencas de constituicdo quimica puderam ser observadas no

que se refere a seu 0Oleo volatil (Tabela I.3).

A ocorréncia de mono e sesquiterpenos dentro de uma mesma espécie de
Caulopterae, com a predominancia de sesquiterpenos parece ser comum. No entanto,
foi possivel observar um maior acumulo de monoterpenos, principalmente B-pineno, em
B. articulata (30,1%) e B. stenocephala (41,3%). E interessante o fato de que estas
duas espécies de ramos bialados apresentam um padrdo de distribuicdo entre mono e

sesquiterpenos semelhante, com a predominancia de p-pineno.

Para algumas espécies observou-se a ocorréncia de sesquiterpenos da via
biossintética do germacrano, como em B. myriocephala (globulol e epiglobulol), B. cf.
milleflora (y-gurjuneno e a-selineno), B. usterii (espatulenol e globulol) e também B.
crispa (globulol, epiglobulol, a-selineno, germacreno D e espatulenol). A espécie B.
microcephala teve o sesquiterpeno a-cadinol como constituinte majoritario do Oleo
volatil (13,5%).

Observou-se na maioria das analises de B. crispa (Tabela 1.6), assim como em
B. usterii (Tabela 1.3), importante quantidade de espatulenol. A presenca deste
componente no Oleo volatil poderia ser resultante da oxidacdo de biciclogermacreno,
durante o processo de secagem, conforme constatado anteriormente para algumas
espécies (APEL, 2001). Por essa razao, realizamos ensaios com amostra de folhas
frescas de B. crispa (BcGf, Tabela 1.6). Os resultados obtidos ndo apresentaram
diferencas significativas, sempre com auséncia de biciclogermacreno. Desta forma, ha
a possibilidade da tranformacéo ocorrer mediada por sistemas enzimaticos constitutivos

do vegetal e ndo ser possivel sua deteccéo, ainda que em material fresco.

Outra substancia que parece ser produto de oxidacdo é o “cluster” eudesmol,
globulol e epiglobulol, derivados do germacreno D. Conforme analisado no material
fresco de B. crispa (BcGf, Tabela 1.6), este produto aparece em percentual importante
(13,6%), enquanto que os demais produtos identificados na planta seca permanecem

em propor¢gdes semelhantes na planta fresca. Adicionalmente, observou-se uma
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proporc¢édo significativa de produtos ndo identificados, em algumas das amostras secas,
0s quais podem ser derivados de degradacdo. Na amostra seca coletada no Parana
(BcPR, Tabela 1.6) constatou-se a presenca de germacreno D em quantidades
apreciaveis. Estas variacdes podem estar ligadas a variacdes edafo-climaticas. A
questdo da estabilidade de Oleos volateis tem despertado pouca atencdo, mas devido a
importancia da manutencdo da qualidade para utilizacdo industrial, novos estudos

relacionados a estabilidade destas espécies serdo de grande importancia.

Com o objetivo de facilitar a diferenciacdo entre B. trimera e B. crispa, foi
realizada uma analise mais cautelosa destas duas espécies, considerando-se
diferentes locais e épocas de coleta. Desta forma, a analise da composi¢cao quimica dos
Oleos volateis de amostras de B. trimera, coletadas em diferentes localidades é dada na
Tabela 1.4; enquanto que os resultados referentes ao mesmo individuo coletado em
diferentes meses consta na Tabela I.5. A Tabela |.6 apresenta a composi¢cédo quimica

de amostras de B. crispa provenientes de diferentes locais e épocas de coleta.
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Tabela 1.3. Composicdo percentual relativa dos constituintes volateis de diferentes
espécies de Baccharis.

IK* Constituinte Bart Bmil Bmic Bmyr Bste Bust
928 a-pineno 3,1 0,3 1,5
971 B-pineno 30,1 0,4 4,8 41,3
983 mirceno 1,2 1,3
1023 limoneno 7,1 0,7 27,3 24
1026 1,8-cineol 0,5
1171 terpinen-4-ol 0,5
1184 a-terpineol 2,6 1,4
1370 a-copaeno 0,7
1385 B-elemeno 1,7 1,7 6,0
1409 B-cariofileno 4,4 19,7 5.2 3,6 1.6
1442 a-humuleno 1,7
1455 allo-aromadendreno 4,5
1470 Y-gurjuneno 3,0 23,6 8,3 3,5
1471 a-himachaleno 3,9
1478 B-selineno 05
1488 a-selineno 20,7 1,6
1493 a-muuroleno 4.4
1496 germacreno A 1,2
1506 y-cadineno 0,3
1515 d-cadineno 4,2 19 3,6
1562 ledol 1,3 19 2,5
1571 espatulenol 9,7 1,7 8,6 5,6 6,4 37,9
1576 oxido de cariofileno 6,5 6,6
1580 globulol 4,1 2,9 8,8 14,5 5,7 18,4
1589 epiglobulol 10,5 2,3 4.5 45,8 4,3 5,7
1597 Oxido de humuleno | 3,3
1638 t-cadinol 6,3 1,3 9,5 0,3
1644 B-eudesmol 9,8
1650 o-cadinol 7,3 2,7 13,5 1,8 10,1
Total 93,6 83,9 85,6 98,4 96,5 82,1
Monoterpenos hidrocarbonados 415 0,4 5,8 71,4 2,4
Monoterpenos oxigenados 2,6 2,4
Sequiterpenos hidrocarbonados 11,6 71,3 32,3 8,7 7,6
Sesquiterpenos oxigenados 37,9 12,2 53,3 90,2 16,4 72,1

* [ndice de retencdo de Kovats em coluna DBs. Bart= B. articulata; Bmil = B. cf. milleflora; Bmic = B.
microcephala; Bmyr = B. myriocephala; Bste = B. stenocephala; Bust = B. usterii.
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Assim como observado nas espécies da Tabela 1.3 (a excecao de B. articulata,
B. stenocephala e B. trimera), ha uma predominancia de sesquiterpenos em B. crispa,

guanto ao padrao de distribuicdo entre mono e sesquiterpenos.

Entretanto, B. trimera destacou-se por apresentar concentracdes elevadas (35,5
— 68,0%) de acetato de carquejila (Figura 1.6), composto incomum em oOleos, que
corresponde ao acetato do monoterpeno oxigenado carquejol, também presente em
amostras desta espécie. Outro fato interessante € a presenca de ledol, jA que este
composto ndo costuma ser encontrado em Oleos volateis em concentragdes téao
elevadas quanta aquelas obtidas no 6leo de B. trimera (5,9 — 24,2%). A presenca de

acetato de carquejila e ledol foi constatada em todas as amostras.

O isolamento de acetato de carquejila foi inicialmente relatado por NAVES (1959)
a partir da espécie “B. genistelloides” coletada no estado de Santa Catarina
(provavelmente B. trimera). Trinta anos depois, BOLDT (1989) publicou um trabalho de
revisdo sobre o género Baccharis, mencionando a importancia comercial do 6leo de
carqueja produzido no Brasil (obtido de B. genistelloides e contendo de 50 a 55% de
acetato de carquejila). De fato, BAUER e colaboradores (1978) ja haviam investigado a
composi¢cdo quimica do 6leo de carqueja fornecido pela mesma industria citada por
BOLDT (1989), encontrando acetato de carquejila como constituinte majoritario
(69,2%).

Com base nas informacdes fornecidas no item [.1.3, muito provavelmente a
espécie usada na obtencdo industrial do 6leo de carqueja é B. trimera. Portanto, a
correta identificacdo botanica € crucial para a obtengédo de produtos industrializados de
qualidade, ja que as demais espécies de Caulopterae sequer apresentaram tracos de
acetato de carquejila em seu 6leo volatil.
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Tabela 1.4. Composicdo percentual relativa dos constituintes volateis de partes aéreas
de B. trimera de diferentes locais de coleta.

IK* Constituinte Btl Bt2 Bt3 Bt4j
927 o-pineno 0,8
967 sabineno 0,4
970 B-pineno 2,4 5,7 1,4 5,6
983 mirceno 0,5
1023 limoneno 0,8 1,8 1,0 3,4
1039 E-B-ocimeno 14
1151 carquejol 3,7 55 15
1293 acetato de carquejila 36,2 65,8 35,5 68,0
1385 B-elemeno 0,4 2,3
1409 B-cariofileno 1,6 0,5
1470 y-gurjuneno 3,0
1488 a-selineno 1,0 2,2
1493 a-muuroleno 2,1
1515 5-cadineno 0,3
1543 elemol 14
1562 ledol 19,6 10,9 24,2 59
1571 espatulenol 1,2 2,8
1578 globulol 0,6
1586 epiglobulol 8,3
1597 O6xido de humuleno | 51 1,9 4,7 1,2
1615 1-epi-cubenol 0,5
1644 B-eudesmol 13,8 2,3 14,8 2,3
1649 o-cadinol 1,8 5,7 0,8
Total 93,9 94,3 98,5 97,9
Monoterpenos hidrocarbonados 3,2 7,9 2,4 11,7
Monoterpenos oxigenados 39,9 71,3 35,5 69,5
Sequiterpenos hidrocarbonados 0,4 7,0 6,0
Sesquiterpenos oxigenados 50,4 15,1 53,6 10,7

* [ndice de retencdo de Kovats em coluna DBs. Locais de coleta: Bt1=S&o Francisco de Paula — RS,
Brasil; Bt2=Rosério do Sul — RS, Brasil; Bt3=Sao Vicente — RS, Brasil; Bt4j=Guaiba — RS, Brasil.
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Tabela 1.5. Composicéo percentual relativa dos constituintes volateis de B. trimera em
diferentes meses de coleta.

IK* Constituinte Bt4j Bt4a Bt4s Bt4o
927 o-pineno 0,8 0,4 0,3 0,4
967 sabineno 1,6 15 15
970 B-pineno 5,6 12,6 11,3 12,3
983 mirceno 0,5
1023 limoneno 3,4 4,2 4,7 4,0
1039 E-p-ocimeno 14 2,6 2,4 2,5
1151 carquejol 15 0,6 2,6 19
1293 acetato de carquejila 68,0 42,3 60,0 58,5
1385 B-elemeno 1,0 1,0
1409 B-cariofileno 0,5
1470 y-gurjuneno 3,0 15 1,1 1,2
1476 y-himachaleno 0,4 0,3
1488 a-selineno 2,2
1490 biciclogermacreno 1,2 0,4 0,5
1515 d-cadineno 0,3
1543 elemol 0,5 0,3 0,4
1562 ledol 5,9 7,2 7,1 7,5
1578 globulol 2,3 0,9 1,2
1586 epiglobulol 1,7 1,8 1,9
1597 O6xido de humuleno | 1,2
1615 1-epi-cubenol 0,5
1644 B-eudesmol 2,3 1,3 3,0 2,9
1649 o-cadinol 0,8 0,7 0,5
Total 97,9 81,0 98,5 98,5
Monoterpenos hidrocarbonados 11,7 21,4 20,2 20,7
Monoterpenos oxigenados 69,5 42,9 62,6 60,4
Sequiterpenos hidrocarbonados 6,0 3,7 1,9 3,0
Sesquiterpenos oxigenados 10,7 13,0 13,8 14,4

* [ndice de retencéo de Kovats em coluna DBs. Amostras coletadas em Guaiba — RS, Brasil nos meses:
Bt4j = julho; Bt4a = agosto; Bt4s = setembro; Bt4o = outubro.
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Tabela 1.6. Composicdo percentual relativa dos constituintes volateis de B. crispa em

diferentes locais e meses de coleta.

IK* Constituinte BcGj BcGs BcGo BcPR  BcGf
927 o-pineno 0,4 0,5
970 B-pineno 6,4 71
1039 E-B-ocimeno 1,0 11
1415 B-cariofileno 53 50 12 2,5 5,4
1442 a-humuleno 0.9 13 0,9
1470 y-muuroleno 11 08
1475 germacreno D 0,8 5,4 16,5 13,6
1484 B-elemeno 12
1488 a-selineno 15,5 5,5 247 1,3 15,5
1493 a-muuroleno 0,5 1,0 0,6 0,3
1496 germacreno A 0,5 0,7 0,6 0,5
1506 y-cadineno 0,6 0,4
1515 d-cadineno 1,8 2,5 2,2 1,2
1562 ledol 2,0 1,6 2,7 2,0
1571 espatulenol 13,8 31,3 2,9 23,6 13,8
1578 globulol 3,0 8,8 6,0 30,0 3,0
1586 epiglobulol 16,8 3,7 18,9 0,5 16,8
1596 eudesmol 3,3 2,7
1597 oxido de humuleno | 15 1,6
1622 1-epi-cubenol 0,7
1630 cedr-8(15)-en-9-a-ol 4,3
1637 cubenol 2,6 4,7 2,0 2,6
1649 a-cadinol 4,6 6,5 3,1 4,7
1652 calamenenol® 51
1666 calamenenol® 6,2

Total 76,6 75,1 76,4 92,7 90,9
Monoterpenos hidrocarbonados 7,8 8,7
Sequiterpenos hidrocarbonados 24,5 18,5 36,8 20,3 37,7

Sesquiterpenos oxigenados 44,3 56,6 39,6 72,4 44,5

* Indice de retencéo de Kovats em coluna DBs. ® Isdmero no identificado. Coletas: BcGj = Guaiba — RS,
Brasil/julho; BcGs = Guaiba — RS, Brasil/setembro; BcGo = Guaiba — RS, Brasil/outubro; BcPR = Castro

— Parand/agosto; BcGf = Guaiba — RS, Brasil/fevereiro/amostra fresca.
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A ocorréncia de acetato de carquejila ndo foi detectada no 6leo volatil de nenhum
exemplar de B. crispa, e em nenhuma outra espécie além de B. trimera coletadas para
este estudo. Procedeu-se a procura por acetato de carquejila avaliando-se o extrato
hexanico das amostras de B. trimera (Bt4) e B. crispa (BcGj) coletadas no Rio Grande
do Sul. Estes extratos foram comparados aqueles de amostras de herbario de B.
trimera (Bt1005, Bt1006, Bt1009 e Bt1010) e B. crispa (Bc1004, Bc1007 e Bc1008)
coletadas na Argentina (Tabela 1.7). Esta avaliacdo sO0 foi possivel por exigir
guantidades muito pequenas de material vegetal. Através deste método, confirmou-se a
ocorréncia de acetato de carquejila apenas em B. trimera, sendo este composto
sugerido como marcador da espécie e uma ferramenta na diferenciacao entre B. trimera

e B. crispa.

Tabela I.7. Percentual de acetato de carquejila em extratos hexanicos de B. trimera e B.
crispa coletadas no Brasil e Argentina.

Amostra Acetato de carquejila (%)

Bt4j 30,7

Bt1005 43,2

Bt1006 76,3

Bt1009 85,1

Bt1010 30,7
BcGj -

Bc1004 -

Bc1007 -

Bc1008 -

Locais de coleta de B. trimera: Bt4j = Guaiba — RS, Brasil; Bt1005 = Punta Lara — Buenos Aires,
Argentina; Bt1006 = Bartolomé Bavio — Buenos Aires, Argentina; Bt1009 = Berazategui — Buenos Aires,
Argentina; Bt1010 = Cérdoba, Argentina. Locais de coleta de B. crispa: BcGj = Guaiba — RS, Brasil;
Bc1004 = Villarino — Buenos Aires, Argentina; Bcl007 = Coérdoba, Argentina; Bc1l008 = San Luis,
Argentina.
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Segundo HARBORNE e TURNER (1984), em comparagdo com outras classes
de metabdlitos secundarios, os terpenos volateis sdo aqueles de menor utilidade
taxonbmica em angiospermas. Os autores afirmam que Oleos volateis ocorrem de
maneira irregular: alguns grupos de plantas possuem 6leos de quimica complexa,
enquanto que plantas taxonomicamente proximas podem ndo apresentar 6leo volatil.
No entanto, estudos mais recentes de quimiotaxonomia em diferentes espécies tém
sido realizados por meio desta classe de metabdlitos secundarios (ROUSSIS et al.,
2000). Os constituintes volateis tém sido extensivamente estudados, ja que a
composi¢do de monoterpenos mostrou-se dependente do gendtipo da planta, podendo
ser usada para fins taxondmicos (CROTEAU, 1987; BERTEA et al., 2003).

No género Mentha observa-se a ocorréncia de monoterpenos com funcao
oxigenada exclusivamente na posicdo C-3, como mentol, para M. piperita L.; e
exclusivamente na posi¢cdo C-6, como carvona, em M. spicata. As bases genéticas dos
padroes de oxigenacdo em C-3 e C-6 em espécies de Mentha foi extensivamente
estudada por diversos autores e revisada por CROTEAU e GERSHENZON (1994).
Estes padrbes mostraram-se determinados por dois loci alélicos designados por Lm e
C. Postulou-se que o alelo dominante Lm seria capaz de evitar a oxigenacao em C-6,
enquanto seu alelo recessivo Im seria capaz de promover esta conversdo. Os dois
alelos dominantes devem estar fortemente relacionados, j& que os padrdes de
oxigenacdo em C-3 e C-6 sdo mutuamente exclusivos e de que C-6 é dominante sobre
C-3. Sugeriu-se Lm como um gen regulador que controla a expressao da hidroxilagdo
em C-3, enquanto C como um gen regulador ou estrutural que controla a hidroxilacédo
em C-6. Ensaios bioquimicos do tipo "cell-free" correlacionaram os padrbes de
oxigenacdo com duas enzimas: limoneno-6-hidroxilase (oxigenacdo em C-6) levando a
formacdo de carvona, e limoneno-3-hidroxilase (oxigenacdo em C-3) levando a

formacédo de mentol (Figura I. 21).
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Figura 1.21. Biossintese de (-)-mentol e (-)-carvona a partir de (-)-limoneno. (Adapatado
de BERTEA et al., 2003).

Desta forma, o fato do monoterpeno oxigenado acetato de carquejila (Figura 1.22)
ser um derivado com oxigenacdo em C-3 denota o envolvimento da expressao génica
diferenciada na espécie B. trimera relacionada a producdo deste composto pela planta,
diminuindo a possibilidade de sua sintese ser dependente de fatores ambientais, o que
o torna um bom marcador para a espécie. Além disso, apesar de ser derivado de duas
unidades isoprénicas, o acetato de carquejila ndo parece seguir a condensacao
cabeca-cauda comum na formagdo de monoterpenos. Estas estruturas de
monoterpenos irregulares parecem ser exclusivas de plantas da familia Asteraceae
(DEWICK, 1997), o que reforca a utilizacdo do acetato de carquejila como um marcador

quimico.
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Figura 1.22. Estrutura quimica do acetato de carquejila.

[.4.2. Andlise dos extratos aquosos de B. trimera, B. crispa e B. usterii

A partir do extrato aquoso liofilizado obtido das espécies B. trimera, B. crispa e B.
usterii, foram feitas analises CLAE/UV a fim de comparar o perfil cromatografico das
mesmas. Devido a presenca de constituintes em comum entre as trés espécies
(apresentando mesmo ion molecular na analise CLAE/UV/EM, Figura 1.23), iniciou-se o
isolamento. Foram isolados os compostos A a F, os quais puderam ser identificados por

técnicas espectroscopicas como acidos cafeoilquinicos mono e dissubstituidos.
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Figura 1.23. Comparacéo do perfil cromatografico dos extratos aquosos de B. usterii, B. crispa e B. trimera por CLAE/UV.
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O composto A apresentou trés sinais em & 3,64; 4,12 e 5,35 em RMN de 'H,
atribuidos aos trés prétons oxigenados do é&cido quinico. A posicdo exata dos
subtituintes foi obtida a partir de andlises 2D de RMN e comparac¢éo dos deslocamentos
quimicos aqueles publicados por PAULI e colaboradores (1998). Estes autores
realizaram uma investigacdo detalhada de spin e valores de deslocamento em
diferentes isbmeros de posicdo de mono e oligoésteres do acido cafeoilquinico.
Composto A foi entdo identificado como o acido 3-O-[E]-cafeoilquinico. O composto B
também foi identificado como um acido cafeoilquinico monossubstituido. A posi¢cdo da
unidade cafeoil foi obtida pela mesma estratégia aplicada ao composto A, o que

permitiu a identificacdo de B como o acido 5-O-[E]-cafeoilquinico.

O composto C apresentou 0s mesmos sinais caracteristico do acido 4-O-[E]-
cafeoilquinico. No entanto, um sinal em & 3,80 integrando em trés protons sugeriu a
presenca de um grupamento metoxila. O espectro HMBC mostrou a correlagao entre os
sinais 6 3,80 e 174,2, sugerindo a esterificagdo do acido quinico por um grupamento
metila. As correlacdes observadas em COSY entre os sinais 6 4,66 (H-4) com ambos os
prétons em 6 3,95 (H-3) e 3,97 (H-5) sugeriram uma disposi¢ao simétrica das hidroxilas
do &cido quinico. Portanto, o composto C foi identificado como o acido 4-O-[E]-cafeoil-1-

metoxi-quinico.

O espectro de RMN de *H do composto D apresentou trés prétons oxigenados
em 3 4,29; 5,10 e 5,69, atribuidos aos protons do acido quinico. A posicéo exata destes
protons foi obtida por COSY e por comparacdo dos deslocamentos a valores
previamente publicados (PAULI et al., 1998). Os deslocamentos quimicos do composto
D estavam de acordo com aqueles do acido 4,5-O-[E]-dicafeoilquinico. Utilizando a
mesma estratégia, o composto F foi identificado como o acido 3,5-O-[E]-
dicafeoilquinico. A estratégia utilizada para o composto E foi diferente daquela utilizada
para os compostos D e F. O composto E apresentou trés prétons oxigenados em &
5,62; 5,20 e 4,18. O espectro COSY mostrou as correlacdes entre os sinais 6 5,62 e
4,18, com os prétons de dois CH, em & 2,08-2,2 (CH,; — 2) e 2,10-2,18 (CH; — 6),

repectivamente. O préton em & 5,20 correlacionou com os prétons 6 5,62 e 4,18. Estes

54



dados sugeriram uma disposicdo assimétrica dos protons do acido quinico. Desta
forma, foi possivel concluir uma disposicéo contraria aquela observada para o composto

D. O composto E foi identificado com o acido 3,4-O-[E]-dicafeoilquinico.

As etruturas quimicas dos compostos A a F estdo representadas na Figura 1.24 e

seus dados espectroscopicos sdo descritos a seguir.

Composto A (4cido 3-O-[E]-cafeoilquinico): RMN de 'H (CDsOD, 500 MHz) &
2,15-2,18 (2H, m, H-2), 5,35 (1H, m, H-3), 3,64 (1H, m, H-4), 4,12 (1H, m, H-5), 1,95-
2,10 (1H, m, H-6), 7,03 (1H, broad s, H-2), 6,76 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5"), 6,93 (1H, d,
J=8.3 Hz, H-6’), 7,57 (1H, d, J=15 Hz, H-7’), 6,29 (1H, d, J=15 Hz, H-8"). APCI-EM m/z
354.8 [M+H]". ESI-EM m/z 377.0 [M+Na]".

Composto B (&cido 5-O-[E]-cafeoilquinico): RMN de 'H (CDsOD, 500 MHz) &
2,04-2,16 (2H, m, H-2), 4,16 (1H, m, H-3), 3,72 (1H, m, H-4), 5,33 (1H, m, H-5), 2,06-
2,23 (1H, m, H-6), 7,02 (1H, broad s, H-2"), 6,77 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5), 6,92 (1H, d,
J=8.3 Hz, H-6"), 7,56 (1H, d, J=15 Hz, H-7’), 6,28 (1H, d, J=15 Hz, H-8’). APCI-EM m/z
354.8 [M+H]". ESI-EM m/z 377.0 [M+Na]".

Composto C (acido 4-O-[E]-cafeoil-1-metoxi-quinico): RMN de *H (DMSO-dg, 500
MHz) § 1,81-1,89 (2H, m, H-2), 3,80 (3H, s, OCHs), 4,01 (1H, m, H-3), 4,66 (1H, m, H-
4), 4,08 (1H, m, H-5), 1,86-2,02 (1H, m, H-6), 7,04 (1H, broad s, H-2"), 6,75 (1H, d,
J=8.3 Hz, H-5), 6,99 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6'), 7,47 (1H, d, J=15 Hz, H-7"), 6,25 (1H, d,
J=15 Hz, H-8"). APCI-EM m/z 354.4 [M-15]". ESI-EM 391.0 [M+Na]".

Composto D (&cido 4,5-O-[E]-dicafeoilquinico): RMN de *H (CDs;OD, 500 MHz) &
2,15-2,24 (2H, m, H-2), 4,29 (1H, m, H-3), 5,10 (1H, m, H-4), 5,69 (1H, m, H-5), 2,17-
2,27 (1H, m, H-6), 6,92 (1H, broad s, H-2"), 6,71 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5), 6,89 (1H, d,
J=8.3 Hz, H-6"), 7,50 (1H, d, J=15 Hz, H-7"), 6,17 (1H, d, J=15 Hz, H-8"), 7,01 (1H, broad
s, H-2"), 6,74 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5"), 6,90 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6"), 7,57 (1H, d, J=15
Hz, H-7"), 6,27 (1H, d, J=15 Hz, H-8"). APCI-EM m/z 516.7 [M+H]".
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Composto E (acido 3,4-O-[E]-dicafeoilquinico): RMN de *H (CDsOD, 500 MHz) &
2,08-2,2 (2H, m, H-2), 5,62 (1H, m, H-3), 5,20 (1H, m, H-4), 4,18 (1H, m, H-5), 2,10-2,18
(1H, m, H-6), 7,01 (1H, broad s, H-2’), 6,74 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5'), 6,87 (1H, d, J=8.3
Hz, H-6"), 7,52 (1H, d, J=15 Hz, H-7’), 6,22 (1H, d, J=15 Hz, H-8’), 7,03 (1H, broad s, H-
2"), 6,72 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5"), 6,90 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6"), 7,61 (1H, d, J=15 Hz, H-
7"), 6,29 (1H, d, J=15 Hz, H-8"). APCIMS m/z 516.7 [M+H]".

Composto F (4cido 3,5-O-[E]-dicafeoilquinico: RMN de *H (CDs;OD, 500 MHz) &
2,04-2,28 (2H, m, H-2), 5,52 (1H, m, H-3), 3,90 (1H, m, H-4), 5,37 (1H, m, H-5), 2,07-
2,25 (1H, m, H-6), 7,04 (1H, broad s, H-2"), 6,76 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5"), 6,95 (1H, d,
J=8.3 Hz, H-6"), 7,56 (1H, d, J=15 Hz, H-7"), 6,25 (1H, d, J=15 Hz, H-8"), 7,04 (1H, broad
s, H-2"), 6,76 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5"), 6,96 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6"), 7,61 (1H, d, J=15
Hz, H-7"), 6,32 (1H, d, J=15 Hz, H-8"). APCI-EM m/z 516.7 [M+H]".

OH

OH

=[E]-cafeoil

R,=OH Rs=cafeoil Rs;=H Rs=H
Ri=OH R3;=H Rs=H Rs=cafeaoll
R;=OCH3; R3=H Rs=cafeoil Rs=H
R;=OH R3;=H Rs=cafeoil Rs= cafeoll
R;=OH Rj;=cafeoil R4= cafeoil Rs=H
R;=OH Rs;=cafeoil Rs;=H Rs=cafeoill

TmoOO®>

Figura 1.24. Estrutura dos compostos A a F.
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Além dos compostos A a F, trés compostos adicionais puderam ser identifcados
“on line” no extrato de B. trimera. Estes compostos conhecidos (G a I) ndo foram
detectados nos extratos de B. crispa e B. usterii (Figura 1.23). Informagdes
complementares a estes compostos puderam ser obtidas pela analise CLAE/EM e
CLAE/UV com adicdo pos-coluna de reagentes de deslocamento UV, seguindo
protocolo j& estabelecido para a analise de flavondides e xantonas (HOSTETTMANN et
al.,, 1984; WOLFENDER e HOSTETTMANN, 1993) Os deslocamentos observados
foram interpretados de acordo com regras previamente estabelecidas na analise de
polifendis (MARKHAM, 1982).

O espectro UV do composto G sugeriu um esqueleto de flavonol. A analise
CLAE/EM mostrou um ion molecular em m/z 464,8 [M+H]" de acordo com o peso
molecular de 464 uma. Foi também observado um ion em m/z 303,1 [M+H]",
correspondente a perda de um acgucar. O composto G foi identificado como
isoquercitrina apds comparacdo de seu tempo de retencdo com aquele de um padrao.
Este composto j4 havia sido identificado no género Baccharis por MOREIRA e
colaboradores (2003).

O composto H apresentou espectro UV e padrdo de hidroxilagdo muito
semelhantes aos da quercetina ja isolada anteriormente de B. trimera (SOICKE e
LENG-PESCHLOW, 1987). Esta hipotese foi confirmada por analise CLAE/EM e

comparacéao de seu tempo de retencdo com substancia de referéncia.

O composto | apresentou espectro UV tipico de uma flavona. A posicao dos trés
grupamentos hidroxila foi deduzida utilizando-se dados complementares de
deslocamento UV. A 5,7-di-hidroxilacdo do anel A foi inferida a partir do deslocamento
UV observado apés adicdo de AICI; e NaOAc (MARKHAM, 1982). Os deslocamentos
batocréomicos das bandas Il e | com AICI; devem-se a formagao de um complexo entre
a hidroxila da posicao 5 e a carbonila da posicéo 4, e de um segundo complexo entre
as hidroxilas das posi¢cdes 4’ e 5. De outra forma, o deslocamento das bandas | e Il
apos a adicdo de base fraca sugeriram a presenca de OH nas posi¢cdes mais acidas, 7

e 4. O espectro EM apresentou um intenso ion em m/z 317 [M+H]" de acordo com o
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peso molecular de 316 uma. Estes dados foram muito semelhantes aqueles da
nepetina, previamente isolada de B. trimera (SOICKE e LENG-PESCHLOW, 1987).

As estruturas quimicas dos compostos G a | estdo representadas na Figura 1.25

enquanto seus deslocamentos UV constam da Figura 1.26.

OH
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HO o)
HO OH
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H
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Figura 1.25. Estrutura quimica dos compostos G a |.
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Figura 1.26. Cromatograma do extrato de B. trimera, com 0s respectivos espectros de massas e deslocamentos UV para
os flavondides G a .
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CAPITULOII

AVALIACOES BIOLOGICAS



II.1. Atividades bioldgicas na secdo Caulopterae

As espécies da secdo Caulopterae — conhecidas como carqueja,
carquejinha, carqueja-do-banhado, carqueja-crespa, yaguaretéka e chirca-melosa —
tém seu uso popular disseminado por toda a América Latina, sendo utilizadas
principalmente como estomaquicas, antidiabéticas, anti-reumaticas, em ferimentos e
ulceracbes da pele (SIMOES et al., 1986). Também sdo utiizadas como
hepatoprotetoras, estimulantes da fertilidade feminina, anti-helminticas, abortivas,
inseticidas, afrodisiacas, antitérmicas (GUPTA, 1995) e diuréticas (ALICE et al., 1995).
DI STASI e colaboradores (2002) mencionam o uso popular dessas plantas como
antiinflamatorias, em casos de hipertensdo, hemorragia cerebral, obesidade e

detoxificacao.

Diferentes tipos de extratos das diversas espécies de Baccharis Caulopterae
ja foram avaliados quanto a suas atividades biolégicas ou farmacoldgicas, entre elas,
atividade antiviral, antiinflamatdria, citotoxica, antioxidante, antihepatotdxica,

antimicrobiana, analgésica, entre outras.

Baccharis articulata

Estudos comprovam a atividade antioxidante de uma fracdo butandlica do
extrato aquoso de B. articulata (DE OLIVEIRA et al., 2003). Os autores demonstraram a
atividade in vitro, estimada pelo paradmetro antioxidante TRAP (“total radical-trapping
antioxidant parameter”), e ex vivo, estimada pela prevencéo de formacdo de TBARS e
pela determinagdo da viabilidade celular em cultura de células de Sertolli de ratos,
exposta a peroxido de hidrogénio. A partir da fracdo butandlica foi isolado o composto
Ball (23) que apresentou atividade antioxidante in vitro semelhante ao controle positivo
(Trolox), de maneira dose-dependente, quando testado nas concentracdes de 0,1; 0,2 e

2,0 mM. As concentracdes de 0,2 e 2,0 mM deste composto também apresentaram
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resultados positivos no teste ex vivo, apresentando maior efeito de protecéo celular que

0 controle positivo.

GENE e colaboradores (1992) constataram que a atividade antiinflamatoria in
vivo do extrato aquoso de B. articulata, administrado via intra-peritoneal, ndo foi
significativa no ensaio de inibicdo do edema de pata induzido pela carragenina em ratos
Wistar.

O extrato etandlico desta espécie apresentou atividade antiviral, sendo capaz
de inibir a infectabilidade do virus Vero Celis-pseudorabies RC/79 (virus da herpes suis)
(ZANON et al., 1999).

O efeito abortivo do extrato aquoso foi observado apds sua administracdo em
animais durante 10 a 15 dias consecutivos. O aborto foi causado pela acéo direta sobre
o Utero (GUPTA, 1995).

Baccharis crispa

PALACIOS e colaboradores (1983) descrevem a atividade antimicrobiana
frente a Bacillus subtilis, Micrococcus luteus e Staphylococcus aureus, por bioautografia
do decocto obtido de acordo com o uso popular. O flavonéide gencuanina (9) foi
identificado como o principal componente ativo do extrato. As atividades de gencuanina
e apigenina (3) foram testadas isoladamente sendo positivas a 380 e 750 g,

respectivamente, pelo método de impregnacao em discos.

GENE e colaboradores (1992) demonstraram néo ser significativa a atividade
antiinflamatoria in vivo de seu extrato aquoso via intra-peritoneal no ensaio de inibicdo

do edema de pata induzido pela carragenina em ratos Wistar.

O diterpeno bacrispina (39) isolado desta espécie apresentou atividade
deterrente contra larvas de Tenebrio molitor, na concentracdo de 100 ppm. O composto
41, também investigado, mostrou-se inativo na mesma concentracédo (CIFUENTE et al.,
2002).
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Baccharis gaudichaudiana

Testes de citotoxidade foram realizados na espécie coletada no Paruaguai.
FULLAS e colaboradores (1994) demonstraram que gaudichaudol C (62),
gaudichaudona (51) e acetato de articulina (52), isolados a partir desta planta
apresentaram atividade citotoxica contra diferentes linhagens de células cancerosas.
Gaudichaudol C apresentou atividade significativa em células P-388 (EDsp 2,4 ug/ml),
sendo inativo em células KB e ativo em células KB-V1 resistentes (EDso 4,7 ug/ml).
Gaudichaudona ndo apresentou atividade em células epiteliais e apresentou fraca
atividade sobre células P-388 (EDsp 11,7 ug/ml). Um padrdo semelhante de atividade foi

constatado para o acetato de articulina com EDsp de 1,7 ug/ml sobre P-388.

AKAIKE e colaboradores (2003) demonstraram a atividade antioxidante
frente a DPPH (difenilpicrilidrazila) para os compostos isolados quercetina-3-O-L-a-
ramnosideo (18), eupafolina (19), rutina (5) e acido 3,5-di-O-[E]-cafeoilquinico (22). Os
flavondides jaceosidina (16), desmetoxicentaureidina (17), hispidulina (1), eupatilina
(20) e isoschaftosideo (21) ndo demonstraram atividade, fato que os autores atribuiram
a auséncia do grupamento catecol. Os diterpenos clerodanos isolados também néo

foram ativos.

Baccharis sagittalis

O diterpeno marrubiagenina (31) isolado desta espécie apresentou atividade
deterrente contra larvas de T. molitor, semelhante a atividade observada para
bacrispina (CIFUENTE et al., 2002).

Baccharis trimera

Estudos mostraram a atividade inibitéria do extrato aquoso da espécie

determinada como B. genistelloides, coletada na Bolivia, contra os virus HSV-1 e VSV,
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apresentando atividade em concentracdes que variaram de 25 a 50 ug/ml. O limite de
50 ug/ml adotado em tal estudo deve-se ao resultado de citotoxicidade obtido sobre
cultura de células HelLa, sendo 50 ug/ml a concentracdo nédo toxica limite para seu
extrato aquoso (ABAD et al., 1999).

O extrato aquoso de B. trimera, coletada no Uruguai e sua fracdo butandlica
BT-1l apresentou atividade anti-flogistica via intra-peritoneal em ratos Wistar fémeas.
BT-1l foi capaz de inibir o edema induzido por carragenina de forma dose-dependente
(EDsp = 26,7 mg/kg), alcancando valores proximos a 100 % de inibicdo da inflamacéo
(GENE et al,, 1992). A mesma fracdo BT-Il, testada frente a diferentes agentes
flogisticos, produziu inibicdo da inflamacdo induzida por carragenina e dextran em
doses que variaram de 40 a 100 mg/kg. Além disso, a fracdo butandlica BT-II
(ressuspensa em agua), apresentou acao ulcerogénica, via intraperitoneal, em ratos. A
incidéncia de Ulcera foi de 2/6 a 50 mg/kg e 6/6 a 100 mg/kg. Os autores sugerem que 0
mecanismo da acdo antiinflamatéria seja mediado pela inibicdo da sintese de

prostaglandinas. Este mecanismo esta associado a incidéncia de ulceras, um efeito

colateral conhecido dos antiinflamatérios néo esteroidais (GENE et al., 1996).

O extrato aquoso (5%, 72 °C, 30 min) da planta coletada no Brasil
apresentou atividade antitlcera em ratos submetidos a imobilizacdo a 4 °C. Da mesma
forma, o tratamento com o extrato aquoso (2,0 g/kg, via oral) reduziu o indice de
ulceracdo em 56% e o numero de Ulceras induzidas por etanol 75 °GL, em 87%. A
administracdo intraduodenal do extrato aquoso (2,0 g/kg) em ratos com piloro ligado
reduziu o volume da secrecdo gastrica em 61%, aumentou o pH em 3 unidades e
reduziu a acidez total em 42%. Os autores particionaram o0 extrato sucessivamente em
H,O/CHCI; e H,O/BUuOH. A fragdo hidrossoluvel resultante, FA-II, quando administrada
previamente a betanecol e pentagastrina, foi capaz de inibir a acidez gastrica. Esta
inibicdo nado foi observada quando da administracao prévia a histamina. Desta forma, a
fracdo hidrossolivel apresentou atividade anti-acida, bloqueando a acdo de dois
agonistas fisiolégicos da secrec¢do gastrica. Os autores sugerem que 0 mecanismo
desta acdo esteja relacionado com a mobilizacédo de célcio intracelular (GAMBERINI e
LAPA, 1992).
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Um estudo conduzido com a espécie identificada como B. genistelloides
(coletada no Brasil) mostrou eficicia de seu extrato aquoso (5,3%) contra a acédo letal
de SnCl;, (agente redutor) sobre Escherichia coli. Segundo os autores, a acao protetora
do extrato contra a acdo letal de SnCl, pode estar relacionada a sua atividade
antioxidante. Os compostos do extrato aquoso poderiam (1) exercer acdo quelante
sobre os ions estanho, protegendo-os contra sua oxidacédo e evitando a formacao de
especies reativas de oxigénio (ROS), (2) agir como "scavengers" das espécies reativas
de oxigénio geradas por SnCl, e/ou (3) apresentar compostos capazes de oxidar os
ions estanho, diminuindo o efeito de SnCl, (MELO et al., 2001).

Os flavondides isolados de B. trimera mostraram pronunciada atividade
antihepatotoxica em camundongos intoxicados com faloidina. Esta atividade pdde ser
observada tanto na fracdo constituida por uma mistura de flavonoides quanto nos
flavondides isolados, dentre os quais, hispidulina mostrou-se o composto mais ativo
(SOICKE E LENG-PESCHLOW, 1987).

Alguns estudos foram feitos na tentativa de detectar a atividade analgésica
da espécie. DI STASI e colaboradores (1988) demonstraram que o0 extrato
hidroalcodlico de B. trimera foi capaz de produzir atividade analgésica na dose de
1g/kg, pelo ensaio de inibicdo de contor¢des induzidas com peroxido de benzoila, em
camundongos. Os autores ndo observaram atividade pelo teste "tail flick". Em outro
estudo, uma fracao butandlica do extrato aquoso (BT-Il) desta mesma espécie reduziu
o numero de contor¢des induzidas pelo acido acético em camundongos em doses de
50 mg/kg (67,4% de inibicio) e 100 mg/kg (95,1% de inibicdo) (GENE et al., 1996).

O extrato obtido com acetato de etila foi capaz de exercer prote¢do contra
infeccdo pela cercaria de Schistosoma mansoni (HERZ et al., 1977) e pelo

Tripanosoma cruzi, agente causador do mal de Chagas (SIMOES et al., 1986).

DOS SANTOS FILHO e colaboradores (1980) descreveram a atividade
moluscicida sobre Biomphalaria glabrata a partir de lactonas diterpénicas e flavonas

isoladas da espécie.
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O extrato bruto etandlico demonstrou boa atividade inseticida contra pragas
gue afetam diversos cultivos, tais como Triboleum castaneum (60% de mortalidade) e
Rhyzopertha dominica (70% de mortalidade) (CRUZ et al., 1997).

Efeitos cardiovasculares também foram observados para a espécie B.
trimera. Um fracionamento monitorado por bioensaio a partir do extrato cloroférmico
desta espécie permitiu evidenciar, para a fragdo correspondente a uma mistura de
diterpenos, a atividade bloqueadora de contracdo induzida por Ca®* em preparacées de
veia porta de rato, despolarizadas por KCI. Testes realizados com dois constituintes
isolados da mistura indicaram um diterpeno de nucleo clerodano dilacténico (29) como
sendo o constituinte ativo (TORRES et al., 2000).

SILVA e colaboradores (1992) investigaram o efeito do tratamento crénico com
extrato de B. trimera na fertilidade e na capacidade reprodutora de ratas. Os animais
foram tratados por 15 dias com dose de 272 mg/kg/dia (20 vezes maior que aquela
empregada popularmente), via oral. Apds esse periodo as ratas foram acasaladas. O
tratamento foi continuado até a interrupcdo da prenhez no 17° dia de gestacdo ou até o
nascimento dos conceptos. Os resultados indicaram que o tratamento crénico (30 dias)
com o extrato aquoso da planta ndo interferiu com a fertilidade, a nidagdo e a
capacidade reprodutora das ratas, mas influenciou o peso dos recém nascidos. No

entanto, esta diferenca de peso nédo foi detectada apdés uma semana do nascimento.

PEDRAZZI e colaboradores (1997) realizaram um estudo duplo-cego de
toxicidade oral em ratas, por meio de avaliacdo hematologica apés a administracdo de
infusBes de 2 g de planta em 40 ml. Apos a administracdo do extrato em dose Unica
(fase aguda) e administragédo por 30 dias (fase crbnica), os seguintes parametros foram
avaliados: glicose, colesterol, triglicerideos, acido arico, proteinas totais, albumina,
uréia, creatinina, alanina e aspartato aminotransferase (ALT, AST), y-glutamyl-
transferase (GGT), fosfatase alcalina (ALP) e bilirrubina total. Pela analise estatistica,
os resultados ndo apresentaram sinais de toxicidade e nem alteragdes no perfil

hematolégico dos animais estudados.
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Testes de toxicidade aguda foram realizados para o extrato aquoso de B.
trimera, por meio de dois bioensaios distintos. No ensaio de toxicidade sobre Artemia
salina, o extrato causou mortalidade de 8, 20 e 90% nas concentragdes 0,1; 0,5 e 1,0%,
respectivamente. Para o teste da inibicdo de crescimento das raizes de trigo, o extrato
foi capaz de inibir o crescimento em 52 e 88% nas concentracdes 0,5 e 5,0 %,
repectivamente (GONZALEZ et al., 1993).

RODRIGUES (1994) realizou um estudo utilizando espécie classificada como
B. triptera (sinbnimo de B. trimera) a fim de avaliar possiveis efeitos toxico-colaterais da
carqueja, preparada na forma de cha, de acordo com o uso popular. O estudo foi
conduzido em fase aguda (24 h) e sub-cronica (30 dias), em ratos Wistar, com a
avaliagdo dos seguintes parametros: glicose, creatinina, uréia, proteinas totais,
albumina, colesterol total, triglicerideos, enzimas hepéticas, contagem de hemacias,
contagem global de leucdcitos, contagem diferencial de leucécitos, hematdcrito,
hemoglobina e indices eritrocitométricos. O autor concluiu que nenhum efeito téxico-
colateral foi evidenciado para o cha de carqueja na concentracdo utilizada

popularmente.

GAMBERINI e LAPA (1996) demonstraram que a administracdo do extrato
aguoso bruto de B. trimera (1g/kg/7 dias/via oral) reduziu a pressao arterial de ratos

normotensos de 119 + 1 mm Hg para 110 + 3 mm Hg.

HNATYSZYN e colaboradores (2003) investigaram o efeito relaxante sobre a
musculatura lisa do corpo cavernoso em cobaios, utilizando extratos de plantas
argentinas. Foram observados valores significativos (cerca de 70% de relaxamento a 10
mg/ml) com os extratos metanolico e diclorometano de B. trimera. Segundo os autores,
estes resultados parecem validar o uso popular da planta e abre novos caminhos na

busca de produtos naturais com efeito vasodilatador.

NAKASUGI e KOMAI (1998) demonstraram a atividade antimutagénica do
extrato metandlico de B. trimera frente a 3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]-indol, com a

utilizacdo de Salmonella typhimurium na presenca de fragcdo microssomal de figado de
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rato. A atividade foi atribuida as flavonas hispidulina (1) , apigenina (3), gencuanina (9)

e cirsimaritina (13).

N&do foram encontrados na literatura, trabalhos de ensaios biologicos
envolvendo o Oleo essencial de espécies de Caulopterae. Porem, CAUJOLLE e
MEYNIER (1959) estudaram efeitos farmacologicos do carquejol, um constituinte
presente no O6leo volatil de B. trimera. Neste estudo foram realizados ensaios de
toxicidade, em camundongos, em funcdo dos efeitos de irritacdo observados sobre a
nasofaringe e os olhos, a partir dos vapores deste constituinte. A DLso do carquejol foi
determinada como sendo 0,46 g/kg de animal quando investigada via intraperitoneal, e
1,80 g/kg quando administrado via oral. Também foi observada a capacidade do
carquejol em potencializar efeitos narcoéticos de morfina e codeina em doses inferiores

a dose letal.

Devido a auséncia de estudos envolvendo a classe de 6leos volateis, como
um todo, para as espécies da secdo Caulopterae do género Baccharis, evidencia-se a

importancia da realizacdo de ensaios bioldgicos.
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[1.2. Material e métodos

[1.2.1. Determinacao da atividade antimicrobiana em 6leos volateis

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método da bioautografia
(HAMBURGER e CORDELL, 1987; RAHALISON et al.,, 1991), sobre cromatofolhas
dispostas em placas de Petri e cobertas por agar inoculado. No entanto, o método foi
utilizado com aplicacéo direta dos 0Oleos volateis sobre a placa, sem o desenvolvimento
da mesma, com o objetivo de executar apenas um screening comparativo. Em se
tratando de O6leos volateis, geralmente constituidos por mistura complexa, com a
presenca de inUmeros isdmeros, 0 numero de manchas detectadas sobre a placa ap6s
a migracdo é geralmente muito menor que numero de picos observado no
cromatograma obtido por CG/EM. Desta forma, a bioautografia dificilmente poderia

detectar compostos ativos de maneira inequivoca.

Foram investigados os Oleos volateis de B. articulata, B. crispa, B.
microcephala, B. myriocephala, B. trimera e B. usterii. A fracdo F10 obtida a partir do

6leo de B. trimera também foi investigada.

Fracionamento do 6leo volatil de B. trimera

O oleo volétil de B. trimera foi submetido a fracionamento para obtencdo de
fracdo enriquecida em acetato de carquejila. Utilizou-se coluna (30 cm de comprimento
e 2 cm de didmetro) preenchida com gel de silica 60 para coluna, com tamanho de
particula de 0,063 a 0,200 mm. Como fase movel foi utilizado sistema pentano:éter

etilico, de acordo com o seguinte gradiente:
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pentano (15 ml)

pentano:éter etilico (95:5) (15 ml)
pentano:éter etilico (90:10) (15 ml)
pentano:éter etilico (85:15) (15 ml)
pentano:éter etilico (80:20) (15 ml)
pentano:éter etilico (75:25) (15 ml)
pentano:éter etilico (70:30) (15 ml)

Foram recolhidas 18 fragbes (F1-F18) em intervalos de 5 min. As fragbes foram
acompanhadas por CG e CG/EM. A fracdo F10 constituiu-se de 90% acetato de

carquejila e 10% de ledol.

Atividade antibacteriana

Foram realizados repiques de cepas de Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538p), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e
Micrococcus luteus (ATCC 9341), para meio n © 1 de Grove-Randall em tubos inclinados
e incubados a 35 ° C, por 24 horas. A partir destas semeaduras, foram realizados novos
repiques para 5 ml de soro fisiolégico a fim de obter a suspenséo de bactérias para o

preparo dos inéculos a 0,5% (v/v) em meio n °© 11 de Grove-Randall.

As amostras testadas, branco e controle foram aplicados em cada
cromatofolna em um volume de 5 pl. Agua estéril foi utilizada como branco e
cloranfenicol (200 ug/ml) como controle. Foram utilizados 20 ml de meio inoculado para

a cobertura das cromatofolhas dispostas nas placas de Petri.

As placas foram incubadas por 24 horas, a 37 °C. Para a visualizacdo, as
placas receberam solucédo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio a 200 mg/ml em agua
esteéril, seguido de incubagédo a 37 °C por 1 hora. Apés este periodo observou-se a

presenca ou auséncia do halo de inibicéo.
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Atividade antifingica

Foram utilizadas cepas de Candida albicans (ATCC 10231) e
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 1600), as quais foram desenvolvidas em &gar
Sabouraud (tubo inclinado) por 48 horas, a 25 °C. A partir destas semeaduras, foram
realizados novos repiques para 5 ml de caldo Sabouraud a fim de obter a suspenséo de

fungos para o preparo dos inéculos a 0,5% (v/v) em agar Sabouraud.

As amostras testadas, branco e controle foram aplicados em cada
cromatofolha em um volume de 5 ul. Agua estéril foi utilizada como branco e nistatina
(1,5 mg/ml) como controle. Foram utilizados 20 ml do meio inoculado para a cobertura

das cromatofolhas dispostas em placas de Petri.

As placas foram incubadas por 24 horas, a 25 °C. Para a visualizacéo, as
placas receberam solugédo de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazdlio a 20 mg/ml em &gua
estéril, seguido de incubacdo a 25 °C por 1 hora. Apds este periodo observou-se a
presenca ou auséncia do halo de inibicao.

[1.2.2. Determinacao da atividade antiinflamatoria in vitro

Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos de peso entre 180 e 220 g.

A atividade antiinflamatoria in vitro foi realizada pela investigacdo da inibicdo da
quimiotaxia de leucécitos atraves da camara de BOYDEN (1962), modificada por
ZIGMOND e HIRSCH (1973). Os detalhes experimentais desta técnica foram descritos
por MELLO e colaboradores (1992). Foram empregadas camaras cilindricas,
construidas em acrilico transparente, consistindo de dois compartimentos, com
capacidade de 0,5 ml de capacidade cada: o compartimento inferior foi preenchido com
uma solucéo contendo o fator quimiotaxico, e 0 compartimento superior com amostra

dispersa em suspensdo de neutrofilos peritoneais (100 upg/ml). Os compartimentos
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superior e inferior foram separados por um filtro de nitrato de celulose com 13 mm de
didmetro e poros de 8 um de diametro (Figura 1l.1). Assim, a migracdo das células
através do filtro foi avaliada, no gradiente de concentracéo do fator quimiotaxico, que se
estabaleceu entre os dois compartimentos. Como controle, utilizou-se a suspenséao de

neutréfilos sem adicdo de amostra.

Compartimento superior
(0,5 ml)
Suspenséao de
neutrofilos + amostra)

Filtro de nitrato de
celulose

Compartimento inferior
(0,5 ml)

Fator quimiotaxico em
plasma

Figura Il.1. Esquema representativo da montagem da camara Boyden utilizada na
determinacédo da atividade antiinflamatoria in vitro.
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Obtencao do fator quimiotaxico

A interacdo de plasma com antigenos bacterianos ativa as vias classica e
alternativa do sistema complemento, com consequente formacdo de fatores
quimiotaxicos para leucécitos. O material quimiotaxico utilizado nos experimentos foi
obtido incubando plasma homélogo por 30 min a 37 °C, com solucdo de
lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS), na concentracdo de 65 pug/ml. O plasma foi

entdo diluido (v:v) em solugcédo de Hanks a 4 %.

Coleta e preparo da suspensao de neutrofilos

Neutrofilos foram obtidos a partir da cavidade intraperitoneal de ratos, quatro
horas apoés a injecdo de 20 ml de uma solucéo de glicogénio a 1%. Para a coleta das
células, os animais foram sacrificados por exposicdo ao éter etilico, injetando-se a
seguir, na cavidade peritoneal, 60 ml de solucdo de Hanks contendo 1 Ul/ml de
heparina. As células obtidas foram lavadas com solugcdo de Hanks. A quantidade de
células adicionadas ao compartimento superior correspondeu & contagem de 1,5 x 10°

células, em camara de Neubauer.

Determinacao da atividade migratdria dos leucécitos

As camaras foram preparadas em duplicata para cada amostra e incubadas
a 37 °C durante 1 hora em atmosfera umida. Os filtros foram a seguir removidos,
fixados, corados e diafanizados e montados entre |lamina e laminula. A leitura dos filtros
foi realizada sob microscopia optica, com objetiva de 40 vezes. Com o foco no plano
superior do filtro, o plano de observacdo do microscopio foi aprofundado até a
visualizacdo de apenas duas células em foco. Esta distancia, medida em micrémetros,
permitiu avaliar a capacidade migratéria dos neutrofilos (ZIGMOND e HIRSH, 1973). A

leitura foi realizada em cinco campos de cada filtro e o resultado expresso como a
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média + erro padrdao da média (epm) e analisados estatisticamente pelo teste “t” de
Student (SNEDECOR e COCHRAN, 1974).

[1.2.3. Determinagéo de DLso do Oleo volétil de B. trimera

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, com peso entre 18 e 22 g.

As doses de oleo volatil testadas via intraperitoneal foram de 0,5; 0,7; 0,9; 1,2 e
1,4 g/kg de animal. Estas doses foram obtidas a partir de uma solugcédo de 6leo volatil
em salina e Tween 80. Para cada dose foi utilizado um grupo de 7 animais. Os grupos
foram observados por 2 h apdés a administracdo. O efeito de toxicidade aguda foi
inferido com base na mortalidade e o resultado expresso em DLsp, obtida através do
método dos probitos (GADDUM, 1955).

[1.2.4. Determinagéo da atividade antioxidante em extrato aquoso

Os extratos aquosos de B. crispa, B. trimera e B. usterii, bem como
microfracdes obtidas a partir de B. usterii foram analisados quanto a atividade

antioxidante frente a difenilpicrilidrazila (DPPH).

Para a analise de cada extrato aguoso (obtido conforme item 1.3.3), foram
aplicados 15 ul de solugcédo a 10 mg/ml sobre cromatofolha. O extrato de B. usterii foi
microfracionado, através da coleta de picos a 1 ml/min apos injecdo em CLAE/UV-DAD
descrita no item 1.3.3. Cada fracdo de 1 ml foi concentrada sob presséo reduzida,

ressuspensa em 10 ul de metanol, os quais foram aplicados sobre cromatofolha.
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As cromatofolhas foram reveladas com solu¢cao metandlica de DPPH a 0,2%. A
atividade antioxidante evidencia-se com a presenca de manchas amarelas contra a

coloracgéo purpura de fundo (CAVIN et al., 1998).

I1.3 Resultados e discussao

11.3.1. Atividade antimicrobiana

Foram analisados os Oleos volateis das espécies B. articulata, B. crispa, B.
microcephala, B. myriocephala, B. trimera, B. usterii e uma fracdo obtida do 6leo de B.
trimera (F10), contendo 90% de acetato de carquejila e 10% de ledol. Os resultados séo

apresentados na Tabela II.1.

Tabela Il.1. Atividade antimicrobiana dos 6leos volateis testados.

(%2]
S s
n
0 9 £ c |8
> S
8 o % — _‘53 O
© = T O 3 S 8
8 = n n i © ¢ n
- A o
B. articulata % + + + + |5 + +
. S g
B. crispa S + + - - = + +
B. microcephala ‘%’ + + + + *% - NT
B. myriocephala o + - - - o NT NT
. o] ho}
B. trimera © + + + + S + +
B. usterii = + + - - S - +
F10 < + + + + < + +

O resultado é caracterizado pela presenca (+) ou auséncia (-) de halo de inibicao.
NT = n&o testado. Volume aplicado =5 pl

O dleo volatil de B. articulata apresentou resultados positivos de atividades

antibacteriana e antifingica frente a todos os microorganismos testados. Esta atividade
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pode estar relacionada a alta concentracdo de B-pineno (30,1%) no 6leo. APEL (2001)
demonstrou a atividade antifingica do oOleo voléatil de Siphoneugena reitzii contendo

19,3% de beta-pineno e deste composto isolado.

Outra espécie a apresentar atividades antibacteriana e antifingica de seu 6leo
contra todos os microorganismos foi B. trimera. No entanto, sua composi¢cado quimica €
diferenciada, apresentando como principais constituintes acetato de carquejila (68,0%),
ledol (5,9%) e B-pineno (5,6%). Para a fragdo F10 obtida deste Oleo, contendo acetato
de carquejila (90%) e ledol (10%) identificou-se resultado positivo frente aos mesmos
microorganismos, indicando a contribuicdo destes compostos para a atividade do 6leo

de B. trimera.

O dleo volétil de B. crispa apresentou atividade antibacteriana contra M. luteus e
S. aureus, bem como atividade antifiungica contra C. albicans e S. cereviseae. Os
principais constituintes encontrados no 6leo desta espécie foram epiglobulol (16,8%), a-
selineno (15,5%) e espatulenol (13,8%). Constam na literatura relatos de atividade
antimicrobiana de O6leos volateis contendo espatulenol entre seus principais
constituintes como em Melaleuca styphelioides (FARAG et al., 2004) e Baccharis
notosergila (COBOS et al., 2001).

A espécie B. microcephala apresentou como principais constituintes de seu 6leo
volatil alfa-cadinol (13,5%), globulol (8,8%), espatulenol (8,6%) e y-gurjuneno (8,3%).
Este Oleo apresentou atividade antibacteriana contra todas as bactérias testadas,
porém nado apresentou atividade antifingica frente a C. albicans e néo foi testado para

S. cereviseae.

O oleo volatil de B. myriocephala somente apresentou atividade antibacteriana
contra M. luteus e nado foi testado para atividade antifingica. Seus principais

constituintes foram epiglobulol (45,8%) e globulol (14,5%).

O oleo volétil de B. usterii apresentou atividades antibacteriana contra M. luteus e
S. aureus e antifungica frente a S. cereviseae. Este resultado foi muito semelhante ao

obtido para o 6leo de B. crispa. Aléem da semelhanca quanto a atividade, essas duas
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espécies apresentaram espatulenol entre seus constituintes majoritarios. O 6leo de B.
usterii caracterizou-se pela presenca de espatulenol (37,9%), globulol (18,4%) e alfa-
cadinol (10,1%).

[1.3.2. Atividade antiinflamatéria in vitro

Os efeitos sobre a migracdo de neutréfilos foram investigados para os 6leos
volateis das espécies B. articulata, B. crispa, B. myriocephala, B. trimera e para a fragao

F10 obtida conforme descrito na secéo I1.2.1.

O ¢leo volatil das espécies B. articulata, B. crispa, B. trimera e F10 inibiram
fracamente (p<0,05) a migracao de neutréfilos em relagcdo ao controle. Os resultados de

migragao foram expressos em média + epm (um) e sdo apresentados na Tabela Il.2.

Tabela 11.2. Migracéo de neutrofilos pelo método da camara de Boyden.

Amostra Média = epm (um)
B. articulata 120,0 + 3,37*
B. crispa 1154 + 3,16*
B. myriocephala 128,0+ 1,19
B. trimera 124,6 +1,76*
F10 122,6 +1,43*
Controle 133,0+ 1,44

*p < 0,05 (teste "t" de Student)

Um estudo de inibicdo da migracdo de neutréfilos conduzido para 6leo volatil de
Siphoneugena reitzii mostrou uma migracdo de 20,67 + 1,03 um, comparado a
migracdo de 124,0 + 5,03 um para o controle. Este 6leo volatil apresentou também

atividade antiedematogénica em doses acima de 50 mg/kg, via oral (APEL, 2001).

Pela andlise dos dados da Tabela 1.2, pode-se verificar que, apesar de

significativas, as inibicdes de B. articulata, B.crispa, B. trimera e F10 (fragdo com 90%
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de acetato de carquejila) ndo sdo tao consistentes quanto as da literatura, para o

mesmo tipo de ensaio em Oleos volateis.

[1.3.3. DLsg do 6leo volatil de B. trimera

Conforme mencionado no item 1.1, espécie B. trimera foi estudada quanto a
seus efeitos toxicos, tanto em ensaios de toxicidade aguda quanto crdnica. Estes
relatos estdo relacionados a seu extrato aquoso, que constitui a forma de uso popular,

ou a alguns compostos isoladamente.

A fim de obter dados de toxicidade aguda de um extrato apolar da planta, a DLsg
do oleo volatil de B. trimera foi determinada em camundongos via intraperitoneal. Os
resultados de mortalidade em relagdo as doses sao apresentados na Tabela I11.3 e o

gréfico da reta obtida utilizando-se o método dos probitos consta na Figura Il.2.

Tabela I1.3. Valores obtidos na determinacéo da DLs, do 6leo volétil de B. trimera.

dose (g/kg) log da dose n T %t Probito
0,5 2,70 7 1 14,29 3,92
0,6 2,78 7 1 14,29 3,92
0,7 2,84 7 3 42,86 4,82
0,8 2,90 7 3 42,86 4,82
0,9 2,95 7 3 42,86 4,82
1,2 3,08 7 5 71,43 5,55
1,4 3,15 7 5 71,43 5,55

n = nimero de animais em cada grupo; T = nimero de mortos em cada grupo; %t =
percentual de mortos em cada grupo
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Utilizando a equacgédo da reta apresentada na Figura 1.2, a DLso do 6leo volatil de
B. trimera foi calculada em 0,915 g/kg, via intraperitoneal em camundongos. O 6leo
apresentou apenas 1,5% de carquejol, sendo constituido principalmente pelo seu
acetato (68,0%). Ao comparar a DLso do Oleo voléatil de B. trimera com aquela obtida
para o carguejol isolado (0,46 g/kg) (CAUJOLLE e MEYNIER 1959), e considerando a
alta concentracdo de acetato de carquejila no 6leo volétil, o carquejol parece ser mais
efeitos toxico na forma livre que na forma de acetato. No entanto, para que essa
suposicao pudesse ser comprovada, os dois compostos deveriam ser ensaiados sob as

mesmas condigdes.

3,20
3,10 -
3,00 -
2,90 ~
2,80 ~
2,70 ~
2,60 ‘ ‘ \ \ \ |

3 3,5 4 4,5 5 55 6

log da dose

Probitos

Figura I1.2. Gréfico da reta obtido pelo método dos probitos na determinagédo de DLso do
Oleo volatil de B. trimera.

11.3.4. Atividade antioxidante

Os extratos aquosos de B. crispa, B. trimera e B. usterii apresentaram atividade
antioxidante frente a DPPH quando 150 ug (15 pl de solugdo metandlica a 10 mg/ml)
foram aplicados sobre a cromatofolha. A avaliagdo da atividade antioxidante das
microfracdes obtidas de B. usterii permitiu direcionar o isolamento dos compostos ativos
deste extrato, descrito na se¢do 1.3.3. A Figura 11.3 apresenta os resultados de atividade

antioxidante obtidos para cada microfracéo, correlacionando-as a seu respectivo tempo
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de retencdo no cromatograma do extrato aquoso de B. usterii. Os compostos isolados

A-F (15 ng) foram testados separadamente e todos apresentaram atividade.

F
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Figura I1.3. Atividade antioxidante das microfracdes de B. usterii em relagao aos tempos
de retencao de seu cromatograma.

Considerando que os compostos ativos A-F predominam nos extratos aquosos
das trés espécies, pode-se inferir que estes compostos exercem algum papel nas

atividades ja descritas para o extrato aquoso bruto de carqueja.
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As espécies de carqueja (Baccharis Caulopterae) tém sido amplamente
estudadas do ponto de vista quimico e biolégico. A grande quantidade de estudos

envolvendo este grupo de plantas esté relacionada a sua vasta utilizagéo popular.

Conforme pode ser observado na revisdo de literatura, nem todos os estudos
referentes as espécies de Caulopterae tém sido criteriosos na classificacdo botanica. A
ocorréncia de erros de nomenclatura é bastante comum como, por exemplo, a
designacdo B. genistelloides para plantas coletadas em regides onde a espécie néo

ocorre.

O género Baccharis é bastante complexo e diferentes autores discordam tanto
em relacdo aos caracteres que determinam secOes dentro do género quanto aos
caracteres que estabelecem limites entre algumas das espécies aladas. Todos os
estudos de classificacdo infragenérica até entdo conduzidos, incluem somente as
espécies de uma determinada regido, o que torna qualquer divisdo do género

incompleta.

Devido a grande dificuldade no estabelecimento de limites entre as espécies de
Caulopterae, alguns estudos de carater quimiotaxondmico foram anteriormente
desenvolvidos. Desta forma, a classe dos diterpenos foi amplamente estudada por
diversos autores (HERZ et al., 1977; ZDERO et al., 1989; FULLAS et al., 1991; 1992;
1994; TORRES et al.,, 2000). Foram identificados diterpenos de nucleo clerodano e
labdano, porém nao foi possivel utilizar estes compostos como marcadores de espécies
ou de sec¢Oes, pois ndo foi observado um padrdo homogéneo na ocorréncia dos
mesmos (ZDERO et al., 1989). Da mesma forma, a presenca de flavonoides € comum
entre as espécies ja estudadas, porém sua distribuicdo ndo parece ser especifica
(SOICKE e LENG-PESCHLOW, 1987; GENE et al., 1996; GIANELLO et al., 2000).

Dentre as principais dificuldades de classificacdo, do ponto de vista morfo-
anatdomico, encontra-se a diferenciacdo entre B. crispa e B. trimera. Ambas constam na
FARMACOPEIA NACIONAL ARGENTINA (1978), onde n&do sdo apresentados critérios

que possibilitem a diferenciacio destas duas espécies. Na FARMACOPEIA
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BRASILEIRA (2003) sdo apresentados critérios morfo-anatbmicos bem definidos para
B. trimera, porém os dados ndo permitem diferencia-la com seguranca de B. crispa,

ainda que esta ndo conste no referida Farmacopéia.

Neste sentido, o presente trabalho teve como um de seus objetivos comparar a
composicdo quimica de carquejas, visando identificar um possivel marcador. Para
tanto, investigou-se a composicao do 6leo volatil de oito das espécies ocorrentes no
estado do Rio Grande do Sul. O composto acetato de carquejila, encontrado apenas no
Oleo volatil de B. trimera, é sugerido como um marcador quimico adequado para esta
matéria-prima vegetal. A presenca do marcador torna possivel a diferenciacdo de B.
trimera em relacdo as demais espécies, uma vez que amostras coletadas em diferente
épocas e regibes sempre revelam a presenca desta substancia como componente

majoritario no oOleo volatil.

Por outro lado, a transformacdo da matéria-prima vegetal em diferentes tipos de
extratos para utilizacdo industrial poderia dificultar a manutencdo de um marcador
volatil nestes produtos. Por esse motivo, o perfil quimico de extratos aquosos de B.
trimera e B. crispa, além de B. usterii foram comparados por CLAE acoplada a técnicas
de identificacdo "on-line". Foram isolados e identificados, a partir de B. usterii, seis
acidos cafeoilquinicos, os quais foram também identificados "on-line" nos extratos das
outras duas espécies. O extrato aquoso de B. trimera diferenciou-se do extrato de B.
crispa e B. usterii, pela presenca de flavondides, dentre os quais, destaca-se a
nepetina. Este fato € importante, porém para sua validade sdo necessarias analises em
maior nimero de amostras e em extratos processados, uma vez que as condicdes

empregadas na obtencdo dos mesmos poderiam alterar sua composi¢céo quimica.

Paralelemente as questdes botanica, quimiotaxondmica e de controle de
qualidade, existe a questdo relacionada a seguranca e a eficacia da utilizacdo das
carquejas para fins terapéuticos. Este fato tem levado a diversas investigacoes
bioldgicas, especialmente em B. trimera, quanto a diferentes atividades, tais como
antiviral (ABAD et al., 1999), antiinflamatéria (GENE et al., 1992; 1996), antitlcera
(GAMBERINI e LAPA, 1992), antioxidante (MELO et al., 2001), antihepatotoxica
(SOICKE e LENG-PESCHLOW, 1987), analgésica (DI STASI, 1998; GENE et al.,
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1996), moluscicida (DOS SANTOS FILHO et al., 1980), cardiovasculares (TORRES et
al., 2000; GAMBERINI e LAPA, 1996), além de estudos de toxicidade em animais
(RODRIGUES et al., 1994; PEDRAZZI et al., 1997).

Ao comparar 0s extratos aquosos de B. trimera e B. crispa, GENE e
colaboradores (1992) verificaram que apenas B. trimera apresentou atividade
antiinflamatéria. Pela comparacdo dos extratos aquosos, realizada ao longo deste
trabalho, a principal diferenca observada entre estas duas espécies foi a presenca de
determinados flavondides em B. trimera, uma vez que ambas apresentaram acidos

cafeoilquinicos majoritarios em comum.

Embora existam relatos de atividade antiinflamatéria in vitro para acidos
cafeoilquinicos (GONGORA, 2002), estes ndo parecem ser responsaveis por tal
atividade in vivo, ja que o extrato aquoso de B. crispa aqui estudado também apresenta

grande quantidade destes compostos (Figura 1.1.7).

Portanto, € mais provavel que a atividade antiinflamatoéria relatada na literatura
deva-se a presenca dos flavondides isoquercitrina (G), quercetina (H) e nepetina (1)
detectados no extrato aquoso. Todos os trés flavondides apresentam o grupo catecol
(Figura 1.19), fato relacionado com a atividade antiinflamatdria de flavonoides, conforme
determinado previamente (PELZER et al., 1998).

Em contrapartida, varias outras atividades ja foram atribuidas anteriormente aos
acidos cafeoilquinicos, entre elas a atividade hepatoprotetora (BASNET et al., 1996),
antibacteriana (SHOLZ et al., 1994), antiviral (MATSINGOU et al., 2000) e citoprotecéo
gastrica (OH et al., 2001). Algumas destas atividades podem estar relacionadas a sua
acdo antioxidante, uma vez que compostos que atuam como "scavengers" exercem
efeito protetor a diferentes danos biologicos (MATSINGOU et al., 2000). No presente
trabalho, mostrou-se que os extratos aquosos de B. trimera, B. crispa e B. usterii
apresentaram atividade antioxidante frente a DPPH, relacionada a presenca de acidos

cafeoilquinicos, os quais mostraram-se igualmente ativos.
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O fato da atividade antioxidante estar relacionada a uma série de outras
atividades, incluindo antiinflamatéria (ALVAREZ-GUERRA et al.,, 2003), anti-
cancerigena (STONER e MUKHTAR, 1995) e hepatoprotetora (QLUSCHENG et al.,
2004), pode justificar a utilizacdo popular e algumas das atividades pré-estabelecidas

para extratos polares das espécies estudadas.

Assim sendo, os compostos antioxidantes estudados neste trabalho podem estar
contribuindo de maneira parcial para a atividade antimicrobiana do extrato aquoso de B.
crispa (PALACIOS,1983), para a atividade antiinflamatéria do extrato aquoso de B.
trimera e para a atividade antimutagéncia do extrato metanolico de B. trimera
(NAKASUGI e KOMAL, 1998).

Apesar do extensivo uso popular das carquejas e das diversas atividades
biologicas ja constatadas, especialmente para B. trimera, a Secretaria de Estado de
Saude do Rio de Janeiro, através da Resolugdo SES/RJ N ° 1757 de 18 de fevereiro de
2002, contra-indica o uso da carqueja (mencionada como Baccharis sp.) e de outras
plantas medicinais no ambito do estado do Rio de Janeiro, levando em consideracao
seu potencial téxico e abortivo de acordo com a literatura citada (TORRES et al., 2000;
ALONSO, 1998). Ao analisarmos esta literatura, podemos observar que TORRES e
colaboradores (2000) estudaram um extrato purificado de B. trimera e identificaram a
acdo relaxante na musculatura lisa vascular em ratos, sem fazer alusdo ao seu
potencial toxico ou abortivo. Por sua vez, ALLONSO (1998) cita o efeito abortivo da
carqueja em ratos, sem mencionar doses e sem deixar claro a qual espécie foi atribuido
este efeito. A espécie referida por ALLONSO (1998) como abortiva parece ser B.

articulata, conforme relatos adicionais (GUPTA, 1995).

Por outro lado, diversos autores demonstraram a auséncia de toxicidade de
extratos de B. trimera em animais (SILVA et al., 1992; PEDRAZZI et al., 1997;
RODRIGUES et al., 1994), tendo sido relatada apenas alguma toxicidade in vitro sobre
Artemia salina e raizes de trigo (GONZALEZ et al., 1993).
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Considerando-se todas estas informacbes, pode-se dizer que nao existem
argumentos suficientes para a proibicdo da utilizacdo da espécie farmacopéica de

carqueja, B. trimera, como planta medicinal.

Ainda assim, a legislacdo vigente em ambito federal ndo facilita o registro de
fitoterapicos a base de carqueja como medicamento tradicional (ANVISA, 2004a). Ou
seja, para que um medicamento fitoterapico a base desta planta possa ser registrado,
os critérios estabelecidos pela RDC 48 (ANVISA, 2004b) devem ser seguidos. De
acordo com estes critérios, sdo necessarios relatérios de producdo, controle de
qualidade da droga vegetal e do produto acabado, além de comprovacao de seguranca

e indicacao terapéutica.

Desta forma, este trabalho contribuiu para estabelecer parametros de controle de
qualidade da droga vegetal da espécie farmacopéica, B. trimera, sugerindo a utilizacéo
de acetato de carquejila como marcador presente no 6leo volatil e no extrato hexanico
da planta seca. Além disso, sugere investigacdes sisteméticas na espécie B. trimera e
B. crispa visando confirmar a presenca do flavondide nepetina exclusivamente na
espécie oficial, como critério de controle de qualidade em diferentes tipos de extratos, a
fim de contornar o problema de processos extrativos nos quais compostos volateis
possam estar ausentes. Finalmente, este trabalho aponta a necessidade de uma
revisdo taxondmica aprofundada na secao Caulopterae, com utilizacdo de marcadores

moleculares.
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As oito espécies de Caulopterae estudadas apresentaram 0Oleo volatil, variando

de 0,1%, para Baccharis cf. milleflora, a 0,9%, para B. trimera e B. stenocephala.

Constatou-se a ocorréncia de sesquiterpenos da via do germacrano para as

espécies B. myriocephala, B. milleflora, B. usterii e B. crispa.

As duas espécies bialadas estudadas, B. articulata e B. stenocephala,

caracterizaram-se pelo acumulo de monoterpenos, em especial B-pineno.

A espécie B. trimera apresentou acetato de carquejila como constituinte

majoritario em seu 6leo volatil.

O acompanhamento da composi¢cdo quimica do 6leo volatil de B. trimera e B.
crispa, coletadas em diferentes locais e épocas, permitiu sugerir acetato de

carquejila como um marcador da espécie B. trimera.

Um meétodo rapido e com a utlizacdo de pequenas quantidades de material
vegetal para a investigacao de acetato de carquejila, a partir do extrato hexanico,

foi determinado.

Os extratos aquosos de B. trimera, B. crispa e B. usterii foram comparados
guanto ao seu perfil cromatografico, identificando-se seis acidos cafeoilquinicos

comuns aos trés extratos.

O extrato aquoso de B. trimera diferenciou-se de B. crispa e B. usterii pela

presenca de flavonoides, em especial, nepetina.

Todos os 0leos volateis ensaiados pelo método de bioautografia, apresentaram
atividade antimicrobiana. Os 6Oleos volateis de B. trimera e B. articulata foram

ativos frente a todos os microorganismos testados.

Os Oleos volateis de B. articulata, B. crispa e B. trimera apresentaram fraca

atividade antiinflamataéria in vitro.
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Os extratos aquosos de B. trimera, B. crispa e B. usterii apresentaram atividade

antioxidante frente a DPPH, assim como os seis acidos cafeoilquinicos isolados.

A DLso de Oleo volatil de B. trimera foi de 0,915 g/kg em camundongos via

intraperitoneal.

A secado Caulopterae do género Baccharis necessita a realizacdo de um trabalho
de revisdo taxondmica, incluindo todas as suas espécies e ndo somente as de

uma regido isolada.

A auséncia de estudos clinicos de eficacia e seguranca constituem o principal

empecilho para a aprovacao de registro de fitoterapicos a base de carqueja.
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Espectro de *H RMN do composto A em CD3;0D, 500 MHz, & relativo a Me4Si.
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Espectro de *H RMN do composto B em CD3;0D, 500 MHz, & relativo a Me,4Si.



Espectro de *H RMN do composto B em DMSO-d6, 500 MHz, & relativo a Me,Si.



Espectro de *H RMN do composto C em CDsOD, 500 MHz, & relativo a Me4Si.



Espectro de *H RMN do composto C em DMSO-d6, 500 MHz, & relativo a Me,Si.



Analise COSY do composto C em DMSO-d6, 500 MHz, 6 relativo a Me4Si.



Analise HMBC do composto C em DMSO-d6, 500 MHz, 5 relativo a Me4Si.



Espectro de *H RMN do composto D em CDs;OD, 500 MHz, & relativo a Me4Si.



Espectro de *"H RMN do composto D em DMSO-d6, 500 MHz, § relativo a Me,Si.



Espectro de *H RMN do composto E em CDs0D, 500 MHz, § relativo a Me,Si.



Espectro de *H RMN do composto E em DMSO-d6, 500 MHz, & relativo a Me,Si.



Andlise COSY do composto E em DMSO-d6, 500 MHz, & relativo a Me,Si.



Espectro de *H RMN do composto F em CD3;0D, 500 MHz, & relativo a Me,Si.



Espectro de *H RMN do composto F em CDs;OD, 500 MHz, & relativo a Me,Si (em detalhe)
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Abstract

The aqueous extracts of aerial parts of Baccharis trimera (Less.) DC., B. crispa Spreng. and
B. usterii Heering (Asteraceae) displayed significant radical scavenging activity in a DPPH
TLC assay. In order to rapidly identify the active principles, the crude extracts were analysed
by LC/UV, and LC/microfractionation of B. usterii extract was performed. Six quinic acids
derivatives (1-6) were isolated from B. usterii by MPLC. The fractions were monitored by
DPPH TLC assay. A series of radical-scavenging quinic acid derivatives could be identified.
The comparison of the HPLC profiles of the extracts of B. usterii, B. trimera and B. crispa
was performed. In order to obtain complementary on-line structural information for all peaks
of interest, LC/MS/MS together with LC/UV involving post-column addition of UV shift
reagents was undertaken on the crude extract. The interpretation of these data permitted the
on-line identification of known compounds, some of which were reported for the first time in

this plant.

Keywords : Baccharis trimera, Baccharis crispa, Baccharis usterii, Asteraceae, DPPH assay,
bioautography screening, quinic acid derivatives, LC/MS, LC/UV-DAD post-column

derivatization.



INTRODUCTION

The genus Baccharis L. belongs to the subtribe Asterinae which has the largest number of
species within the tribe Astereae, family Asteraceae, with more than 400 species (Bremer,
1984) The present study refers to Baccharis trimera (Less.) DC., Baccharis crispa Spreng.,
and Baccharis usterii Heering, which all belong to section Cauloptarae DC (Giuliano, 2001),
and are popularly known as Carquejas in Brazil.

In spite of the large number of publications on Baccharis species, there are still some
controversies concerning the correct nomenclature and synonyms of its species, especially
those of to section Caulopterae. In fact, botanical differentiation of these species, when they
are no flowers, is difficult to achieve, especially between B. crispa and B. trimera, which
leads people to use them as medicinal plants, indifferently (Gianello et al., 2000).

Moreover, the species Baccharis genistelloides Persoon has also been mentioned in
pharmacological and phytochemical works conducted with plant material collected in Bolivia
(Suttisri et al., 1994; Abad et al., 1999; Gonzales et al., 2000), Brazil (Bauer et al., 1978;
Soicke et al., 1987; Melo et al., 2001) and Chile (Daily et al., 1984). However, such works
were probably conducted with B. trimera since B. genistelloides was described based on a
specimen collected in Equator as Conyza genistelloides Lam., occurring only in Colombia,
Equator and Peru, in altitudes higher than 3000 meters (Cuatrecasas et al., 1967).

This nomenclature misunderstanding has probably arisen from the elaboration of Flora
brasiliensis when Baker (Baker et al., 1882) considered 6 varieties of B. genistelloides
Persoon, including: Baccharis genistelloides var trimera Baker.

Carquejas have been extensively used in Latin America as digestive, diuretic (Correa, 1984),
for protective effect towards liver disorders (Toursarkissian, 1980), and as anti-inflammatory
(Di Stasi et al., 2002). Several phytochemical studies were conducted for species belonging to
section Caulopterae, specially regarding flavonoids and their anti-inflammatory, analgesic and
antihepatotoxic activity (Soicke et al., 1987; Gene et al, 1992). Nevertheless, there are no
reports of the HPLC profile of their aqueous extracts which are the main usage forms of these
plants in folk medicine.

In a preliminary biological screening, the aqueous extracts from the aerial parts of B. trimera,
B. crispa and B. usterii were inactive in antifungal and antibacterial assays. However, the
same extracts showed radical scavenging activity in a diphenylpicrylhydrazole (DPPH) assay

(Cavin et al., 1998; Cuendet et al., 1997). Activity-guided isolation was undertaken for B.



usterii using LC/UV microfractionation and MPLC and six caffeoyl quinic acid derivatives
could be identified.



EXPERIMENTAL

Plant material. Aerial parts were collected in Guaiba, Rio Grande do Sul, Brazil and
identified by N. I. Matzenbacher (UFRGS). Voucher specimens were deposited in the ICN
Herbarium (UFRGS, Porto Alegre) for Baccharis trimera (Less.) DC. (ICN: 128440),
Baccharis crispa Spreng. (ICN: 128451) and Baccharis usterii Heering (ICN: 128444).

Extraction and isolation. Powdered aerial parts (50 g) of each species were extracted with
H,0 and boiled for 30 min and freeze dried to give 4 g (B. trimera), 5 g (B. crispa) and 6 ¢
(B. usterii). The aqueous extract of B. usterii (6 g) was fractionated by medium pressure
liquid chromatography (MPLC) with a stepwise gradient of MeOH:H,O (95:5 to 100 of
MeOH) using RP-18 column (Lichroprep 40-63 pum, 270x25 mm i.d., Merck), giving 24
fractions (F1 to F24). Fraction F6 (256 mg) was purified by semi-preparative HPLC using a
uBondapak® Cig pre-packed column (10 um, 25x100 mm i.d., Waters, MeOH-H,0(20:80),
flow rate 10 mL/min, UV 254 nm) yielding 1 (Rt 13 min; 2.9 mg) and 2 (Rt 24.5 min; 9 mg)
and 3 (Rt 21.8 min; 4.2 mg). Fraction 23 was purified by semi-preparative HPLC using a
mBondapak® C18 pre-packed column (10 mm, 25x100 mm i.d., Waters), MeOH-
H,O (25:75), flow rate 10 mL/min, UV 254 nm) yielded compound 4 (Rt 12.6 min; 51.2 mg).
Fraction 19 yielded directly compound 5 (Rt 7.5 min50.2 mg). Fraction 17 was purified by
semi-preparative HPLC using a mBondapak® C18 pre-packed column (10 mm, 25x100 mm
i.d., Waters), MeOH-H,O (30:70), flow rate 10 mL/min, UV 254 nm yielded compound 6 (Rt
7.5 min; 52.4 mg).

3-O-[E]-caffeoylquinic acid (1). *H NMR (CD;OD, 500 MHz) & 2.15-2.18 (2H, m, H-2),
5.35 (1H, m, H-3), 3.64 (1H, m, H-4), 4.12 (1H, m, H-5), 1.95-2.10 (1H, m, H-6), 7.03 (1H,
broad s, H-2’), 6.76 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5"), 6.93 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6’), 7.57 (1H, d, J=15
Hz, H-77), 6.29 (1H, d, J=15 Hz, H-8’). APCIMS m/z 355 [M+H]". ESIMS m/z 377 [M+Na]".

5-0-[E]-caffeoylquinic acid (2). *H NMR (CDs;OD, 500 MHz) § 2.04-2.16 (2H, m, H-2),
4.16 (1H, m, H-3), 3.72 (1H, m, H-4), 5.33 (1H, m, H-5), 2.06-2.23 (1H, m, H-6), 7.02 (1H,
broad s, H-2’), 6.77 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5’), 6.92 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6), 7.56 (1H, d, J=15
Hz, H-7"), 6.28 (1H, d, J=15 Hz, H-8"). APCIMS m/z 355 [M+H]". ESIMS m/z 377 [M+Na]".



4-0-[E]-caffeoyl-1-methyl-quinic acid (3). *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & 1.81-1.89 (2H,
m, H-2), 3.80 (3H, s, OCHs), 4.01 (1H, m, H-3), 4.66 (1H, m, H-4), 4.08 (1H, m, H-5), 1.86-
2.02 (1H, m, H-6), 7.04 (1H, broad s, H-2"), 6.75 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5°), 6.99 (1H, d, J=8.3
Hz, H-67), 7.47 (1H, d, J=15 Hz, H-7"), 6.25 (1H, d, J=15 Hz, H-8’). APCIMS m/z 354.4
[MH-15]". ESIMS m/z 391.0 [M+Na]".

4,5-O-[E]-dicaffeoylquinic acid (4). *H NMR (CDs0D, 500 MHz) § 2.15-2.24 (2H, m, H-2),
4.29 (1H, m, H-3), 5.10 (1H, m, H-4), 5.69 (1H, m, H-5), 2.17-2.27 (1H, m, H-6), 6.92 (1H,
broad s, H-2’), 6.71 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5’), 6.89 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6), 7.50 (1H, d, J=15
Hz, H-77), 6.17 (1H, d, J=15 Hz, H-8’), 7.01 (1H, broad s, H-2""), 6.74 (1H, d, J=8.3 Hz, H-
5", 6.90 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6’"), 7.57 (1H, d, J=15 Hz, H-7"’), 6.27 (1H, d, J=15 Hz, H-
8’"). APCIMS m/z 517 [M+H]".

3,4-0-[E]-dicaffeoylquinic acid (5). 'H NMR (CDsOD, 500 MHz) & 2.08-2.2 (2H, m, H-2),
5.62 (1H, m, H-3), 5.20 (1H, m, H-4), 4.18 (1H, m, H-5), 2.10-2.18 (1H, m, H-6), 7.01 (1H,
broad s, H-2’), 6.74 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5’), 6.87 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6), 7.52 (1H, d, J=15
Hz, H-77), 6.22 (1H, d, J=15 Hz, H-8"), 7.03 (1H, broad s, H-2""), 6.72 (1H, d, J=8.3 Hz, H-
5°%), 6.90 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6""), 7.61 (1H, d, J=15 Hz, H-7""), 6.29 (1H, d, J=15 Hz, H-
8’"). APCIMS m/z 517 [M+H]".

3,5-O-[E]-dicaffeoylquinic acid (6). *H NMR (CDsOD, 500 MHz) & 2.04-2.28 (2H, m, H-2),
5.52 (1H, m, H-3), 3.90 (1H, m, H-4), 5.37 (1H, m, H-5), 2.07-2.25 (1H, m, H-6), 7.04 (1H,
broad s, H-2’), 6.76 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5’), 6.95 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6’), 7.56 (1H, d, J=15
Hz, H-7°), 6.25 (1H, d, J=15 Hz, H-8"), 7.04 (1H, broad s, H-2’"), 6.76 (1H, d, J=8.3 Hz, H-
5°"), 6.96 (1H, d, J=8.3 Hz, H-6""), 7.61 (1H, d, J=15 Hz, H-7""), 6.32 (1H, d, J=15 Hz, H-
8’"). APCIMS m/z 517 [M+H]".

NMR analyses. *H- and **C-NMR were recorded on a Varian Unity Inova 500 spectrometer
(500 MHz and 125 MHz, respectively) in CD3;0D and DMSO-dg; chemical shifts in ppm as &
rel. to TMS (int. std.).

Solvents and reagents. Methanol (MeOH) was HPLC-grade (Maechler, Basel, Switzerland).
Water was purified on a Reinstwasser-System (SG, Switzerland). Both solvents were passed



through Millipore filters (Water: 0.45 um HA; MeOH: 0.50 um FH) (Bedford, MA, USA).

Trifluoroacetic acid (TFA) was purchased from Fluka (Buchs, Switzerland).

Standard compounds. Quercetin was purchased from Fluka (Buchs, Switzerland) and

isoquercetin was purchased from Roth GmbH (Karlsruhe, Germany).

LC/UV-DAD analysis. LC/UV analysis of the aqueous extract was performed on a Hewlett-
Packard (Waldbronn, Germany) Series 1100 photodiode array detector (DAD) liquid
chromatograph system. The separation was achieved on a Nova-Pak C;g column (5 um, 4.6 X
250 mm i.d.; Waters) with MeOH/H,0O with TFA 0.05%, (10:90 to 100:0 in 70 min). The
flow rate was 1 mL/min; the UV traces were measured at 210, 254 and 366 nm and UV
spectra (DAD) were recorded between 200 and 500 nm.

LC/UV/APCI-MS" analysis. LC/MS" was performed directly after UV-DAD measurements.
A Finningan LCQ ion trap (MAT, San Jose, CA, USA) with APCI interface was used with
the following conditions: capillary temp. 150°C; vaporizer temp. 370°C; positive mode;
sheath gas flow: 60 psi (1psi = 6894.76 Pa), corona needle current 5 pA. MS" experiment
were performed by programming dependent scan events. The first event was a full MS scan
Mr (150.0-1500.0) (MSY); during the second event the main ion recorded was isolated and

selectively fragmented in the ion trap (MS?). The collision energy was set to 15 V.

HPLC microfractionation. Collection of the different peaks after the LC/UV analysis was
performed on a Gilson collector (FC204). Fractions were collected every 1 min (1 ml) in
Eppendorf tubes. After collection, all fractions were evaporated to dryness on a speedvac
system (RCT 90, Jouan). The content of each fraction was suspended in 20 ul of MeOH and
then used for the DPPH bioassay.

LC/UV-DAD analysis with post-column addition of UV shift reagents. The method used
for post-column addition of UV shift reagents is based on a previously reported protocol
(Wolfender and Hostettmann, 1993). For flavonoid analysis the following reagents were used:
the weak base NaOAc, the strong base KOH, and NaOAc/H3;BO3 at room temperature; AICl;
in acidic and non-acidic conditions at 90°C to ensure complexation reactions. The extracts

were analysed by HPLC using a Nova-Pak C;g column (5 um, 4.6 x 250 mm i.d.; Waters)



with MeOH/H,O with TFA 0.05%, (10:90 to 100:0 in 70 min). The flow rate was 0.6
mL/min; the UV traces were measured at 210, 254 and 366 nm and UV spectra (DAD) were
recorded between 200 and 500 nm. For the LC/UV-DAD analysis under weak base
conditions, a first pump was used for the addition of NaOAc (0.5 M, 0.2 mL/min) and a
second for NaOH (0.01 M, 0.2 mL/min). The resulting pH in the eluent was 7. For strong base
addition, the first pump was used to carry KOH (0.3 M, 0.3 mL/min) resulting in solution pH
14. For the analysis with NaOAc/H3BOs3, the first pump carried NaOAc 0.1 M-H3BO3 0.7 M
(2:1, 0.2 mL/min) and the second pump carried NaOH (0.01 M, 0.2 mL/min) giving pH 5).
For the analysis with AICls, the first pump delivered AICI; (0.3 M, 0.2 mL/min) for acidic
condition (pH 3.5) and a second pump was used to carry NaOH (0.01 M, 0.2 ml/min) for non-
acidic condition (pH 6). Before analysing the extract, quercetin was used for testing the effect
of the UV shift reagents. All the reagent solutions were filtered through a 0.50 pum filter
(Millipore, Bedford, MA, USA). Post-column addition of the bases (for neutralization of the
mobile phase) and of the "shift reagents”, was achieved by two M-6000 pumps from Waters
(Bedford, MA, USA). Neutralization of the mobile phase was done in an Upchurch mixer
(Oak Harbor, WA, USA) while reaction with the shifts reagent was carried out in a 10 pl
visco mixer from Lee (Westbrook, CO, USA) followed by a reaction coil. UV spectra were
recorded on a photodiode array detector HP-1050 and data were processed on Chemstation
from Hewlett Packard (Palo Alto, CA, USA).

DPPH assay. After developing and drying, TLC plates (Silica gel 60 Fzs4, Merck) were
sprayed with a 0.2% diphenylpicrylhydrazole (DPPH) solution in MeOH. The plates were
examined 30 min after spraying. Active compounds appear as yellow spots against a purple

background.
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RESULTS AND DISCUSSION

In order to rapidly identify the active principles in B. usterii, the crude agqueous extract was
analysed by LC/UV/MS, with an atmospheric pressure chemical ionisation (APCI) interface
(Bruins et al., 1987). All compounds showed the same UV spectra in the LC/UV/DAD
analysis characteristic of phenolic compounds (Waldron et al., 1996) (Figure 1). Compounds
1, 2, and 3 presented the same ion at m/z 355 [M+H]", while compounds 4, 5, and 6 presented
the same molecular ion at m/z 517 [M+H]" (Figure 1). The UV and the MS data were
insufficient for on-line identification of these compounds. LC microfractionation was
performed under the same conditions and a DPPH TLC assay (Cavin et al., 1998) for radical
scavenging activity was conducted for all peaks collected. By this means, radical scavenging
properties could be rapidly linked to some of the LC peaks (Fig. 1).

A fractionation of the crude extract by MPLC, guided by the direct TLC bioautography assay
afforded compounds 1-6. The structures of the isolated compounds were determined using *H
and * CNMR data. Assignments of the proton and carbon signals were based on DQF-COSY,
HSQC and HMBC experiments. According to our analysis, compounds 1, 2 and 3 consist of
mono caffeoyl ester derivatives of the quinic acid, while compounds 4, 5, and 6 consist of

isomers possessing two caffeoyl units.

Compounds 3-O-[E]-caffeoylquinic acid (1), 5-O-[E]-caffeoylquinic acid (2), 4-O-[E]-
caffeoyl-1-methyl-quinic acid (3), 4,5-O-[E]-dicaffeoylquinic acid (4), 3,4-O-[E]-
dicaffeoylquinic acid (5) and 3,5-O-[E]-dicaffeoylquinic acid (6) were identified by
comparison of their physical and spectroscopic data (‘“H NMR, *C NMR, Dept, 2D NMR,
MS) with those reported in the literature (Pauli et al., 1998).

The LC/UV/MS comparison between the three Bacharis aqueous extracts were performed
(Figure 2). The comparison showed an important similarity between B. usterii and B. crispa
while the chemical profile of B. trimera presented some differences. For all species it was
possible to observe the quinic acid esters as major compounds. In the case of B. trimera, other
major compounds could also be observed.

Using the LC/MS" and the LC/UV data of compounds previously isolated from B. trimera
and other species of Baccharis, it was possible to identify three known compounds in B.
trimera extract (Figure 3). Complementary information was obtained using the LC/UV-DAD

analysis of the extract with post-column addition of UV shift reagents according to a protocol



already tested for flavonoids or xanthones (Hostettmann et al., 1984; Wolfender et al., 1993).
For each peak, the shifted DAD UV spectrum and the original DAD UV spectrum were
overlaid and compared (Figure 3). The shifts observed were interpreted according to the rules
previously established for the analysis of pure polyphenols (Markham, 1982). These analyses
provided useful complementary information for the on-line identification of the peaks of
interest as discussed below.

The UV spectrum of compound 7 suggested a flavonol skeleton (Markhan, 1982). The
LC/MS analysis showed a molecular ion at m/z 465 [M+H]" in agreement with a molecular
weight of 464 amu. The LC/MS" analysis showed fragmental ion at m/z 303 [M-162]",
corresponding to the loss of a sugar unit. Compound 7 was identified as isoquercitin after
comparison of its retention time with the one of a standard. This compound has already been
reported in the genus Baccharis (Moreira et al., 2003).

The UV spectra of compound 8 resembled those of quercetin previously discrebed from B.
trimera (Soicke et al., 1987). This hypothesis was confirmed by the LC/MS analysis and
comparison of its retention time with standard. Compound 8 presented a signal at m/z 303
[M+H]" in agreement with the molecular weight of quercetin (302 amu).

Compound 9 presented a typical UV spectra of a flavone skeleton (Markham, 1982). The
positions of the three hydroxyl groups were deduced from the complementary UV shifted
spectra. The 5,7-dihydroxylation of the A-ring was deduced from the UV shifts observed
upon addition of AICI; and NaOAc (Markham, 1982). The bathochromic shift of band 11 and |
with AICI; were due to the formation of a complex between the OH in position 5 and the
carbonyl in 4 and a second complex between the hydroxyl groups in positions 4” and 5°. On
the other hand, the shift of bands I and Il upon addition of the weak base suggested the
presence of OH in the most acidic positions 7 and 4'. The MS spectrum showed an intense ion
at m/z 317 [M+H]" in agreement with the molecular weight of 316 amu. These data are
strongly similar to those of nepetin, which has previously been isolated from B. trimera
(Soicke et al., 1987).

Radical-scavenging properties of pure compounds 1-6 were evaluated against the DPPH
radical. Quercetin and BHT [2,6-di(tert-butyl)-4-methylphenol] were used as reference
compounds (Cavin et al, 1998; Cuendet et al., 1997). When using DPPH as a TLC spray
reagent, compounds 1-6 (1.5 ng) were active and reduced the radical. Our results
demonstrated that the aqueous extracts of B. trimera, B. crispa and B. usterii posses
antioxidant activity partially due to the presence of quinic acid derivatives and in the specific

case of B. trimera also due to the presence of flavonoids. Quinic acid derivatives are present
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in a sort of natural sources (Timmermann et al., 1983; Chuda et al., 1996; Basnet et al., 1996)
and are responsible for a large number of pharmacological properties including antioxidant
(Chuda et al., 1996), hepatoprotective (Basnet et al., 1996), antibacterial (Sholz et al., 1994),
anti-inflammatory (Gongora, 2002), and antiviral (Matsingou et al., 2000). In fact, the
presence of quinic acid derivatives as major compounds in the crude aqueous extracts of B.
trimera could partially contribute for its previously described activities such as antiviral
(Matsingou et al., 2000), gastric cytoprotection (Oh et al., 2001), and anti-inflammatory
(Gene et al., 1992). Some of them are often linked to antioxidant activity since free radical
scavengers exert a protective effect towards different biological damages (Matsingou et al.,
2000), including gastric and esophageal injuries (Oh et al., 2001), and liver protection
(Speroni et al., 2003). Moreover, the similar profiles of the aqueous extracts of the three
species may justify their popular use without a differentiation among species.

To our knowledge it is the first time that these 6 derivatives are found in carquejas (section
Caulopterae of the genus Baccharis). Particularly, 3,4-O-[E]-dicaffeoylquinic acid, 3-O-[E]-
caffeoylquinic acid, 5-O-[E]-caffeoylquinic acid and 4-O-[E]-caffeoyl-1-methoxyl-quinic acid
are first reported in this genus, while 3,5-O-[E]-dicaffeoylquinic acid and 4,5-O-[E]-
dicaffeoylquinic acid have previously been isolated from Baccharis thesioides as the active
compounds against HIV-1 and HIV-2 (Miketova et al., 1999)
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Figure 1. (A) LC/UV/APCIMS analysis of the aqueous extract of the aerial parts of B. usterii.
UV and mass spectra of compounds 1-6. (B) TLC biautography with DPPH assay of the
microfractionation collected after LC/UV analysis. (LC/UV/MS conditions: see Experimental
section).

Figure 2. Comparative LC/UV of the water extract of B. usterii, B. crispa, and B. trimera.

Figure 3. LC/UV/APCIMS of the water extract of B. trimera.
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Abstract

B. articulata, B. crispa, B. microcephala, Baccharis milleflora, B. myriocephala, B.
stenocephala, B. trimera and B. usterii, all of section Caulopterae, had their essential oils
analysed by GC and GC/MS. Despite the morphological similarity among these species,
differences in composition of their essential oil obtained by hidrodistillation and hexane
extract could be observed. Special attention was given to Baccharis trimera and B. crispa
since their differentiation during early stages is not possible due to the absence of
synflorescences. Carquejyl acetate is suggested as a marker for Baccharis trimera, and a fast

method of detection of this compound is given.

Keywords: essential oil composition, Baccharis, Caulopterae, Astereae, Asteraceae, carquejyl

acetate, carqueja.

Running title: Essential oil from Baccharis species (section Caulopterae) and taxonomy



The genus Baccharis L. belongs to the subtribe Baccharidinae which has the largest
number of species within the tribe Astereae, family Asteraceae. According Hellwig (1996),
Baccharis sensu lato had more than 300 species grouped into 40 sections partly defined in an
extremely artificial manner. Some taxonomic characteristics of leaves and capitulescences are
considered a useful tool for systematics and many authors have attempted to use these
characteristics to provide an infrageneric classification for this genus. De Candolle (1836) was
the first author to establish a subdivision of Baccharis into 8 sections, taking into account the
morphology of their leaves. Using similar criteria, Baker (1882-1884) classified Brazilian
species into 6 series, by reviewing 4 sections of those delimited by de Candolle. More
recently, Giuliano (2001) subdivided 96 Argentinean species from Baccharis into 15 sections.
Among them, Caulopterae DC. is characterized by the presence of longitudinal wings. The
same species group was previously named Alatae Less. (Ariza Espinar, 1973) and Trimera
(Barroso, 1976).

In spite of the large number of publications on Baccharis, there are still some
controversies concerning the correct nomenclature and synonyms of its species, specially
those belonging to section Caulopterae.

Baker (1882-1884) considered 6 varieties of Baccharis genistelloides (Lam.) Pers.
when elaborating Flora brasiliensis: var. trimera (Less.) Baker, var. typica, var. brachystachys
Baker, var. cylindrica (Less.) Baker, var. crispa (Spreng.) Baker, and var. milleflora (Less.)
Baker. Possibly because of this, Silva (1926) considered the name Baccharis genistelloides
var. trimera in the first edition of Brazilian Pharmacopea, under the common name of
“carqueja-amarga”. Nevertheless, the fourth edition considers the name Baccharis trimera

(Less.) DC. (Farmacopéia Brasileira, 2001). In fact, Baccharis genistelloides was described



based on a specimen collected in Ecuador as Conyza genistelloides Lam., occurring in
Colombia, Ecuador and Peru at altitudes higher than 3000 m (Cuatrecasas, 1967).

Taking this into account, phytochemical and pharmacological works conducted with
samples referenced as Baccharis genistelloides collected in Bolivia (Suttisri et al., 1994; Abad
et al. 1999), Brazil (Bauer et al., 1978; Soicke and Leng-Peschlow, 1987), and Chile (Daily et
al., 1984) were possibly conducted with B. trimera or B. crispa Spreng.

Baccharis crispa and B. articulata (Lam.) Pers. are mentioned in the Argentinean
Pharmacopea (Farmacopea Nacional Argentina, 1978) under the common name of “carqueja”,
neglecting B. trimera. According to Ariza Espinar (1973), Baccharis cylindrica (Less.) DC. is
a synonym of B. crispa; however, the existence of two different entities (B. crispa and B.
cylindrica) has been mentioned in Argentina and southern Brazil (Barroso, 1976; Diesel,
1987) as well as in Paraguay (Soria, 1993). In addition to this, authors from Brazil (Barroso,
1976) and Argentina (Giuliano, 2000) used different characters for Baccharis trimera and B.
crispa and it seems that B. crispa from these authors belong to different taxa. Since there is
still doubt on the existence of two different species — which present strongly similar herbarium
samples — we have considered Baccharis cylindrica as a synonym of B. crispa in this study.

As a matter of fact, botanical differentiation of some species of Caulopterae, even at
flowering time, is difficult to achieve, especially between Baccharis crispa and B. trimera,
and depends on factors such as phenotypical plasticity and developing stage. Since all of them
are morphologically and anatomically similar and are popularly used as “carquejas”, without a
differentiation among species (Gianello et al., 2000), it is important to find alternative methods
of chemical identification other than morphological and anatomical characteristics.

“Carquejas” are extensively used in folk medicine for stomach disorders, in diabetes, in

rheumatism and skin wounds (Correa, 1985; Camargo, 1985; Martinez Corvetto, 1981). They



have also been used to obtain a diuretic effect (Camargo, 1985), for protective effect towards
liver disorders (Toursarkissian, 1980), as anti-inflammatory, in hypertension cases and brain
hemorrhage, in obesity and for body detoxification (di Stasi et al., 2002).

Considering the use of “carquejas” for medicinal purposes, Gianello et al. (2000)
provided quality control methods for Baccharis crispa and B. trimera, as medicinal herbs, in
an attempt to determine significant differences. However, these authors concluded through
chemical composition analyses, that it was not possible to differentiate Baccharis crispa from
B. trimera. Many other phytochemical studies were conducted for species belonging to section
Caulopterae, especially regarding flavonoids (Soicke and Leng-Peschlow, 1987; Gene et al.,
1992, 1996; Herrera et al., 1996; Pallazo de Mello and Petrovick, 2000), but no chemical
markers could be identified for the identification of these species.

This work refers to 8 species of Caulopterae, occurring in southern Brazil and
Argentina. Considering the difficult identification of species on morphological basis, we have
tried to determine differences between Baccharis trimera and B. crispa essential oil and
hexane extract. The chemical compositon of essential oils of B. articulata, B. microcephala
(Less.) Baker, B. milleflora DC., B. myriocephala DC., B. stenocephala Baker and B. usterii

Heering is also presented.

Material and methods

Plant material

All samples collected for this work were gathered at flowering time in order to obtain

the correct botanical identification.



Collection data of plant samples used for essential oil and hexane extract analysis are
given in Table 1. All voucher specimens deposited at ICN were identified by N. I.
Matzenbacher, while those deposited at BAF were identified by D. Giuliano, L. Ariza Espinar
and E. Petenatti.

The criteria used by N.l. Matzenbacher to differentiate Baccharis crispa from B.
trimera is stated as follows. B. milleflora was identified according to its original description
provided by de Candolle (1836), while the other five species were identified using the key of

Barroso (1976).

Baccharis crispa. Decumbent-ascendent erect subshrub, with branches of 30 — 55 cm
of height; woody stems without leaves, with the presence of three wings which can be waved
or not at the basis of the stem. The wings are up to 0.5 cm of width lowering their size towards
zero at the apex. Superior branches form a panicle of lax spikes with 1 — 2 (3) heads per node.
Male heads with a cylindric involucre of 0.5 x 0.3 cm; female heads with a campanulate
involucrum of 0.2 cm of diameter at the basis and 0.1cm of diameter at the apex and up to 1.0
cm of height. The flowering and fruit period is from February to April, with predominance in

March.

Baccharis trimera. Erect branched subshrub of 45 — 95 cm of height in adult phase;
woody stems without leaves, with three wings. The wings from the basis of the steam until its
medium height are up to 1.2 cm wide, lowering towards the apex until 0.2 cm of width.
Intermediate branches of the stem form panicles of glomerule spikes crowded together. There
are 2 — 5 heads per node in superior branches and possibly isolated heads in inferior branches.

Male heads with a cylindrical involucrum of 0.3 cm of diameter and 0.5 cm of height, female



heads with a campanulate involucrum of 0.3 cm of diameter at the basis and 0.2 cm of
diameter at the apex and 0.6 cm of height. The flowering and fruit period is from January to
March, with predominance in February.

A map with the collection sites of the eight species of Baccharis herein studied are

depicted in Figure 1.

Extraction procedures

The essential oils were obtained from dried aerial parts of the plant material collected
in Brazil by hidrodistillation using a Clevenger-Type apparatus, for 4 h.

In order to develop a fast analysis seeking for the presence of marker compounds in the
plant material, hexane extracts were obtained for all samples of Baccharis trimera and B.
crispa collected in Argentina and compared to hexane extracts from Bt4 (B. trimera, Guaiba —
RS, Brazil) and Bcj (B. crispa, Guaiba — RS, Brazil) which were previously analysed for their
essential oil composition. Hexane extracts were obtained using 100 mg of dried aerial parts of

the plant in hexane 5 ml for 5 min with Ultra-Turrax T8 (Ika®-Werke).

Chemical analysis

Quantitative and qualitative analyses of the oils and hexane extracts were performed by
GC and GC/MS, using a chromatograph (Shimadzu GC 17-A) equipped with a fused silica
capillary column (30 m x 0.25mm x 0.25 um, coated with DB-5). Injector and detector

temperatures were set at 220°C and 250°C, respectively; the oven temperature was



programmed from 60 — 300°C at 3°C /min and helium was employed as carrier gas. The GC
apparatus was equipped with a flame ionization detector, while GC/MS had a quadrupole MS
system (QP 5000), operating at 70 eV. The percentage composition of the oil was obtained
from electronic integration, without taking into account relative response factors. The
identification of compounds was based on a comparison of retention indices (determined
relatively to the retention times of an n-alkane homologous series) and mass spectra with those

of authentic samples and with data from the literature (Adams, 2001).

Results

Essential oil yields are given in table 2. Chemical composition of the essential oil of
different collections of Baccharis trimera in different sites is given in table 3, while the results
for the same specimen collected in different months is shown in table 4.

Table 5 shows the results for the essential oil of Baccharis crispa collected in different
months and sites of Brazil. Essential oil composition for the six other species is given in table
6.

The content of carquejyl acetate in hexane extracts from Baccharis crispa and B.

trimera collected in Brazil and Argentina is given in table 7.

Discussion

Despite morphological similarity among species of Baccharis section Caulopterae,

differences in their essential oil composition and yield could be observed.



Regarding essential oil yield, Baccharis trimera ranged from 0.6 to 0.9% (v/w). This
yield differed from the other seven species which provided lower volumes of oil, ranging from
0.1 to 0.3% (Table 2).

The predominance of sesquiterpenes from the germacrane pathway (Bell and
Charlwood, 1980) observed in Baccharis myriocephala (epiglobulol and globulol), B.
milleflora (gama-gurjunene and alfa-selinene) and B. usterii (spathulenol and globulol) is
remarkable. The essential oil from Baccharis microcephala had the oxygenated sesquiterpene
alfa-cadinol as major compound. In a different way, Baccharis articulata and B. stenocephala
oils showed predominance of monoterpene hydrocarbons, mainly beta-pinene (30.1% and
41.3%, respectively). It is remarkable that these two species, which are the only ones
presenting stems with two-winged stems, have also a different pattern of chemical distribution
regarding the occurrence of mono- and sesquiterpenes.

Special attention was given to Baccharis trimera and B. crispa because their
differentiation is not possible without capitulescences. As observed for the other species
(except Baccharis stenocephala and B. articulata), there is a predominance of sesquiterpenes
over monoterpenes.

Moreover, all samples of Baccharis trimera even when collected in different places of
southern Brazil (table 3), differed from the samples of B. crispa (table5), by the presence of an
unusual compound, carquejyl acetate (35.5 to 68.0%), which corresponds to the acetate of the
oxygenated monoterpene carquejol, also present in some of the essential oils of Baccharis
trimera (figure 2). The presence of ledol in oil samples is also remarkable, because this
compound is rarely found as concentrated as we found in Baccharis trimera (5.9 to 24.2%).
Carquejyl acetate and ledol were found consistently in material collected all over the year

(table 4). The isolation of carquejyl acetate from “Baccharis genistelloides” collected in Santa



Catarina, Brazil (probably B. trimera), was first reported by Naves (1959). Boldt (1989)
mentioned the importance of “carqueja” oil produced in Brazil (obtained from “Baccharis
genistelloides”, having 50 to 55% carquejyl acetate) as a commercial fragrance reminiscent of
rosewood. In fact, Bauer et al. (1978) had already investigated the chemical composition of
“carqueja” oil provided by the same industry mentioned by Boldt (1989) and had found
carquejyl acetate as its major compound (69.2%). Hence, the species used to obtain this
industrial oil is very probably Baccharis trimera and the correct botanical identification is
crucial for industries, because the use of other species would be responsible for changes in
fragrance and for lower oil quality.

Baccharis crispa showed different chromatographic profiles and compound
concentrations according to collection time and locality. The predominance of sesquiterpenes,
specially those from the germacrane pathway (globulol, epiglobulol, alfa-selinene, germacrene
D and spathulenol), seems to be a constant (table 4), while the presence of small amounts of
monoterpenes was observed only in the sample collected in July.

We did not find carquejyl acetate in any other species of section Caulopterae than
Baccharis trimera. Moreover, this compound was present in hexane extracts of B. trimera
collected not only in Brazil but also at different places in Argentina; whereas B. crispa from
both countries lacked carquejyl acetate in the hexane extract (table 6). Therefore, carquejyl
acetate is suggested as a marker compound for Baccharis trimera and its investigation in
hexane extracts by GC/MS using small amounts of plant material is a useful tool to

differentiate B. trimera from B. crispa.

This work was supported by Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.
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Table 1. Collection data of analyzed Baccharis species.

Species Code Site Month/year Voucher

Baccharis articulate (Lam.) Pers. Bart Guaiba - RS, Brazil VI1/03 ICN 128446

Baccharis crispa Spreng. BcGj Guaiba - RS, Brazil VI11/03 ICN 128451

Baccharis crispa BcGa  Guaiba - RS, Brazil VI11/03 ICN 128451

Baccharis crispa BcGs Guaiba — RS, Brazil 1X/03 ICN 128451

Baccharis crispa BcGo  Guaiba- RS, Brazil X/03 ICN 128451

Baccharis crispa BcPR Castro — PR, Brazil VI11/03 ICN 129040

Baccharis crispa Bc1004 Villarino — Buenos V1/03 BAF Villamil®
Aires, Argentina

Baccharis crispa Bc1007 Cordoba, Argentina 111/03 BAF Filippa®

Baccharis crispa Bc1008 San Luis, Argentina /03 BAF Del Vitto®

Baccharis milleflora DC. Bmil Sdo Francisco de VIII/01 ICN 128461
Paula — RS, Brazil

Baccharis microcephala (Less.) DC. Bmic Guaiba - RS, Brazil VI11/03 ICN 128441

Baccharis myriocephala DC. Bmyr  S8o Francisco de VIII/01 ICN 128463
Paula — RS, Brazil

Baccharis stenocephala Baker Bste Guaiba - RS, Brazil VI11/03 ICN 128450

Baccharis trimera (Less.) DC. Btl Sdo Francisco de VIII/01 ICN 128460
Paula — RS, Brazil

Baccharis trimera Bt2 Rosario do Sul - 1/02 ICN 128462
RS, Brazil

Baccharis trimera Bt3 S&o Vicente — RS, 1/02 ICN 128459
Brazil

Baccharis trimera Bt4j Guaiba - RS, Brazil VI1/03 ICN 128440

Baccharis trimera Btda Guaiba - RS, Brazil VI11/03 ICN 128440

Baccharis trimera Bt4s Guaiba — RS, Brazil 1X/03 ICN 128440

Baccharis trimera Btdo Guaiba - RS, Brazil X/03 ICN 128440

Baccharis trimera Bt1005 Punta Lara - 111/02 BAF Lara®
Buenos Aires,
Argentina

Baccharis trimera Bt1006 Bartolomé Bavio — 1V/03 BAF Rivas®
Buenos Aires,

15



Argentina

Baccharis trimera Bt1010 Berazategui - VI/01 BAF Ringuelet®
Buenos Aires,
Argentina
Baccharis trimera Bt1009 Cordoba, Argentina 1X/97 BAF Reyna®
Baccharis usterii Heering Bust Guaiba - RS, Brazil VI1/03 ICN 128444

#Names of collectors, numbers not provided by the Herbarium.
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Table 2. Essential oil yields from Baccharis species.

Sample Percentage yield (v/iw)
Btl (B. trimera) 0.9
Bt2 (B. trimera) 0.9
Bt3 (B. trimera) 0.9
Bt4 (B. trimera) 0.6
Bt4j (B. trimera) 0.6
Bt4a (B. trimera) 0.6
Bt4s (B. trimera) 0.6
Btdo (B. trimera) 0.6
BcGj (B. crispa) 0.2
BcGa (B. crispa) 0.2
BcGs (B. crispa) 0.2
BcGo (B. crispa) 0.2
BcPR (B. crispa) 0.2
Bmyr (B. myriocephala) 0.2
Bmil (B. milleflora) 0.1
Bmic (B. microcephala) 0.2
Bste (B. stenocephala) 0.9
Bust (B. usterii) 0.2

Bart (B. articulata) 0.3




Table 3. Relative composition of the volatile constituents in dried aerial parts of B. trimera in
different collection sites.

R.I.2  Compound Bt1 Bt2 Bt3 Bt4
927  alpha-pinene 0.8
967  sabinene 0.4

970  beta-pinene 2.4 5.7 1.4 5.6
983  myrcene 0.5
1023 limonene 0.8 1.8 1.0 3.4
1039 E-beta-ocimene 14
1151 carquejol 3.7 55 1.5
1293 carquejyl acetate 36.2 65.8 35.5 68.0
1385 Dbeta-elemene 0.4 2.3

1409 beta-caryophyllene 1.6 0.5
1470 gamma-gurjunene 3.0
1488 alpha-selinene 1.0 2.2
1493 alpha-muurolene 2.1

1515 delta-cadinene 0.3
1543 elemol 14

1562 ledol 19.6 10.9 24.2 5.9
1571 espatulenol 1.2 2.8

1578 globulol 0.6

1586 epiglobulol 8.3

1597 humulene oxide I 51 1.9 4.7 1.2
1615 1-epi-cubenol 0.5
1644 beta-eudesmol 13.8 2.3 14.8 2.3
1649 alpha-cadinol 1.8 5.7 0.8
Total 93.9 94.3 98.5 97.9
Monoterpene hydrocarbons 3.2 79 2.4 11.7
Oxygenated monoterpenes 39.9 71.3 35.5 69.5
Sesquiterpene hydrocarbons 0.4 7.0 6.0
Oxygenated sesquiterpenes 50.4 15.1 53.6 10.7

®Retention indices on DB-5 column.
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Table 4. Relative composition of the volatile constituents in dried aerial parts of B. trimera in
different months of collection.

R.I.2  Compound Bt4j Bt4a Bt4s Bt4o
927  alpha-pinene 0.8 0.4 0.3 0.4
967  sabinene 1.6 15 15
970  beta-pinene 5.6 12.6 11.3 12.3
983  myrcene 0.5

1023 limonene 3.4 4.2 4.7 4.0
1039 E-beta-ocimene 14 2.6 2.4 2.5
1151 carquejol 15 0.6 2.6 1.9
1293 carquejyl acetate 68.0 42.3 60.0 58.5
1385 Dbeta-elemene 1.0 1.0
1409 beta-caryophyllene 0.5

1470 gamma-gurjunene 3.0 1.5 1.1 1.2
1476 gamma-himachalene 0.4 0.3
1488 alpha-selinene 2.2

1490 bicyclogermacrene 1.2 0.4 0.5
1515 delta-cadinene 0.3

1543 elemol 0.5 0.3 0.4
1562 ledol 5.9 7.2 7.1 7.5
1572 espatulenol

1578 globulol 2.3 0.9 1.2
1587 epiglobulol 1.7 1.8 1.9
1597 humulene oxide I 1.2

1615 1-epi-cubenol 0.5

1645 beta-eudesmol 2.3 1.3 3.0 2.9
1649 alpha-cadinol 0.8 0.7 0.5
Total 97.9 81.0 98.5 98.5
Monoterpene hydrocarbons 11.7 21.4 20.2 20.7
Oxygenated monoterpenes 69.5 42.9 62.6 60.4
Sesquiterpene hydrocarbons 6.0 3.7 1.9 3.0
Oxygenated sesquiterpenes 10.7 13.0 13.8 14.4

®Retention indices on DB-5 column.
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Table 5. Relative composition of the volatile constituents in dried aerial parts of B. crispa in
different sites and months of collection.

I.LR% compound BcGj BcGa BcGs BcGo BcPR
927 alpha-pinene 0.4

970  beta-pinene 6.4

1039 (E)-beta-ocimene 1.0

1415 beta-caryophyllene 53 08 50 12 25

1442 alpha-humulene 0.9 13 09

1470 gamma-muurolene 1.1 08

1475 germacrene D 136 08 54 165
1488 alpha-selinene 155 55 247 13

1493 alpha-muurolene 0.5 1.0 06

1496 germacrene-A 0.5 0.7 06

1506 gamma-cadinene 06 04

1515 delta-cadinene 1.8 25 22

1562 ledol 2.0 15 16 27

1571 spathulenol 138 542 313 29 23.6
1579 globulol 30 186 88 6.0 300
1588 epiglobulol 16.8 6.8 3.7 189 0.5

1596 eudesmol 33 27

1597 humulene oxide 11 1.5

1622 1-epi-cubenol 0.7

1630 cedr-8(15)-en-9-alpha-ol 4.3

1637 cubenol 2.6 47 20

1649 alpha-cadinol 46 15 65 31

1652 calamenenol” 5.1

1666 calamenenol” 1.6 6.2

Total 766 986 751 764 927
Monoterpene hydrocarbons 7.8

Sesquiterpene hydrocarbons 245 144 185 36.8 203
Oxygenated sesquiterpenes 443 842 56.6 396 724

Retention indices on DB-5 column; ® isomers not identified.
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Table 6. Relative composition of the volatile constituents in dried aerial parts of Baccharis
species belonging to section Caulopterae other than B. trimera and B. crispa.

I.LR% compound Bmyr Bmil Bmic Bste Bust Bart
928 alpha-pinene 0.3 1.5 3.1
971  beta-pinene 48 04 41.3 30.1
983  myrcene 1.3 1.2
1023 limonene 0.7 273 24 7.1
1026 1,8-cineol 0.5

1171 terpin-4-ol 0.5

1184 alpha-terpineol 1.4 2.6
1370 alpha-copaene 0.7

1385 Dbeta-elemene 1.7 17 6.0
1409 beta-caryophyllene 197 52 36 16 44
1442 alpha-humulene 1.7

1455 allo-aromadendrene 4.5

1470 gamma-gurjunene 236 83 35 3.0
1471 alpha-himachalene 3.9

1478 Dbeta-selinene 0.5

1488 alfa-selinene 20.7 1.6

1493 alpha-muurolene 4.4

1496 germacrene-A 1.2

1503 gamma-cadinene 0.3

1515 delta-cadinene 19 36 4.2
1562 ledol 25 13 19

1572 spathulenol 56 17 86 64 379 97
1576 caryophyllene oxide 6.6 6.5

1580 globulol 145 29 88 57 184 41
1589 epiglobulol 458 23 45 43 57 105
1597 humulene oxide | 3.3

1638 tau-cadinol 03 13 95 6.3
1644 beta-eudesmol 9.8

1650 alpha-cadinol 18 27 135 101 7.3
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Total 984 839 856 965 821 936
Monoterpene hydrocarbons 58 04 714 24 415
Oxygenated monoterpenes 2.4 2.6

Sesquiterpene hydrocarbons 713 323 87 76 116
Oxygenated sesquiterpenes 90.2 122 533 164 721 379

®Retention indices on DB-5 column.
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Table 7. Percentage amount of carquejyl acetate in hexane extract from B. trimera and B.
crispa collected in Brazil and Argentina.

Sample Carquejyl acetate (%)
Bt4 30.7

Bt1005 43.2

Bt1006 76.3

Bt1009 85.1

Bt1010 30.7

BcGj -

Bc1004 -

Bc1007 -

Bc1008 -
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Figurel. Map with the collection sites of the eight species of Baccharis investigated (m B.
trimera, ¢ B. crispa, = B. stenocephala, ° B. milleflora, “« B. usterii, *B. articulata, * B.

microcephala, 'B. myriocephala).
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Figure 2. Chemical structure and mass spectrum of carquejyl acetate, a marker compound for
identification of Baccharis trimera.
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