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RESUMO

Baccharis compreende 178 espécies registrados no Brasil, e 87 destas no
Estado do Parana, que € um dos principais centros de diversidade de espécies
deste género. Mais de 150 compostos foram isolados e identificados, sendo
esses pertencentes as classes dos diterpenos, triterpenos, flavonoides,
cumarinas e Oleos essenciais. Algumas espécies deste género possuem
cladédios e sdo popularmente conhecidas como “carquejas” e utilizadas como
anti-inflamatoérios, estomaquicos e diuréticos. O presente trabalho objetivou
estudar a morfologia externa, a anatomia de partes vegetativas aéreas, a
composicdo quimica e atividades biolégicas de Baccharis glaziovii. O material
vegetal foi analisado por métodos habituais de microscopia fotdnica e de
microscopia eletrénica de varredura. Dentre as espécies que apresentam caule
trialado e folha destacou-se as seguintes diferencas morfoanatdmicas em
B.glaziovii, € verificada a presenca de folhas e de tricomas simples, tectores e
flageliformes; na regido perimedular do eixo caulinar encontra-se cristais de
oxalato de célcio na forma de rafides, estiloides e piramidais. Para a extracéo
dos Gleos essenciais de B. glaziovii de cladddios femininos (BgCF) e masculinos
(BgCM) e de flores dos espécimes femininos (BgFF) e masculinos (BgFM) foi
utilizada a destilacao pou arraste de vapor, foram analisados por CG-DIC e CG-
EM e apresentou (E)-cariofileno, B-pineno, biciclogermacreno, a-humuleno,
germacreno D, espatulenol e limoneno como principais componentes dos 6leos
volateis. Os extratos etandlicos de caules e folhas de B. glaziovii feminino (BgF)
e de B. glaziovii masculino (BgM) foram submetidos a analise fitoquimica. O
extrato BgF foi particionado obtendo-se as fracdes hexano (BgFH),
diclorometano (BgFD), acetato de etila (BgFAc) e aquoso residual (BgFAQ),
estes foram purificadas por técnicas cromatograficas e analisadas por RMN uni
e bidimensionais. Apés fracionamento foram identificadas oito substancias, trés
cumarinas (isofraxosideo, magnoliosideo e uncalina), todas inéditas em
Baccharis, flavonoides (apigenina, naringenina e 5,7,3,5’- tetraidroxiflavona)
entre os quais, um deles foi identificado pela primeira vez no género e um acido
fendlico (3,5-O-dicafeoilquinico). Também foram realizados ensaios biolégicos
tais como atividade antimicrobiana com BgCF, BgCM, BgFF, BgFM, BgF e
BgM. Todos estes extratos apresentaram atividade promissora frente as
bactérias e os fungos. Dando destaque para o extrato BgFF que apresentou
acdo sobre todos os microrganismos testados. A atividade anti-inflamatoria in
vitro com BgF e BgM mostrou atividade satisfatdria quando comparados ao
controle positivo diclofenaco de sédio (400 pg.mL1). O extrato BgFF apresentou
uma atividade expressiva contra formas promastigotas de Leishmania
amazonensis in vitro, com uma Clso de 6,42 pg.mL2. A fracdo BgFAc apresentou
atividade antiprofiferativa sobre as formas tripomastigotas (CEso 44,97 pg.mL™)
de Trypanosoma cruzi in vitro, e no ensaio de citotoxicidade em células VERO,
apresentou uma CCso 220,59 pug.mLt. O extrato BgM apresentou atividade
antiproliferativa sobre as formas amastigotas (CEso 86,43 pug.mL™1).

Palavras chave: Baccharis glaziovii; morfoanatomia; composicéo quimica;
ensaios biolégicos



ABSTRACT

Baccharis comprises 178 species recorded in Brazil, and 87 of these in the state
of Parana, which is one of the main species diversity centers of this kind. Over
150 compounds were isolated and identified, and those belonging to the class of
diterpenes, triterpenes, flavonoids, coumarins and essential oils. Some species
of this genus have cladodes and are popularly known as "coots" and used as
anti-inflammatory, estomaquicos and diuretics. This study aimed to study the
external morphology, anatomy of vegetative aerial parts, the chemical
composition and biological activity of Baccharis glaziovii. The plant material was
analyzed by standard methods of light microscopy and scanning electron
microscopy. Among the species with winged stem and leaf stood out the following
morphoanatomic differences in B. glaziovii is verified the presence of three
winged stem, leaves and flageliform and simple non-glandular trichome;
perimedullary in the region of the shank axis is calcium oxalate crystals as
raphides, styloid and pyramids in the perimedullary region. For the extraction of
essential oils from B. glaziovii female cladodes (BgCF) and male (BgCM) and
flowers of female specimens (BgFF) and male (BgFM) the distillation pou drag
steam was used, were analyzed by GC-FID and GC-MS showed and (E)-
caryophyllene, [-pinene, bicyclogermacrene, a-humulene, sesquiterpene,
spathulenol and limonene as main components of the essential oils. The ethanol
extracts of stems and leaves of B. glaziovii female (BgF) and B. glaziovii male
(BgM) underwent phytochemical analysis. The extract was partitioned BgF
obtaining the hexane fractions (BgFH), dichloromethane (BgFD), ethyl acetate
(BgFAc) and the residual aqueous (BgFAQ), which were purified by
chromatographic techniques and analyzed by NMR and one dimensional. After
fractionation eight substances were identified three coumarins (isofraxoside,
magnolioside and umkalin), all unpublished at Baccharis, flavonoids (apigenin,
naringin and 5,7,3',5'-tetrahydroxyflavone) among which one was first identified
time in the genre and a phenolic acid (3,5-O-dicaffeoylquinic). Also biological
assays were performed such as antimicrobial activity with BgCF, BgCM, BgFF,
BgFM, BgF and BgM. All these extracts showed promising activity against
bacteria and fungi. Giving emphasis on the BgFF extract presented action on all
the microorganisms. The anti-inflammatory activity in vitro BgF and BgM showed
satisfactory activity when compared to diclofenac sodium positive control (400
ug.mL?). The BgFF extract showed a significant activity against promastigotes
of Leishmania amazonensis in vitro with an ICso 6.42 pug.mL™. The fraction was
BgFAc antiprofiferativa activity on trypomastigotes (ECso 44.97 ug.mL?) of
Trypanosoma cruzi in vitro, and the cytotoxicity assay on VERO cells, showed a
CCso 220.59 ug.mL*. The BgM extract showed antiproliferative activity on the
amastigotes (ECso 86.43 ug.mL™1).

Keywords: Baccharis glaziovii; morphoanatomy; chemical composition;
biological assays
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1 INTRODUCAO

Historicamente, as plantas tém sido utilizadas como recurso terapéutico
desde os primordios. Sua importancia como fitoterapico € registrada em culturas
milenares, como na medicina tradicional chinesa e indiana (ALONSO, 1998;
GURIB-FAKIN, 2006). No Brasil, ha relatos de que os primeiros exploradores
percorreram grande parte do territorio brasileiro, com o intuito de registrar os
conhecimentos dos usos e propriedades de mais de uma centena de plantas
coletadas, algumas hoje bem conhecidas por suas atividades farmacoldgicas,
como o jiquiriti (Abrus precatorius L.), caju (Anacardium occidentale L.), jaborandi
legitimo (Pilocarpus microphyllus), ipecacuanha (Cephaelis ipecacuanha), cip6
mil-homens (Aristolochia cymbifera), abuta (Cissampelos pareira) e muitas
outras (CARDIM, 1978; GAMA, 1875; LEMOS, 1947; PEREIRA, 1982). As
pesquisas realizadas pelos primeiros naturalistas, do que se utilizava e do que
foi estudado no século XIX, sobre plantas medicinais presentes no Brasil, servem
de base para muitas das pesquisas nas areas de taxonomia, morfoanatomia,
quimica, biologia e farmacologia de produtos naturais. Dessa forma, a
biodiversidade do Brasil oferece diversas possibilidades de encontrar evidéncias
cientificas no tratamento médico de muitas patologias, e é considerada uma
fonte de substancias biologicamente ativas, embora grande parte ainda
permanece sem comprovacdo de seus principios ativos, suas atividades
farmacoldgicas e dados toxicolégicos (BARREIRO e BOLZANI, 2009).

Com cerca de 55 mil espécies de plantas, apenas 0,4% da flora brasileira
tem sido investigada (GURIB-FAKIM, 2006). Estudos mostraram a eficacia das
plantas medicinais no tratamento de doencas como Alzheimer, problemas do
coracao, malaria, leishmaniose, esquistossomose, cancer, herpes, artrite, dentre
outras, e efeitos como anticanceres, anti-inflamatorios, antiulcerosos,
antinociceptivos, antidiabéticos e diuréticos (ELISABETSKY e POSEY, 1989,
1994; ELISABETSKY e CASTILHOS, 1990; LORENZI e MATOS, 2008;
MANZALI DE SA e ELISABETSKY, 2012; SIMOES et al., 2004; SOUZA et al.,
2004).

Calcula-se que 25% de todos os farmacos modernos sejam derivados

direta ou indiretamente de plantas medicinais, gerando um potencial de
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lucratividade. Neste sentido, o setor global de fitoterapicos em 2011 movimentou
26 bilhdes de dolares, variando conforme as condicfes econémicas e sociais de
cada regido do globo. No Brasil estima-se que esse mercado gire em torno de
1,1 bilhdo de reais (IMS Health). Sob este aspecto, € importante ressaltar que o
maior mercado de fitoterapicos encontra-se na Alemanha, e que sete paises em
desenvolvimento da América Latina, incluindo o Brasil, sdo considerados
abundantes em reservas de plantas medicinais que ainda nao foram
completamente avaliadas, nem quimica, nem farmacologicamente. Portanto, no
Brasil existe uma grande necessidade de estratégias adequadas e métodos de
pesquisa altamente eficientes, que envolvam com qualidade todas as fases da
producdo de um medicamento fitoterpico, para que possa competir neste
mercado (ALVES, 2013).

Considerando estes fatores, o potencial de busca de fitoterapicos que ha
no Brasil, o grande nimero de plantas sem estudos, a falta de identificacédo
botanica e sua extensiva utilizagcado popular, justificam o desenvolvimento de
estratégias e metodologias na busca por novos farmacos.

Em funcéo destas razdes, e por nao haver estudos da espécie Baccharis
glaziovii Baker, esta foi selecionada para esse trabalho. Conhecida como
carqueja, possui dispersdo ampla nos campos de altitude do sul do Brasil
(HEIDEN, IGANCI e MACIAS, 2009), podendo ser confundida com outras
espécies de Baccharis que compde o complexo carquejas. Devido a semelhanca
morfolégica entre estas espécies e mesmo nome popular, sdo utilizadas para a
mesma finalidade terapéutica (DEGEN et al., 2005), podendo gerar efeitos
toxicos prejudicais a saude (ANVISA, 2011). Atualmente, as espécies estao
inseridas na secao Caulopterae sdo semelhantes, por apresentarem caules de
duas ou trés alas e o que as diferencia taxonomicamente é a anatomia floral
(HEIDEN, IGANCI e MACIAS, 2009). Dentre as carguejas, B. trimera € a planta
mais utilizada popularmente, a mais estudada anatomicamente, quimicamente e
farmacologicamente (BUDEL et al., 2005; CAMPOS et al., 2016; RODRIGUEZ
et al., 2010), reconhecida como fitoterapico pela Farmacopéia Brasileira 52 ed.
(2010) e pela ANVISA (2011).

Diante disso, este estudo visa auxiliar no conhecimento

farmacobotanico, quimico e biologico de Baccharis glaziovii Baker, corroborando
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ao grupo das carquejas, uma vez que é comum a confusdo entre diferentes

espécies, conhecidas pelo mesmo nome popular (ALVES, 2013).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar sob aspecto morfoanatdmico, quimico e biolégico da espécie

Baccharis glaziovii Baker (Asteraceae).

2.2

AN

<

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar flores, folhas e cladddios da espécie Baccharis glaziovii;

Realizar estudos morfoanatdémicos das folhas e cladddios;

Extrair os 6leos essenciais das flores e cladddios da planta masculina e
feminina;

Realizar a caracterizacdo quimica por CG-DIC e CG-EM dos oOleos
essenciais;

Obter e fracionar os extratos dos cladodios por técnicas cromatograficas;
Identificar os metabdlitos secundarios dos extratos, fracbes e compostos
isolados por técnicas espectroscépicas de RMN e EM;

Realizar ensaio de atividade antimicrobiana in vitro de 6leos essenciais e
extratos;

Realizar ensaios de atividade anti-inflamatdria in vitro e antiulcerogénica
in vivo dos extratos;

Realizar ensaios de atividades antiproliferativas em formas promastigotas
e amastigotas axénica de Leishmania amazonensis, e na forma

tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FAMILIA ASTERACEAE

Asteraceae € a maior familia das Eucotiledbneas e reune
aproximadamente 8-10% das Angiospermas. Compreende mais de 1.600
géneros e 23.600 espécies, que se distribuem de forma ampla pelas regides
tropicais, subtropicais e temperadas do mundo, exceto na Antartida (FIGURA 1)
(JEFFREY, 2006; PANERO e FUNK, 2008). O sistema de classificacdo
estabelecido recentemente reconhece 12 subfamilias e 28 tribos, dentre as quais
a tribo Asterae esté distribuida amplamente em regifes temperadas e tropicais,
com cerca de 205 géneros e 3.080 espécies (NESOM e ROBINSON, 2006;
PANERO e FUNK, 2008). Asterae esta dividida em 18 subtribos. Dentre estas,
a subtribo Baccharidinae Less., é exclusivamente americana formada por
espécies monoicas, poligamo-dioicas, dioicas e trioicas (BARROSO e BUENO,
2002) e inclui os géneros Archibaccharis Heering (32 espécies) e Baccharis L.
(340 espécies) (MULLER, 2006).

FIGURA 1 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DAS ESPECIES DA FAMILIA ASTERACEAE NO
MUNDO

1-9

10-99
W 100-999
W 1000 -9999
M 10000-99999
W 100000 +

FONTE: http://www.tropicos.org/; Acesso em: jan. 2016

Esta familia é representada principalmente por pequenos arbustos,
subarbustos e raramente encontrada em porte de arvore, geralmente terrestres,

raro epifitas ou aquaticas. O caule é geralmente cilindrico, raramente alado. As


http://www.tropicos.org/
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folhas sdo também muito variadas, inteiras ou fendidas, de disposi¢ao alternas,
opostas, alterno-opostas, ou menos comumente verticiladas (BARROSO, 1991,
JOLY, 1998; ROQUE e BAUTISTA, 2008; SOUZA e LORENZI, 2005). As
inflorescéncias sdo em capitulo, podendo ser capitulos solitarios no apice do
pedunculo floral ou formando sinflorescéncia cimosa, corimbiforme, panicula-
tirsoide, racemo, ou agrupados em sinflorescéncia, livres ou fundidos entre si
(sincefalia de capitulos). O capitulo se apresenta modificado, ovario é bicarpelar
infero que se desenvolve em cipsela com o6vulo basal e reto, com anteras
sinanteras (JANSEN e PALMER, 1987). As flores podem ser bissexuais,
unissexuais (plantas monoicas, raro dioicas), estéreis (gineceu e androceu
estéreis) ou neutras (sem androceu e gineceu), ndo apresenta calice ou ser
modificado em papus, que serve para disseminacgdao do fruto. O fruto, classificado
como seco indeiscente, tipo aquénio, disperso pelo vento ou encerrado no
capitulo (BARROSO, 1991; JOLY, 1998; ROQUE, 2008; SOUZA e LORENZI,
2005).

O sucesso evolutivo do tédxon pode ser atribuido a morfologia
especializada e a diversidade de metabdlitos secundarios, como sendo parte de
um mecanismo quimico de defesa que inclui uma combinacéo de poliacetilenos
e lactonas sesquiterpénicas (BREMER, 1994; CRONQUIST, 1988;
EMERENCIANO et al.,, 1986; JUDD et al.,, 1999). Destaca-se também na
producdo de flavonoides, alcaloides (CRONQUIST, 1981), Oleos essenciais
(AGOSTINI et al., 2005), antocianinas (TAKEDA, HARBORNE, SELF, 1986),
diterpenos (BATISTA, BRAGA e OLIVEIRA, 2005), cumarinas, benzofuranos e
benzopiranos (BOHLMANN e ZDERO, 1990; SEAMANN, 1982; SEAMANN et
al., 1990). A classe dos flavonoides tem se mostrado como bons marcadores
para as tribos e subtribos da familia (EMERENCIANO, 2001; SHARP et al.,
2001).

Na medicina tradicional, Asteraceae destaca-se por ser utilizada nos
processos inflamatorios, digestivos, antioxidantes, como alelopatico,
espasmolitico, antimicrobiana, antiviral, aleloquimica, citotéxica, inseticida,
gastroprotetora, antileucémica, antibacteriana, antifingica, vasorelaxante,
moluscida, antimutagénica, hepatoprotetora, antitumoral, antileishmania e
antidepressivo (KIKKO et al, 2009; VERDI, BRIGHENTE e PIZZOLATTI, 2005).

Além dos propésitos medicinais, a exemplo de Baccharis spp., Matricaria recutita
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L., Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni, Achillea millefolium L. e Mikania spp.,
muitas séo cultivadas como ornamentais, destacando-se Leucanthemum vulgare
Lam. e Chrysanthemum spp. Também inclui inGmeras espécies invasoras, cComo

Baccharis dracunculifolia DC., Bidens pilosa L., Sonchus oleraceus L. e

Taraxacum officinale F.H. Wigg. (SOUZA e LORENZI, 2005).
Na TABELA 1 sdo mostrados exemplos de espécies de Asteraceae

utilizadas

cientificamente.

popularmente e

suas

atividades

biol6gicas comprovadas

TABELA 1 - USOS POPULARES E ATIVIDADES FARMACOLOGICAS COMPROVADAS DE
ALGUMAS ESPECIES PERTENCENTES A FAMILIA ASTERACEAE

(continua)
Espécie Uso popular Atividade comprovada
Antimicrobiano, antiflogistico,
Tratar hemorroidas, dispepsia, azﬁgitg&tgﬁz:{o
Achillea dismenorréia, febres, problemas pasr .
. - . P (STOJANOVIC et al., 2005;
millefolium L. (mil- gastricos (MIRALDI, FERRI, YAEESH et al., 2006), anti
folhas) MOSTAGHIMI, 2001; SHARMA, . - ; .
CHAUHAN, LAL. 2004) malérico (KAUR et al, 2009;
' ' LEHANE e SALIBA, 2008).
Anti-inflamatério, asma,
Problemas de estébmago, reduzir a ansiedade, Ulcera géastrica
Achyrocline dor e a inflamagdo (ARREDONDO (COSENTINO et al., 2008; DEL
satureioides et al., 2004; COSENTINO et al., VITTO et al., 2009; FERRARO
(Lam.) DC. 2008; DEL VITTO et al., 2009; et al, 2008; GUGLIUCCI e
(marcela) GUGLIUCCI e MENINI, 2002; MENINI, 2002; KADARIAN et
KADARIAN et al., 2002) al., 2002; SANTIN et al., 2010)
Anti-inflamatéria (AL-HINDAWI
et al., 1989; SCHREIBER,
Chamomilla Flatuléncia, C()Iica,_ f_ebre (T\{IHAK et CARLE_e B_EINHARD, 1990),
recutita (L.) aI_., 1,962), antl-_lnflamatqup, ansiolitica (MCKAYlg
Rausch ' antisséptico, antjespasmodlco, BLUMBERG, 2006), antitlcera
(camomila) levemente sudorifico (MERICLI, (KHAYYAL et al., 2001);
1990) hepatoprotetor (GRUPTA e

Tancetum vulgare
L. (caatinga-de-
mulata)

Vermifugo, anti-inflamatorio
(ROSSELLI et al., 2012),
enxaqueca, dor, reumatismo, anti-
helmintico, repelente de insetos
(ONOZATO et al., 2009)

MISRA, 2006)

Vermifugo, emenagogo
(EVANS, 1996), anti-inflamatério
(MORDUJOVICH-BUSCHIAZZO

et al., 1996), antioxidante

(JUAN-BADATURUGE et al.,
2009), antiviral (ALVAREZ et al.,
2011)
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TABELA 1 - USOS POPULARES E ATIVIDADES FARMACOLOGICAS COMPROVADAS DE
ALGUMAS ESPECIES PERTENCENTES A FAMILIA ASTERACEAE

(concluséo)

Espécie Uso popular

Atividade comprovada

Cynara scolymus al., 1989), diurético (FRANCE,
L. (alcachofra)

1990)

Dor, febre, angina, diabetes, edema,

infeccdes, inflamag6es, tumores

Bidens pilosa L. (FRANCO e FONTANA, 2004;

(picéo)

KUMARI, 2009; VALDES e REGO,

2001)

Baccharis trimera Desordens do figado, diarreia,

febre, reumatismo, angina,
(é_ci\srsﬂe[');; desordens renal e diabetes
que] (LORENZI e MATOS, 2008)
arti?ﬁgﬁg?ﬂgm ) Doencas de pele, lepra, feridas,
Pers ' Ulceras e feridas sifiliticas

(carquejinha) (HIERONYMUS, 1881)

Calendula das flores tem uso externo:
officinalis L. antiinflamatério e cicatrizante
(caléndula)

(KASKONIENE et al., 2011)

Doengas respiratorias, balsamico,
antiofidico, estimulante do apetite,
antiespasmadico, expectorante
(ALICE et al., 1995; COIMBRA,

Mikania laevigata
Sch. Bip ex Baker

(guaco) 1942; LUCAS, 1942; NAPIMOGA e
YATSUDA, 2010; NEVES e SA,
1991).
Sphagneticola Dor de ca_be(;a. Febre, infgcgée_s e
trilobata (L.) Pruski patologias do trato respiratoério
(arniéa) (HOWARD et al., 1990; ROQUE et

al., 1987)

Colerético, colagogo (ORTEGA, et

AfecgBes dermatoldgicas, e extratos

Hipocolesterolémica (LIETTI,
1977), protetor do hepatdcito
(ADZET et al., 1987;
GEBHARDT, 1997)

Antimalarica (OLIVEIRA et al.,
2004), antitumoral (KVIECINSKI
et al., 2008), anti-diabética
(CHIEN et al., 2009; HSU et al.,
2008), anti-inflamat6rio
(PEREIRA et al., 1999),
antitlcera (TAN, DIMO e
DONGO, 2000)
Antidiabético (OLIVEIRA et al.,
2005), antileishamania (LUIZE
et al., 2005), antiulcerogénico
(BIONDO et al., 2011; DIAS et
al., 2009); anti-inflamatorio
(OLIVEIRA et al., 2012; PAUL et
al., 2009), antimicrobiano
(BETONI et al., 2006; FABRI et
al., 2011)
Anti-inflamatério (FLORAO et
al., 2012); antimicrobiano (LUPI
et al, 2009; VIVOT et al., 2012),
antioxidante (BORGO et al.,
2010), antiviral (TORRES et al.,
2011)
Bactericida, fungistatico,
virucida, tricomonicida,
cicatrizante, imunoestimulante
(ISSAC, 1992), hipoglicemiante,
gastroprotetora (YOSHIKAW et
al., 2001)

Anti-inflamatério, anti-alérgicos,
broncodilatadores (FIERRO et
al., 1999; GRACA et al., 2007,
MOURA et al., 2002;
SUYENAGA et al, 2002)

Anti-inflamatério (MALDINI et
al., 2009); mutagénico
(CZECZOT et al., 1990);
cicatrizante (BALEKAR et al.,
2012); Antioxidante (TOREL e
CILLARD, 1986)

FONTE: O autor (2016).
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3.2 GENERO Baccharis L.

Baccharis L. compreende atualmente 354 espécies (MULLER, 2013)
distribuidas nas Américas, do sul do Canada até o sul da América do Sul
(FIELDING, 2001; GIULIANO, 2001). Neste continente habitam em condi¢bes
ecolégicas diversificadas, lugares umidos até ambientes muito aridos, podendo
atingir desenvolvimento pleno ao nivel do mar até grandes altitudes (HEIDEN,
BAUMGRATZ e ESTEVES, 2012).

No Brasil, existem atualmente 178 espécies de Baccharis, pertencentes
a quatro subgéneros e 21 secbes (classificacdo infragenérica), o0 género ocorre
em todos os biomas brasileiros, sendo que a maioria das espécies séo
encontradas nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (HEIDEN e SCHNEIDER,
2014). Os principais centros de diversidade coincidem com areas montanhosas
na Serra Geral (PR, RS, SC), Serra da Mantiqueira (ES, MG, RJ, SP), Serra da
Canastra (MG, GO) e Serra do Espinhaco (MG, BA) (FIELDING et al., 2001;
GIULIANO et al., 2001; HEIDEN, IGANCI, MACIAS, 2009; MULLER, 2006). As
espécies mais comuns sao Baccharis trimera, B. dracunculifolia, B. uncinella
DC., B. salicifolia (Ruiz & Pav.) Pers., B. articulata e B. crispa Spreng. (FIGURA
2).

No estado do Parana foram relatadas cerca de 87 espécies, sendo um
dos principais centros de diversidade do género, encontrados em reflgios
ecolégicos montanos (afloramentos rochosos e cristalinos) e altimontanos
(campos de altitude), embora também ocorram espécies caracteristicas de
florestas altimontanas e submontanas ou de restingas (HEIDEN, BAUMGRATZ
e ESTEVES, 2012; HEIDEN, LEONI e NAKAIJIMA, 2014, HEIDEN e
SCHNEIDER, 2014; JASINSKI et al., 2014).

As espécies sdo subarbustivas e arbustivas em sua maioria e a altura
varia em média de 0,5 a 4 m. Popularmente conhecidas como “vassouras” ou
“vassourinhas”, ao passo que as de caule alado sdo chamadas de “carquejas”
ou “carquejinhas”. Ajudam no combate a erosao e chegam a predominar na
fisionomia dos campos sulinos do Brasil, formando os chamados “vassourais”.
Podem ser utilizadas como plantas ornamentais (Baccharis hamilifolia), mas
também podem apresentar-se como pragas de dificil combate em pastagens,
podendo envenenar o gado (Baccharis coridifolia, mio-mio; B. artemisioides
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Hook & Arn.; B. megapotamica Spreng.). Contudo, o destaque maior da sua
utilizacéo estd na medicina caseira (CARNEIRO e FERNANDES, 1996; JARVIS
et al., 1991).

FIGURA 2 - ESPECIES DO GENERO Baccharis

-
ol

Baccharis trimera Baccharis Baccharis uncinella

(Less.) DC.(carqueja) dracunculifolia DC. DC. (vassoura
(alecrim do campo) laceana)

Baccharis articulata Baccharis salicifolia Baccharis crispa

(Lam.) Pers. (Ruiz & Pav.) Spreng
(carquejinha) Pers.(chilca marga) (carqueja)

FONTE: HEIDEN e SCHNEIDER (2014).

O estudo da morfologia fornece caracteristicas relevantes na
identificacdo e diferenciacdo das espécies de Baccharis, e apresenta um
conjunto de parametros, que sao: habito, indumento, caule e ramos, folhas,
capitulescéncias, capitulos, flores masculinas, flores femininas e cipselas. Estes
tem sido utilizados na investigacdo, com o propoésito de tentar esclarecer duvidas
resultantes da confuséo entre diferentes representantes conhecidos pelo mesmo
nome popular e usados indiscriminadamente para a mesma finalidade

terapéutica. Tendo como base o tipo de indumento, Hellwing (1992) separou as
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espécies de Baccharis em trés grupos: o primeiro, com taxons providos de
tricomas unisseriados, sustentados por uma unica célula basal, clavados,
flagelados e filiformes; o segundo, inclui espécies com tricomas bisseriados e
geralmente com fungcdo secretora (tricomas glandulares); o terceiro, reune
espécies com tricomas em pedestal com base multisseriada e apice unisseriado.
Giuliano (2005) avaliou os tipos de tricomas, utilizando como carater morfolégico
importante para a definicdo de secdes e séries dentro de Baccharis.

A pesquisa das espécies de Baccharis € complexa devido ao
polimorfismo, a grande semelhanca entre as espécies, a grande quantidade de
binbmios descritos com superficialidade e, especialmente, ao carater dioico na
maioria das espécies (GIULIANO, 2004). Poucas espécies do género sdo
monoicas (Baccharis breviseta DC., B. vulneraria Baker), imperfeitamente
dioicas [Baccharis aliena (Spreng.) Mdller, B. hyemalis Deble, B. psiadioides
(Less.) Miiller], poligamo-dioicas (Baccharis dubia L. P. Deble & A. S. de Oliveira)
ou trioicas [Baccharis pohlii (Baker) Deble & An. S. de Oliveira], que envolve
diferencas entre os detalhes florais de individuos masculinos e femininos
(GIULIANO, 2001, 2004, 2005).

Levantamentos etnoboténicos realizados em diversas comunidades
sulamericanas, que utilizam plantas para o tratamento de enfermidades,
indicaram o uso de representantes de Baccharis no combate das mais variadas
enfermidades. S&o consumidas, principalmente, na forma de chas para males
do estdmago, figado, para facilitar a digestao, anemias, controle da hipertenséo,
inflamacgdes, problemas no figado, diabetes e doencas da préstata, diarréia,
inflamac&o do trato urinario, amigdalite, vermes, entre outros (CORREA, 1984;
HEIDEN et al., 2006; HEIDEN, IGANCI e MACIAS, 2009; SIMOES et al., 2004;
VERDI, BRIGHENTE e PIZZOLATTI, 2005).

Indmeros sdo os trabalhos publicados que confirmaram os usos da
sabedoria popular no que diz respeito as a¢fes farmacologicas dessas plantas.
Foram testados substancias isoladas e/ou extratos e fragdes que, apds serem
submetidos a testes biologicos, demonstraram possuir acdo como anti-
inflamatdria (FLORAO et al., 2012; PAUL et al., 2009), antibacteriana (BETONI
et al., 2006; VIVOT et al., 2012), antifungica (LUPI et al., 2009; FABRI et al.,
2011; VANNINI et al., 2012), antiprotozoério (LUIZE et al., 2005), antioxidante
(BORGO et al.,, 2010; DE TOLEDO DIAS et al., 2009; MENDES, TABACH e
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CARLINI, 2007; OLIVEIRA et al., 2004; PADUA et al., 2010), antiproliferativa e
mutagénica (DE PINHO et al., 2010; FACHINETTO e TEDESCO, 2009;
RODRIGUES et al., 2009), antiobesidade (SOUZA et al., 2012), anticancer (DE
OLIVEIRA et al., 2013), antiproteolitica e anti-hemorragico (JANUARIO et al.,
2004), antidiabético (OLIVEIRA et al., 2005), antissecretor (BIONDO et al.,
2011), efeitos toxicolégicos (GRANCE et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2011;
PADIN et al., 2013; RODRIGUES et al., 2009), e alelopéatico (XAVIER et al.,
2012).

Conforme levantamento bibliografico realizado, apenas cerca de 119
espécies de Baccharis apresentaram algum tipo de estudo morfoanatomico,
quimico e/ou atividade biolégica (ABAD e BERMEJO, 2007; BUDEL et al., 2005;
CAMPOS et al., 2016; FREIRE, URTUBEY e GIULIANO, 2007; JASINSKI et al.,
2014; MARTINEZ, BESSA e BENITO, 2005; MOREIRA et al., 2014; VERDI,
BRIGHENTE e PIZZOLATTI, 2005).

3.3 ASPECTOS QUIMICOS E BIOATIVIDADES DE ACORDO COM A
CLASSIFICACAO INFRAGENERICA DE Baccharis L.

As espécies pertencentes ao género Baccharis (Asteraceae) sédo
caracterizadas pela ocorréncia de &acidos fendlicos, cumarinas, terpenos,
sesquiterpenos, monoterpenos, diterpenos, flavonoides (TABELA 2). Dentre os
flavonoides, os mais encontrados séo do tipo flavondis, flavononas, isoflavonas,
flavonas, entre outros.

A TABELA 2 estdo relacionados os estudos publicados nas ultimas
décadas de investigacdo, de 50 espécies pertencentes ao género Baccharis,
levando em consideracdo os constituintes quimicos, as atividades biolégicas e
estdo separadas de acordo com a classificacdo infragenérica, chamada de
secdes. Das 50 espécies investigadas, 45 espécies estdo inseridas em 17
secdes: Angustifoliae, Cuneifoliae, Discolores, Cylindricae, Baccharis, Nitidae,
Paniculate, Caulopterae, Pseudobaccharis, Trinervatae, Molinae, Racemosae,
Baccharidastrum, Tridentatae, Canescentes, Retusae e Involucratae. Cinco das
50 espécies estao realocados para outras se¢des (GIULIANO, 2001; GIULIANO
e FREIRE, 2011).
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TABELA 2 - ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DESCRITOS EM ESTUDOS DE VARIAS SECOES COM ESPECIES DO GENERO

Baccharis
(continua)
Espécie Extrato ativo, frag8o ou composto isolado Atividade Referéncias
Secdo Angustifoliae Baker
B. darwini Cumarinas Antifangico KURDELAS et al., 2010
. L DAVALOS, JIMENEZ e ALMANZA,
Ext. aquoso Anti-inflamataorio
2007
B. subulata
Ext. hexanico, diclorometano, etandlico e aquoso  Anti-inflamatério ABAD et al., 2006
B. ulicina Ext. aquoso Anti-inflamatério SQ%ALOS’ JIMENEZ e ALMANZA,
Secédo Cuneifoliae DC.
) Extrato metandlico Antibacteriano/Citotoxi-cidade SIMONSEN et al., 2009
B. elaeoides
Ext. diclorometano:metanol Antimicrobiano MJLGAARD et al., 2011
Ext. metandlico, aquoso, flavonéides e acidos Antioxidante/Antimicro-biano ZAMPINI, ISLA e SCHMEDA-
B, incarum fendlicos HIRSCHMANN, 2009

B. magellanica

B. santelicis

B. triangularis

Ext. hidroetanolico

Ext. metandlico

Derivado do &c. p-cumaérico

Ext. etandlico e éter dietilico

Flavonoides e dilactona

Antioxidante/Antimicro-biano

Antibacteriano

Antioxidante

Antiproliferativo

Nao ensaiados

NURNO et al., 2012

SIMONSEN et al., 2009

VILLAGOMES, MOLLINEDO e
ALMANZA, 2006

RODRIGO et al., 2010

PETENATTI et al., 2007
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TABELA 2 - ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DESCRITOS EM ESTUDOS DE VARIAS SECOES COM ESPECIES DO GENERO

Baccharis

(continua)

Espécie

Extrato ativo, fracdo ou composto isolado

Atividade

Referéncias

B. tricuneata

Escopolina

Citotoxicidade

CORDERO et al., 2004

Secéo Discolores DC.

B. dracunculifolia

Ext. aquoso, etandlico e metandlico

Ext. etandlico, metandlico, acetato de etila e acido

fendlico
Ext. metandlico
Sesquiterpendides e monoterpendides

Ext. hidroalcodlico

Flavonoides, acidos fendlicos e triterpenoides

Ext. diclorometano e acetoacetato de etila, fracdo
hexanica e acido fendlico

Ext. acetoacetate de etila
Ext. hidroalcodlico e acido fenélico

Ext. acetato de etila
Ext. etandlico

Triterpenoides e Sesquiterpenoides

Acidos fendlicos

Ext. aquoso

Antioxidante/Antimicro-biano
Antidiabético

Toxicidade dose-dependente
Citotoxico

Antillcera/Hepatoprote-tor
Imunomodulatério
Antigenotoéxico

Genotoxico/Antigenotd-xico

Mutagenicidade

Anti-inflamatério/
Antinociceptivo

Antiviral

Antifiingico/Antileishma-
nia/Antiproliferativo

Anti-inflamatério

LEITAO et al., 2004; DIAZ et al., 2010; FABRI
etal., 2011; MARTINEZ-CORREA et al., 2012

CHOl et al., 2011; DE OLIVEIRA et al.,2014a

HOCAYEN et al., 2012
FUKUDA et al., 2006
LEMOS et al., 2007; REZENDE et al., 2014

FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013;
MISSIMA et al., 2007

OLIVEIRA et al., 2011; MUNARI et al., 2014
MUNARI et al., 2010
RESENDE et al., 2007

DOS SANTOS et al., 2010; BACHIEGA et al.,
2013

BUFALO et al., 2009
JOHANN et al., 2012

DE OLIVEIRA et al., 2014b; DAVALOS,
JIMENEZ e ALMANZA, 2007
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TABELA 2 - ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DESCRITOS EM ESTUDOS DE VARIAS SECOES COM ESPECIES DO GENERO

Baccharis

(continua)

Espécie

Extrato ativo, fracdo ou composto isolado

Atividade

Referéncias

B. megapotamica

Ext. hidroalcodlico/aquoso

Antiviral/Citotoxicidade

MONTANHA et al., 2004

Secéo Cylindricae Heering

B. flabellata

B. pseudotenuifolia

B. rufescens

B. cordobensis
(Syn. B. sessiliflora

Derivados diterpenos clerodanos

Fragéo cloroférmica e metandlica, flavonoide e
tripenoides

Ext. hidroalcodlico e aquoso

ent-Kaurano e éster metilico derivado

Ext. etandlico

Antialimentar (adultos-Tribolium
castaneum)

Citotoxicidade

Citotoxicidade/Antiviral

Antialimentar (adultos-Tribolium
castaneum)

Antialimentar (larvas de
Epilachna paenulata
Germ)/Germinacéo inibida

HIKAWCZUK et al., 2006

MOREIRA et al., 2003
MONTANHA et al., 2004
SIMIRGIOTIS et al., 2003

PALACIOS et al., 2007

Vahl, Symb.) (Avena sativa)
Secéo Baccharis
Ext. hidroalcodlico e aquoso Citotoxicidade/Antiviral MONTANHA et al., 2004
_ Ext. etanohco_, diclorometano e aquoso,_fragao Antioxidante DE OLIVEIRA et al., 2004

B. spicata acetato de etila, n-butanol e aquoso residual

Ext. orgénico e aquoso Antitripanosoma SULSEN et al., 2006

Ext. organico e aquoso Antiviral/Citotoxicidade JAIME et al., 2013
B. chilco Acidos fenolicos Antioxidante ARGOTI et al., 2013

Secéo Nitidae Cuatrecasas

B. dentata Ext. metandlico Antioxidante/Antimicro-biano SARTOR et al., 2013

B. nitida.

Nevadensina e xantomicrol

Nao ensaiados

CHIDIAK et al., 2007
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TABELA 2 - ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DESCRITOS EM ESTUDOS DE VARIAS SECOES COM ESPECIES DO GENERO

Baccharis (continua)
Espécie Extrato ativo, fracdo ou composto isolado Atividade Referéncias
Ext. aquoso Anti-inflamatério DAVALOS, JIMENEZ e ALMANZA, 2007
B. obtusifolia

B. semiserrata

Ext. hexanico, diclorometano, etandlico e aqguoso  Anti-inflamatério

Ext. hidroalcodlico e aquoso Citotoxicidade/Antiviral

ABAD et al., 2006
MONTANHA et al., 2004

Secéo Paniculate Heering emend. Cuatrec.

B. radicans (Syn. B.
gnaphalioides)

Ext. hidroalcodlico e aquoso Citotoxicidade/Antiviral

MONTANHA et al., 2004

Secédo Caulopterae

B. articulata

B. cylindrica (Syn.
B. crispa)

B. crispa

Ext. aquoso, metandlico e etandlico Antimicrobiano

Extratos de partes aéreas Antioxidante

Ext. aquoso Antiviral

Ext. aquoso Antiprofiferativo/Muta-génico

Anti-inflamatério

Ext. hidroalcodlico e aquoso Citotoxicidade
Citotoxicidade/Antiviral

Ext. hidroalcodlico e aquoso Citotoxicidade/Antiviral

Ext. aquoso Antioxidante

LUPI et al, 2009; VIVOT et al., 2012

BORGO et al., 2010
TORRES et al., 2011

FACHINETTO e TEDESCO, 2009
CARIDDI et al., 2012; VERDI et al., 2004;

DAVALOS, JIMENEZ e ALMANZA, 2007
MONTANHA et al., 2004

MONTANHA et al., 2004

SIMOES-PIRES et al., 2005b
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TABELA 2 - ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DESCRITOS EM ESTUDOS DE VARIAS SECOES COM ESPECIES DO GENERO

Baccharis

(continua)

Espécie

Extrato ativo, fracdo ou composto isolado

Atividade

Referéncias

B. gaudichaudiana
(Syn. B. articulata
var. gaudichaudiana
(DC.) Baker)

B. sagittalis

B. trimera

Ext. metandlico, flavonéides e acidos fendlicos

Flavonoide e diterpenoides

Ext. orgénico e Aquoso
Diterpenos clerodanos
Ext. acetonico (diterpenos)

Ext. hidroalcodlico

Ext. aguoso, diclorometano e metandlico
Ext. hidroalcodlico e aquoso
Ext. aquoso

Ext. metandlico

Ext. metandlico
Ext cloroférmico e metanol (2:1, v/v)

Ext. aquoso

Ext. hidroalcodlico

Ext. bruto e resina/Ext. bruto, resina, fracdo
cloroférmica, acetato de etila, etanol e
hidroalcodlica

Ext. aguoso e fra¢Bes

Ext. hidroalcodlico/Ext. aquoso

Antioxidante

Sem fator de crescimento

Antiviral/Citotoxicidade
Nao testados
Nao ensaiados

Antioxidante

Vasodilatador
Citotoxicidade/Antiviral
Mutagénico

Antifingico/Antimicrobiano/Anti
oxidante

Antimicrobiano
Antiobesidade

Anti-proteolitico/Anti-
hemorragico
Anti-proteolitico/Anti-
hemorragico

Antidiabético,Antileishmania
Anti- trypanossoma

Anti- trypanossoma

Antiulcerogénico

AKAIKE et al., 2003

GUO et al., 2006; GUO et al., 2007;

JAIME et al., 2013
HAYASHI et al., 2005
PETENATTI et al., 2007

MENDES, TABACH e CARLINI, 2007

HNATYSZYN et al., 2003
MONTANHA et al., 2004
DE PINHO et al., 2010

BETONI et al., 2006; FABRI et al., 2011

SOUZA et al, 2012
JANUARIO et al., 2004

OLIVEIRA et al., 2005
LUIZE et al., 2005

DE TOLEDO DIAS et al., 2009; BIONDO et al.,
2011

MENDES, TABACH e CARLINI, 2007

DE OLIVEIRA et al., 2004
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TABELA 2 - ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DESCRITOS EM ESTUDOS DE VARIAS SECOES COM ESPECIES DO GENERO

(continua)
Espécie Extrato ativo, fracdo ou composto isolado Atividade Referéncias

Ext. aU0SO Antisecretor DE MORAIS et al., 2009; PADUA et al., 2010;
-ad ZIELINSKI et al., 2014;

Ext. aquoso Antioxidante ZIELINSKI et al., 2014

Ext. metandlico Antiproliferativo/Mutagénico FACHINETTO e TEDESCO, 2009

Ext. etandlico Antiproliferativo/Mutagénico RODRIGUES et al., 2009

Ext. hidroetandlico/extrato aquoso e fragdes Ger_10t9xm|dade/ Antigenotoxico/ PADIN et al., 2013

B i Antioxidante
. trimera

Compostos fendlicos e terpendides

Ext. diclorometano, acetato, butanol, aguoso,
etandlico, saponinico e fendlico

Ext. aquoso

Ext. aguoso Ext. hidroetandlico

Ext. hidroetanolico

Ext. diclorometano e fragdo aquosa

Genotoxicidade/Antigenotdxico/
Antioxidante

Repelente/Toxicidade (adultos
de Tribolium castaneum)

Efeitos toxicoldgicos

Anticancer/Citotoxicidade/Anti-
inflamatorio/Antioxidante
Anti-inflamatério/lmuno-
modulatério/Citotoxico
Hepatoprotetor

Anti-helmintico

GRANCE et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2011

DE OLIVEIRA et al., 2013

DE OLIVEIRA et al., 2012b

PAUL et al., 2009

PADUA et al., 2014

DE OLIVEIRA et al., 2014c
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TABELA 2 - ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DESCRITOS EM ESTUDOS DE VARIAS SECOES COM ESPECIES DO GENERO

Baccharis

(continua)

Espécie

Extrato ativo, fracdo ou composto isolado

Atividade

Referéncias

B. genistelloides

Ext. etandlico
Derivado ac. fendlico, terpeno e diterpeno

Ext. aguoso

Ext. aguoso

Antiproliferativo
N&o ensaiados

Antiarritmico/Hipoglice-
miante/Hipotrigliceridémico

Reduz a ligagdo *°™TC/Protege
as células de E. coli contra
leséo induzida por SnCl2

RODRIGO et al., 2010
HENNING et al., 2011

COELHO et al., 2004

SOARES et al., 2006

Secdo Pseudobaccharis (Cabrera) Cuatrec.

B. boliviensis

B. grisebachii

B. thymifolia

Flavonoides e diterpenos

Exsudato — acidos fendlicos e flavonoides,

hexanico, diclorometano, metandlico, éter dietilico

(flavonoides), acetato de etila
Exsudato— acidos fenolicos e flavonoides

Diterpenos

Nao ensaiados

Antioxidante/Citotoxici-dade

Antimicrobiano

Atividade inibitoria contra as
larvas de Tenebrio molitor

CALLE et al., 2012

TAPIA et al., 2004

FERESIN et al., 2003

HIKAWCZUK et al., 2008

Secéo Trinervatae DC.

B. punctulata

B. trinervis

Ext. hidroalcodlico e aquoso
Ext. hidroalcodlico e aquoso
Ext. aquoso

Citotoxicidade/Antiviral
Citotoxicidade/Antiviral
Antifiingica

MONTANHA et al., 2004
MONTANHA et al., 2004
OCAMPO et al., 2006
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TABELA 2 - ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DESCRITOS EM ESTUDOS DE VARIAS SECOES COM ESPECIES DO GENERO

Baccharis

(continua)

Espécie

Extrato ativo, fracdo ou composto isolado

Atividade

Referéncias

Secédo Molinae (Ruiz & Pav.) Pers.

B. latifolia

B. marginalis

B. salicifolia

Ext. hexanico, diclorometano, etandélico e aquoso
Ext. aquoso

Ext. etandlico
Ext. etandlico, fendlico e diclorometano

Ext. etandlico (diclorometano, insolivel em agua,
fracdo acetato de etila e soltvel em isobutanol)

Ext. aquoso
Ext. diclorometano

Ext. etandlico, flavonoides, diterpenoides,
cumarina e acidos fendlicos

Anti-inflamatério
Anti-inflamatério

Toxicidade aguda e subaguda

Antiproliferativo
Anti-inflamatério

Sem atividade

Ensaio de inibicdo da
acetilcolinesterase

Ensaio fitotdxico (Panicum
miliaceum)

ABAD et al., 2006

DAVALOS, JIMENEZ e ALMANZA, 2007

ALMANZA et al., 2011
RODRIGO et al., 2010

GONZALEZ et al., 2007; OCAMPO et al., 2006

SAN-MARTIN et al., 2010

DEL CORRAL et al., 2012

Ext. aquoso Anti-inflamatério DAVALOS, JIMENEZ e ALMANZA, 2007
Ext. aquoso Anti-helmintico SALAZAR et al., 2007
Secdo Racemosae Ariza
B. erioclada Ext. agquoso e hidroetandlico Antiviral/Citotoxicidade MONTANHA et al., 2004
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TABELA 2 - ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DESCRITOS EM ESTUDOS DE VARIAS SECOES COM ESPECIES DO GENERO

Baccharis (continua)
Espécie Extrato ativo, fracdo ou composto isolado Atividade Referéncias

Ext. aquoso/Ext. hidroetandlico Citotoxicidade/Antiviral MONTANHA et al., 2004
Ext. aquoso/Ext. hidroalcodlico Citotoxicidade/Antiviral MONTANHA et al., 2004
Ext. etandlico, ac. olendico e ursolico, Anti-inflamatorio ZALEWSKI et al., 2011
pectolonaringenina, ac. caféico e ferulico

B. uncinella Eﬁérgg’}]”o‘?;";?aggg‘?l;’;?:e acidos fenolicos e Antileishmania/Citotoxicidade ~ PASSERO et al., 2011
Fracao triterpénica Anti-leishmania YAMAMOTO et al., 2014
Ext. etandlico, ac. olendico e ursélico, pectolona- GRECCO et al., 2010
ringenina, hispidulina, diidrooroxilina, ac. caféico e N&o testados
ferdlico

Secédo Baccharidastrum (Cabr.) Nesom
B. glutinosa Ext. metandlico e fracédo Antifangico ROSAS-BURGOS et al., 2011

Secéo Tridentatae Giuliano

Ext. hidroalcodlico, cloroférmio e aquoso,
flavonoides

Ext., triterpenoide e diterpenoide
Ext. das flores e folhas

Gastroprotetor

Anti-inflamatério
Antidepressivo

FREITAS et al., 2008; BAGGIO et al., 2003

BOLLER et al., 2010
KIKKO et al., 2009

B. illinita Ext. etandlico Anticoagulante PIZZOLATTI et al., 2006
Ext. h|g_roalcoollco, etandlico e cloroférmico, Antioxidante BRIGHENTE et al., 2007
flavonoides
Ext. cloroférmico/etanol (flavonoides e diterpenos) N&ao testados VERDI et al., 2004

Secédo Canescentes Giuliano
B. patens Ext. hidroalcodlico e aquoso Citotoxicidade/Antiviral MONTANHA et al., 2004
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TABELA 2 - ATIVIDADES BIOLOGICAS E CONSTITUINTES QUIMICOS DESCRITOS EM ESTUDOS DE VARIAS SECOES COM ESPECIES DO GENERO

Baccharis (concluséo)
Espécie Extrato ativo, fracdo ou composto isolado Atividade Referéncias
Secdo Retusae A. S. de Oliveira-Deble
B. retusa Compostos fendlicos, flavonoides Antifangico GRECCO et al., 2012; GRECCO et al., 2014
B. salzmannii Ext. etandlico N&o avaliado RIBEIRO et al, 2013
Secéo Involucratae

Ext. etandlico, flavonoides e composto fendlico Antioxidante ESCOBAR et al., 2009
B. papillosa Ext. etandlico Toxicidade aguda e subaguda ALMANZA et al., 2011

Ext. etandlico e ext. etandlico de média polaridade Antiproliferativo RODRIGO et al., 2010

Outras Secdes
Ext. aquoso Anti-inflamatério DAVALOS, JIMENEZ e ALMANZA, 2007
. Ext. etandlico, flavonoides N&o testados TARQUI, SEGURA e VEGA, 2012

B. pentlandii

Ext. etandlico Antiproliferativo RODRIGO et al., 2010

Ext. hexanico, diclorometano, etandlico e aquoso  Anti-inflamatério ABAD et al., 2006

Ext. hidroalcodlico, etandlico e cloroférmico Antioxidante BRIGHENTE et al., 2007
B. platypoda . - .

Ext. etandlico Anti-leishmania DE SOUZA MOREIRA et al., 2014
B. conyzoides Ext. hidroalcodlico e aquoso Citotoxicidade/Antiviral MONTANHA et al., 2004
B. erigeroides Ext. hidroalcodlico e aquoso Citotoxicidade/Antiviral MONTANHA et al., 2004
B. mesoneura Ext. hidroalcodlico e aquoso Citotoxicidade/Antiviral MONTANHA et al., 2004
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3.4 QUIMICA DOS VOLATEIS E ATIVIDADES BIOLOGICAS NO GENERO

Baccharis L.

Os 6leos essenciais sdo quimicamente constituidos por monoterpenos,
sesquiterpenos, fenilpropanoides e outras substancias de baixo peso molecular.
Sao produzidos por 6rgados anatdémicos especializados (tricomas glandulares,
células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos) que podem estar
distribuidos por toda a planta ou em algum 6rgéo especifico (COUTINHO et al.,
1998; JANSSEN, SCHEFFER, BAERHEIM-SVENDSEN, 1987; QUEIROGA,
FUKAI, MARSAIOLI, 1990;: ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997; SIMOES et
al., 2000). A composicao destes 6leos podem variar segundo a localizacdo em
uma mesma planta, tempo de coleta, condi¢des climaticas e do solo, localizacao
geografica, ciclo vegetativo das espécies e o processo de obtencdo (MEJDOUB
e KATSIOTIS, 1998; ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997; SIANI et al., 2000;
SIMOES et al., 2000; TAVARES et al., 2005; WIRTHENSOHN e SEDGLEY,
1998). Biologicamente, agem na adaptacdo da planta ao meio ambiente,
atuando na atracdo de polinizadores, na defesa contra predadores ou
patégenos, perda de agua, aumento de temperatura e também desempenhando
funcdes ecoldgicas, especialmente como inibidoras de germinacdo. Essas
caracteristicas tornam as plantas poderosas fontes de agentes bactericidas,
fungicidas e inseticidas (CRAVEIRO e MACHADO, 1986; FERESIN et al., 2001,
HARBONE, 1993; JASSIM e NAJI, 2003).

Baccharis é uma rica fonte de 6leos essenciais e 0 nimero de espécies
cujos 6leos essenciais foram estudados € muito pequeno, considerando que este
género botanico contém cerca de 354 espécies relatadas (GIULIANO, 2001;
MULLER, 2013; NESOM e ROBINSON, 2006). Pesquisas realizadas com os
Oleos essenciais de Baccharis demonstraram que estes possuem um alto
percentual de compostos, principalmente monoterpenos e sesquiterpenos
(BOLDT, 1989; HARBONE, 1988a). Outros estudos relataram atividades
biolégicas como antifungica, antibacteriana (ABAD, BERMEJO, 2007; COBOS
et al., 2001; DEMO et al., 2005), antiulcerogénica (KLOPELL et al., 2007),
repelente de insetos (ABAD e BERMEJO, 2007; GARCIA et al., 2005), entre
outros. A espécie Baccharis dracunculifolia € a espécie mais citada e, a partir

das folhas, € extraido o Oleo essencial, de alto valor para a industria de
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fragrancias (CASSEL et al., 2000; MOLT e TRKA, 1983; QUEIROGA, FUKAI e
MARSAIOLI, 1990). Além disso, tem sido a fonte botanica mais importante para
producdo de propolis verde (KUMAZAWA et al., 2003; MIDORIKAWA et al.,
2001; PARK, ALENCAR e AGUIAR, 2002).

Campos e colaboradores (2016) realizaram uma revisao bibliografica da
tltima década de investigacdo das espécies pertencentes ao género Baccharis,
que levou em consideracdo os constituintes quimicos dos 6leos essenciais e as

atividades biologicas relacionadas (ANEXO 2, pagina 177).

3.5 Baccharis SECAO Caulopterae

A Subtribo Baccharidinae Less. (Astereae) € exclusivamente americana,
sendo constituida pelos géneros Archibaccharis Heering e Baccharis L.
(MULLER, 2006). Baccharis L. compreende cerca de 354 espécies (MULLER,
2013), com 32 espécies catalogadas pertencentes ao género Baccharis da
secdo Caulopterae e sdo conhecidas como carquejas (GIULIANO, 2001;
GIULIANO e FREIRE, 2011; WATANABE, RAMBO, MARQUES, 2005). Estas
plantas apresentam semelhantes caracteristicas fenolégicas (HEIDEN,
BAUMGRATZ e ESTEVES, 2012; HEIDEN, IGANCI e MACIAS, 2009; HEIDEN
e SCHNEIDER, 2011; HEIDEN e SCHNEIDER, 2014; SCHNEIDER, HEIDEN e
BOLDRINI, 2009, 2011) e sao de dificil identificacao, até mesmo para 0s
especialistas. S&o plantas que apresentam caules providos de alas longitudinais
chamados de cladddios. Algumas espécies apresentam pequenas folhas, com
importancia fotossintética durante as primeiras fases de desenvolvimento, e em
maior nimero quando jovem. A medida que a planta vai se desenvolvendo, as
folhas vao se reduzindo, mostrando-se ineficazes no aproveitamento da energia
luminosa e nas trocas gasosas (SA e NEVES, 1996).

E importante salientar, que uma mesma espécie vegetal possa ter
diversos nomes populares, entretanto, um nome comum pode ser empregado
para designar diversas espécies vegetais (DEGEN et al., 2005; LORENZI e
MATOS, 2008; TOIGO et al., 2004).

Muitos séo os trabalhos publicados que sustentam os usos da sabedoria
popular no que diz respeito as a¢des farmacoldgicas da carqueja. De um modo
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geral sdo ingeridas na forma de decocto ou infusdo, ou adicionadas ao chimarréo
(BARROSO e BUENO, 2002). Utilizadas como anti-helmintica, antirreumatica,
depurativa do sangue, emagrecedora, estomaquica, para o figado, no tratamento
de anemia, anorexia, calculos biliares, hipercolesteremia, diabetes, diarreia,
gastroenterites, gota, hipertensdo, ma circulacdo do sangue, reumatismo, gripe
e resfriado, digestivo, diurética e tdnica. Também sao utilizadas em lavagens
para tratar feridas e ulceracdes. Existem relatos como substitutas do Iupulo na
fabricacéo de cerveja. Sua maior contribuicdo econdmica atualmente se deve a
comercializacdo de ramos desidratados puros ou misturados a outras plantas
medicinais, na composicdo de produtos diuréticos e emagrecedores,
(CORREA,1984; HEIDEN et al., 2006; HEIDEN, IGANCI e MACIAS, 2009;
SIMOES et al., 2004).

A espécie mais popular e investigada sob os aspectos morfologicos
externos, anatébmicos, farmacolégicos e quimicos, € Baccharis trimera (Less.)
DC. E uma planta na forma de um arbusto perene, podendo atingir 1 m de altura
e apresenta cladddios trialados, sem folhas ou reduzidas. A analise fitoquimica
evidenciou a presenca de flavonoides, terpenos, acidos fendlicos, saponinas,
cumarinas, alcaloides e taninos. Estudos biol6gicos demonstraram atividades
antimicrobianas, moluscida, anti-hepatotéxica, acdo anti-inflamatoria,
antimutagénica, entre outros (BIONDO et al., 2011; DE PINHO et al., 2010; DOS
SANTOS-FILHO et al., 1980; GENE, MARIN e ADZET, 1992; NAKASUGI e
KOMAI, 1998; OLIVEIRA et al., 2012; SOICKE e LENG-PESCHLOW, 1987,
VERDI, BRIGHENTE e PIZZOLATTI, 2005; XAVIER et al., 2012). De acordo com
a Farmacopéia Brasileira 5% ed. (2010), B. trimera tem sido indicada como
fitoterapico e encontra-se inserida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse do SUS (RENISUS) (MS, 2010).

Devido a facilidade de acesso e a grande semelhanca morfologica entre
as espécies pertencentes ao género Baccharis sect. Caulopterae (HEIDEN,
IGANCI e MACIAS, 2009), estas plantas sdo coletadas em beira de estradas e
barrancos, podendo estar misturadas e confundidas com outras, gerando um
risco potencial a saude da populacédo, uma vez que 0 seu consumo é realizado
sem qualquer méetodo de identificacdo, controle de qualidade, seguranca e
eficacia (BONA et al., 2002; BONA et al., 2003; HEIDEN et al., 2006; MARTINS
et al., 1995; RODRIGUEZ et al., 2012).
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As atividades do cha da carqueja foram confirmadas em estudos
farmacologicos e estes foram correlacionados com os efeitos de compostos
isolados a partir dos extratos e fracbes (CAMPOS et al., 2016; HEIDEN, IGANCI
e MACIAS, 2009; VERDI, BRIGHENTE e PIZZOLATTI, 2005). Ha estudos
toxicoldgicos que sugerem que o cha da carqueja deve ser evitado por mulheres
gravidas e pacientes submetidos a tratamento médico com problemas de
pressado arterial (ANVISA, 2011). Estes estudos enfatizam a necessidade de
ampliar o conhecimento sobre a forma de como estas plantas medicinais tém
sido usadas tanto para confirmar o valor do seu uso tradicional, mas também
para garantir a utilizagcdo segura no futuro.

Quimicamente, foram estudadas cerca de 16 espécies de Baccharis L.
Secdo Caulopterae DC. Séo elas: B. articulata (Lam.) Pers. (heterotipico
Baccharis gaudichaudiana DC.), B. gaudichaudiana DC. (Syn.: Baccharis
articulata var. gaudichaudiana (DC.) Baker), B. crispa Spreng (heterotipico
Baccharis cylindrica (Less.) DC.), B. genistelloides subsp. crispa (Spreng) Joch.
Mull., B. microcephala (Less.) DC., B. milleflora (Less.) DC., B. myriocephala
DC., B. pentaptera (Less.) DC., B. regnelli Sch. Bip. ex Baker, B. sagittalis (Less.)
DC., B. stenocephala Baker, B. trimera (Less.) DC., B. usterii Heering, B.
vincifolia Baker (identificada como B. vincaefolia- FERRACINI et al., 1995), B.
penningtonii Heering, B. phyteumoides (Less.) DC. (AGOSTINI, et al., 2005; DAI
et al., 1993; DE OLIVEIRA et al., 2003; MORAIS e CASTANHA, 2011; RETTA et
al., 2009; SIMOES-PIRES et al., 2005a, SIMOES-PIRES et al., 2005b). Estes
estudos quimicos apresentam resultados que contribuem na obtencédo de
informacg0des, para que estas carquejas possam ser identificadas e utilizadas com
fins medicinais (ALVES, 2013).

Atualmente, as carquejas identificadas taxonomicamente estéo inseridas
no sistema da Lista de Espécies da Flora do Brasil, e é parte integrante do
Programa Reflora. Este programa conta com atualizacbes periddicas de
informacdes sobre nomenclatura (nomes aceitos vs sindnimos) e distribuicdo
geografica, também inclui informacdes sobre formas de vida, substrato, tipos de
vegetacao entre outros (HEIDEN e SCHNEIDER, 2014). Muitas das carquejas
registradas neste sistema ainda ndo apresentam nenhum tipo de estudo, como
no caso da Baccharis glaziovii Baker. Esta planta apresenta aparéncia similar

guando comparada com a mais estudada, B. trimera.
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3.5.1 Andlise morfoanatbmica de partes vegetativas aéreas de Baccharis secao

Caulopterae

As plantas do género Baccharis secdo Caulopterae apresentam-se
como arbustos ou subarbustos; dioicos. O caule € cilindrico, estriado ou alado,
com alas ou estrias decorrentes no limbo foliar (BARROSO, 1976; BUDEL et al.,
2005; WATANABE, RAMBO, MARQUES, 2005). Apresenta folhas trinervadas
ou peninervadas, as vezes, reduzidas a bracteas inconspicuas. O idumento é
geralmente em tufos, composto por tricomas unisseriados flageliformes e
bisseriados glandulares, raro tricomas em pedestal. Possuem capitulescéncias
sésseis, dispostas em espigas ou racemos terminais e capitulos femininos
cilindricos a campanulados, com muitas flores. O receptaculo é glandular,
desprovidos de paleas, as flores femininas com corola filiforme, de &pice
truncado, breve-ligulado ou ligulado, pappus das flores femininas, unisseriado,
por vezes acrescente, aquénios glabros ou pubérulos, 5-18-costados, com
epiderme papilosa e estriada. Os capitulos masculinos sdo oblongos a
campanulados multifloridos, flores masculinas de corola tubulosa, 5-lobada,
estigma de ramas lanceoladas aderidas ou néo, pappus das flores masculinas
com cerdas crespas, espessadas no apice (HEIDEN, IGANCI e MACIAS, 2009).

Estudos da morfologia polinica em quatro espécies do género Baccharis
foram realizados por Figueiredo e Nogueira (1981) e identificaram na espécie B.
microcephala o poélen na forma esférica, enquanto que nas espécies B. articulata,
B. milleflora DC. e B. myriocephala apresentaram grdos de pélen na forma
oblato-esferoidal. Entretanto, todas inseridas na classe subesferoidal.

Estudo macro e microscopicos foram realizados com amostras de B.
articulata por Siqueira, Alice e Thiesen (1988) e concluiram que os ramos
apresentam alas articuladas com extremidades arredondadas e coloracdo
acinzentada, nas regides do mesofilo e nervura central destas alas encontraram
cristais prismaticos de oxalato de célcio, drusas e réafides. Tricomas glandulares
ocorrem em depressfes e contém esséncia. Na analise fitoquimica evidenciaram
a presenca de flavonoides, glicosideos cardiotdnicos e taninos.

Estudo realizado por Jorge, Pereira e Silva (1991), identificaram
histologicamente Orgaos fotossintetizantes presentes em algumas espécies

brasileiras de Asteraceae de emprego medicinal, entre elas B. trimera.
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Cortadi e colaboradores (1999) estudaram as caracteristicas
morfoanatdmicas dos caules alados e dos 6rgdos vegetativos de Baccharis
articulata, B. crispa e B. trimera e concluiram que estes parametros podem ser
utilizadas no controle de qualidade desses vegetais fragmentados ou inteiros.

Gianello e colaboradores (2000) estudaram os caracteres anatdomicos e
composicao fitoquimica de extratos e 0leos essenciais de Baccharis articulata,
B. crispa e B trimera. As trés espécies de carquejas se diferenciaram pelo
namero e indice de estdmatos, que segundo os autores podem ser usados no
controle de qualidade de produtos fitoterapicos reduzidos a po.

Baccharis articulata foi analisada sob os aspectos morfo-histolégicos e
fitoquimicos por Ortins e Akisue (2000), que determinaram as constantes fisicas
e analises cromatograficas da planta visando o controle de qualidade.

Budel e colaboradores (2003) analisaram o0s caracteres macro e
microscopicos de quatro espécies de Baccharis (B. articulata, B. cylindrica, B.
gaudichaudiana — heterotipico de B. articulata (Lam.) Pers. e B. trimera) com o
objetivo de colaborar com a andlise dessas plantas e complementar o
conhecimento taxonémico. Concluiram que os aspectos encontrados coincidem
com as caracteristicas descritas para o grupo Trimera, conforme classificacédo
de De Candolle (1836) e Barroso (1976).

Estudos morfoanatomicos realizados por Budel, Duarte e Santos (2004)
em B. cylindrica, pertencente ao grupo Trimera, encontraram presenca de caule
trialado, estbmato anomocitico, tricomas tectores e glandulares, dutos
secretores e cristais de oxalato de calcio.

Budel e colaboradores (2005) realizaram estudos botanicos e de
controle de qualidade de espécies de Baccharis conhecidas como carquejas, e
a espécie mais estudada, é B. trimera seguida de B. articulata, utilizadas na
medicina popular como diuréticas e estomaquicas.

B. sagittalis (Less.) DC. e B. triangularis do centro-oeste argentino, foram
objeto de estudos farmacogndsticos, farmacobotanicos e fitoquimicos por
Petenatti e colaboradores (2007) a fim de caracterizar estas plantas, contribuindo
na diferenciacéo e no controle de qualidade.

Estudos de controle de qualidade foram realizados em amostras de B.

trimera comercializadas em Curitiba e Regido Metropolitana por Ferrante e
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colaboradores (2007). As analises macroscépicos e microscopicos evidenciaram
contaminacgao por outras espécies de plantas, fungos e pequenos insetos.

Estudo morfologico com 38 espécies de Baccharis usada na medicina
tradicional foi realizado por Freire e colaboradores (2007) para fornecer
caracteres epidérmicos com a finalidade de contribuir para o conhecimento do
género. O estudo revelou que existem diferentes tipos de tricomas e estomatos,
0s quais podem ser utilizados para diferenciar espécies similares como B. trimera
e B. articulata.

Rodriguez, Gattuso e Gattuso (2008) analisaram 0s caracteres exo e
endomorfolégicos das espécies de B. crispa e B. trimera. Concluiram que os
caracteres micromorfolégicos diacriticos qualitativos e quantitativos forneceram
informacgdes relevantes para caracterizacao e diferenciacédo entre B. crispa e B.
trimera.

Analises da morfologia externa e anatomia dos caules alados de B.
trimera e B. microcephala foram realizadas por Budel e Duarte (2009). Os
cladédios de B. microcephala apresentam alas mais estreitas em comparacao
com B. trimera. Os tricomas tectores em B. microcephala terminam em ponta
alongada e afilada e em B. trimera na forma de T. A presenca dos cristais de
oxalato de calcio na forma piramidal em B. microcephala e prismaticos de
diferentes tamanhos em B. trimera. Concluiram que as caracteristicas
morfoanatdmicas apresentadas fornecem subsidios para auxiliar na
diferenciacdo, caracterizacdo e controle de qualidade dessas espécies.

Os caracteres macro e microscépicos dos 6rgaos vegetativos aéreos de
Baccharis usterii Heering (carqueja) foram estudados por Budel e Duarte (2010).
Macroscopicamente, verificou-se caule trialado, aos quais se inserem pequenas
folhas. As alas e as folhas apresentaram-se semelhantes com presenca de dutos
secretores e tricomas glandulares.

A caracterizacdo de trés espécies de Baccharis sect. Caulopterae
(B.gaudichaudiana - heterotipico de B. articulata (Lam.) Pers., B. articulata e B.
trimera) através de estudos morfoanatdbmicos realizados por Rodriguez e
colaboradores (2010), apresentaram discordancia quanto a diferenciacdo entre
as especies.

Estudos farmacogndsticos em Baccharis milleflora DC. foram realizados

por Pereira e colaboradores (2014) e compararam as caracteristicas descritas
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para o grupo Trimera. As andlises revelaram presenca de caule trialado,
estdmatos actinocitico e anomocitico, tricomas tectores flageliformes com
células da base que se alargam em direcdo ao 4pice, tricomas glandulares
bisseriados e ductos secretores.

Estudo farmacobotanico de Baccharis pentaptera foi realizado por Budel
e colaboradores (2015) e observaram cladodio trialado com arranjo irregular,
epiderme unisseriada, parénquima palicadico em ambos os lados da epiderme,
parénquima esponjoso atravessado por feixes vasculares menores na regiao
central, presenca de tricomas tectores e cristais prismaticos e estiloides na zona
perimedular.

A morfologia externa e o tipo de tricomas sdo as caracteristicas que se
apresentam mais relevantes na identificacdo e diferenciacdo das espécies do

género Baccharis.

3.5.2 Quimica dos 6leos essenciais de Baccharis se¢cdo Caulopterae

As espécies de plantas pertencentes ao género Baccharis secéo
Caulopterae séo didicas e revelaram aspectos que determinam a qualidade
nutricional em relacao aos insetos herbivoros (FERRACINI et al., 1995). Alguns
estudos quimicos dos 6leos volateis tém demonstrado diferencas discretas no
metabolismo secundario de espécimes masculinos e femininos o que
possivelmente aponta certa preferéncia dos insetos herbivoros por ramos
masculinos. Outro estudo realizado por observacdes de campo demonstrou que
plantas masculinas apresentam ramos maiores e menor numero de
inflorescéncias do que plantas femininas, apresentando uma interrelagéo de
efeito em espécimes masculino e feminino via meio ambiente (CARNEIRO et al.,
2006; LAGO et al., 2008b). A presenca de componentes volateis nestas plantas
desempenha um fator ecologico importante, especialmente na atragdo de
insetos polinizadores e na defesa contra insetos herbivoros e, frequentemente,
apresentam composi¢cdes complexas que podem conter cerca de 100
compostos. Estes constituintes podem pertencer as mais diversas classes de
compostos, sendo o0s terpenos e os fenilpropanoides os mais comumente

encontrados.
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Estéo catalogadas no Brasil cerca de 32 espécies pertencentes a secao
Caulopterae (HEIDEN, IGANCI e MACIAS, 2009; HEIDEN e SCHNEIDER, 2011,
HEIDEN, BAUMGRATZ e ESTEVES, 2012; HEIDEN e SCHNEIDER, 2014;
SCHNEIDER, HEIDEN e BOLDRINI, 2009, 2011). Destas, 13 espécies tiveram
seus Oleos essenciais estudados, sendo cinco 0 nimero das espécies mais
exploradas, as quais, foram coletas em diferentes locais do Sul do Brasil. S&o
elas, B. articulata (Lam.) Pers. (AGOSTINI et al., 2005; GIANELLO et al., 2000;
SIMIONATTO et al., 2008; SIMOES-PIRES et al., 2005a; TONN, GIANELLO e
GUIDUGLI, 1987; ZUNINO et al., 1998; ZUNINO et al., 2004), B. crispa Spreng.
(GIANELLO et al., 2000; SIMOES-PIRES et al., 2005a; TONN, GIANELLO e
GUIDUGLI, 1987; ZUNINO et al., 1997), B. genistelloides (Lam.) Pers. (BAUER
et al., 1978; CHIALVA e DOGLIA, 1990; NAVES, 1959), B. trimera (BESTEN et
al., 2013; DE FERRANTE et al., 2007; GIANELLO et al., 2000; LAGO et al.,
2008a; LAGO et al., 2008b; SILVA et al., 2007; SIMOES-PIRES et al., 2005a) e
B. myriocephala DC. (FERRACINI et al., 1995; QUEIROGA et al.,, 1996;
SIMOES-PIRES et al., 2005a).

Existem oito relatos na literatura que analisaram separadamente a
composicdo quimica dos Oleos volateis das partes aéreas dos espécimes
masculinos e femininos de Baccharis sendo que, muitos sdo de Baccharis que
nao pertencem a secdo Caulopterae (BAILAC et al., 2001; BESTEN et al., 2012;
BESTEN et al., 2013; FERRACINI et al., 1995; LAGO et al., 2008b; MENDES et
al., 2008; PRADO et al., 2003; ZUNINO et al., 2004). Estes estudos descrevem
os Oleos obtidos de folhas, cladddios e inflorescéncias separadamente, outros
estudos especificaram apenas como partes aéreas. O estudo de Ferracini e
colaboradores (1995) analisaram os Oleos de inflorescéncias masculino e
feminino de B. dracunculifolia Sect. Discolores, verificando a razdo de
monoterpenos/sesquiterpenos durante o periodo de um dia ensolarado, mas néo
caracterizou os principais componentes dos 6leos. Este estudo foi realizado com
sete espécies de Baccharis (B. caprariaefolia, B. dracunculifolia, B. erioclada, B.
myriocephala, B. tridentata e B. vincaefolia) encontradas no cerrado brasileiro.
Apenas B. myriocephala e B. vincaefolia pertencem a se¢céo Caulopterae e nao
foi caracterizado o 6leo essencial de macho e fémea separadamente. Os Oleos
essenciais das partes aéreas foram obtidos por hidrodestilacdo e examinado por

CG/EM. Os principais constituintes de B. myriocephala foram &-cadineno
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(9,44%), espatulenol (9,44%), (E)-nerolidol (9,01%), e de B. vincaefolia &-
cadineno (8,88%), B-cariofileno (8,66%) e y-cadineno (6,5%) (FERRACINI et al.,
1995).

O oOleo essencial de Baccharis coridifolia DC. (Se¢édo Coridifoliae —
GIULIANO e FREIRE, 2011), obtido por hidrodestilacdo das partes aéreas em
florescimento-frutificagéo da planta feminina, foram analisados por CG (indice de
retencdo) e CG/EM. As andlises revelaram a presenca de 29 compostos,
correspondendo 89,2%, dos quais isocariofileno (34,3%), B-cariofileno (10,8%),
oxido de cariofileno (9,8%) e p-selineno (8,2%) foram os principais componentes
(BAILAC et al., 2001).

Em estudo realizado das partes aéreas floridas masculinas e femininas
de B. tandilensis Spreng. (Syn. B. dracunculifolia, Se¢édo Discolores segundo
GIULIANO e FREIRE, 2011), foram identificados por CG/EM aproximadamente
90% dos constituintes, sendo que 0s principais compostos detectados foram em
plantas masculinas e femininas: B-pineno (33,1% e 30,0%), a-pineno (7,4% e
4,5%), limoneno (3,7% e 12,3%), B-cariofileno (1,7% e 0,8%), espatulenol (7,0%
e 8,4%), biciclogermacreno (4,0% e 3,2%) e viridiflorol (15,8% e 17,0%),
respectivamente (PRADO et al., 2003).

Nos Oleos essenciais das folhas de espécimes femininos e masculinos
de B. articulata (Secdo Caulopterae) coletadas em Cérdoba, Argentina, 0s
principais componentes dos 6leos da planta feminina foram: B-pineno (14,7%),
espatulenol (27,3%) e E-nerolidol (10,1%); e para a planta masculina:
espatulenol (30,3%), B-cariofileno (9,5%), biciclogermacreno (8,9%) e E-
nerolidol (8,1%). As razdes para as diferencas encontradas nas composi¢coes
mencionadas podem estar relacionadas a questbes de odor, desempenhando
um papel importante na atracéo de insetos polinizadores (ZUNINO et al., 2004).

Segundo Lago e colaboradores (2008b), foram identificados 37
compostos nos oleos essenciais dos ramos inteiros frescos e floridos de B.
trimera (Secéao Caulopterae) correspondendo aproximadamente 90% do total do
Oleo. Sesquiterpenos foram os principais derivados e nove compostos (B-
elemeno, (E)-cariofileno, aromadendreno, biciclogermacreno, ©&-cadineno,
germacreno-B, o6xido de cariofileno, epi-a-muurolol e a-cadinol) foram
encontrados nas amostras. No 6leo do espécime feminino, foram identificados

23 compostos, os principais foram (E)-cariofileno (16,1%), a-cadineno (11,6%),
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a-cadinol (8,5%), oxido de cariofileno (7,5%) e biciclogermacreno (7,8%). Dos 25
compostos identificados para o espécime masculino, 0s compostos majoritarios
foram: (E)-cariofileno (10,2%), a-humuleno (20,3%), germacreno D (12,9%),
germacreno A (7,8%), mirceno (6,6%), 6xido de cariofileno (6,1%).

Estudo realizado com os 0leos essenciais das folhas de espécimes
femininos e masculinos de B. semiserrata (Secdo Nitidae) coletadas no estado
do Paran4, apresentaram baixo conteudo em monoterpenos e 0s sesquiterpenos
majoritarios para espécime masculino e espécime feminino foram espatulenol
(50,75%-42,65%), aromadendreno (9,61-2,33%), a-muuroleno (8,88-2,38%) e &-
cadineno (9,52-3,93%), respectivamente (MENDES et al., 2008).

Os 6leos essenciais das folhas de espécimes masculinos e femininos de
cinco espécies do género Baccharis: B. caprariaefolia, B. dracunculifolia, B.
semiserrata var. elaegnoides, B. coridifolia e B. pentaptera (Se¢ao Caulopterae)
foram coletadas no Segundo Planalto do Parana, foram estudadas quanto as
suas composi¢des quimicas. Os principais componentes para os 6leos da planta
feminina de B. pentaptera espatulenol (43,6%), 6xido de cariofileno (9,2%), a-
cadinol (7,6%) e para masculino: espatulenol (48,4%), 6xido de cariofileno
(18,6%), B-cariofileno (3,8%). Além de ter demonstrado grande similaridade
entre 6leos essenciais de espécimes masculinas e femininas das cinco espécies
estudadas, também todas apresentaram baixos niveis de monoterpenos
oxigenados (BESTEN et al., 2012).

Andlises por CG/EM e CG/DIC dos oOleos volateis de cladodios e
inflorescéncias de B. trimera masculinos e femininos, foram coletados nos
estados do Parana e Santa Catarina, Brasil. Mostrou que o acetato de carquejila
foi o componente volatil majoritario para cladédios em amostras de planta
masculina e feminina (73,3 e 73,5%) e para inflorescéncias masculina e feminina
(51,1 e 45,6%), respectivamente. Os dados foram submetidos a analise de
agrupamento hierarquico e de componentes principais, confirmou que as
composic¢des quimicas de todas as amostras foram semelhantes. Estes dados
corroboram com a ocorréncia de quimiotipos nos trés estados do sul do Brasil,
sendo o composto acetato de carquejila o principal marcador quimico da B.
trimera (BESTEN et al., 2013).

O numero de espécies de Baccharis com 0Oleos essenciais estudados

pode ser ainda menor, ja que alguns binbmios botanicos sao considerados
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sinbnimos. Um dos casos de sinonimia mais importantes em discussdo na
literatura botanica brasileira, trata-se da carqueja B. trimera, pela importancia
sécio-econdmica que esta espécie desempenha no Brasil (BARROSO, 1976;
CUATRECASAS, 1967; GIULIANO, 2001; SIMOES-PIRES et al., 2005a,b). A
questdo sobre a sinonimia botanica da carqueja B. trimera continua em aberto,
com evidente prejuizo para a qualidade dos produtos farmacéuticos industriais
preparados com base nesta espécie vegetal. Nos primeiros trabalhos cientificos
sobre o Oleo essencial da carqueja brasileira, a espécie foi identificada como B.
genistelloides, encontrando-se carquejol e/ou acetato de carquejila  como
principal componente e de ocorréncia restrita a espécie B. trimera (BAUER et al.,
1978; CHIALVA e DOGLIA, 1990; HENNING et al., 2011; NAVES et al., 1959).
Mais recentemente, analises de Oleos de B. trimera coletada em vérios locais do
estado do Rio Grande do Sul também apresentaram acetato de carquejila
(SIMOES-PIRES et al., 2005a; VARGAS et al., 2006) o que ndo ocorre com o
material botanico coletado ou cultivado nas regides Sudeste e Centro-Oeste do
Brasil (LAGO et al., 2008a; LAGO et al., 2008b; SILVA et al., 2007). O 6leo
essencial de B. trimera tem aplicacbes terapéuticas, como digestivo, anti-
reumatica atribuida aos compostos carquejol e ao acetato de carquejila. Ele
também é usado em casos de diarréia, problemas hepéticos e do estbmago (DE
FERRANTE et al., 2007; SILVA JUNIOR, 1997).

Analisando os dados disponiveis na literatura, torna-se evidente a
necessidade de mais estudos quimicos sobre os 6leos essenciais produzidos
por espécies do género Baccharis Sect. Caulopterae, cuja caracteristica
marcante é o relacionamento intenso com inUmeros seres vivos, especialmente
insetos (FAGUNDES et al., 2005; DAMASCENO et al., 2010; ROSSO, MAIER e

BERTONI, 2000), como no caso da planta em estudo.
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3.6 Baccharis glaziovii BAKER

Baker (1882) descreveu B. glaziovii com base em dois exemplos, mas
ambos apresentavam capitulos imaturos (Glaziou 5900 e Glaziou 4838). O
epiteto homenageia Auguste Francois Marie Glaziou (1828-1906), coletor da
espécie.

A espécie de B. glaziovii (FIGURA 3), conhecida como carqueja ou
carqueja-arbustinho, pertence a sec¢do Caulopterae, é um arbusto nativo do
Brasil, com até 2,5 m de altura. Apresenta caule trialado chamado cladédio, e
pequenas folhas e inflorescéncias masculinas e femininas em plantas separadas
(BARROSO, 1976; BARROSO e BUENO, 2002; FARMACOPEIA BRASILEIRA
52 ed., 2010). Cresce no leste do Paraguai, Brasil e sudeste da Argentina. No
Brasil, ocorre nas Regides Sul (PR, SC, RS), Sudeste (MG, RJ, SP) e Centro-
oeste (MS), no Bioma Floresta Atlantica, formando populacdes esparsas, com
individuos arbustivos apoiantes ou escandentes, tem seu desenvolvimento, em
ambientes sombreados nas bordas de florestas altimontanas, ou densas, com
espécimes arbustivos eretos em bordas de matas nebulares e em campos de
altitude, prefere locais com umidade, como vertentes e brejos, ou encostas
(HEIDEN, IGANCI e MACIAS, 2009; HEIDEN, BAUMGRATZ e ESTEVES,
2012).

Floresce de junho a marco, com pico de floracdo entre setembro e
dezembro, frutificando em seguida. O limbo foliar apresenta-se desenvolvido em
individuos jovens e estéreis, havendo redu¢cao com o desenvolvimento da planta.
Em alguns casos, chega a reduzir-se em escamas nos ramos reprodutivos
(HEIDEN, IGANCI e MACIAS, 2009; HEIDEN, BAUMGRATZ e ESTEVES, 2012;
HEIDEN e SCHNEIDER, 2014).

Baccharis glaziovii foi avaliada quanto ao estado de conservacao
conforme os critérios da lista vermelha das espécies ameacgadas de extingdo
(IUCN, 2014). Esta espécie foi incluida na categoria “Quase Ameacada”. Embora
esta espécie cresca densamente, ela restringe a poucas localidades ou ocorrem
em areas limitadas, e que algum impacto adverso poderia causar a extingao de

populacdes isoladas sem possibilidade de regeneracéao.
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FIGURA 3 - Baccharis glaziovii. A) INFLORESCENCIAS FEMININAS, B) INFLORESCENCIAS
MASCULINAS

FONTE: O autor (2012).

Até o presente momento, ndo ha relato de investigacdo realizada com
esta espécie. Porém, de acordo com estudos de outras espécies do mesmo
género, substancias importantes farmacologicamente tém sido isoladas, o que
justifica o interesse na investigacdo quimica, morfoanatémica e bioldgica desta
espécie. Considerando a categoria na qual a espécie esta situada, buscou-se o
manejo adequado para que nenhum fator afetasse negativamente a qualidade

de desenvolvimento de seu habitat.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SUPORTE PARA CROMATOGRAFIA

- Cromatografia por adsorcdo em coluna (CCA): Os fracionamentos
cromatograficos foram realizados em coluna de vidro, utilizando como fase
estacionaria silica gel 60 com particulas entre 0,063-0,200 mm (70-230 mesh
ASTM) da Merck. O comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo
com as quantidades de amostras a serem cromatografadas (MATOS, 1997).

- Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA): As analises em
camada delgada analitica foram realizadas em cromatofolhas Merck, silica gel
60, com indicador de fluorescéncia F2s4, com suporte em aluminio e 0,2 mm de
espessura.

- Cromatografia por excluséo: Foi realizada utilizando como suporte
Sephadex LH-20, da GE Healthcare Bio-Sciences AB.

- Reveladores: As manchas foram visualidades por fluorescéncia em luz
ultravioleta 254 e 365 nm, e em seguida, como revelador cromatografico foi
usado FeCls (5% em MeOH) para compostos fenélicos e H2SO4/MeOH (1:1)
seguido de aquecimento a 100°C para revelar substancias organicas em geral.

4.2 REAGENTES E EQUIPAMENTOS

- Solventes: Os solventes P.A. (hexano, diclorometano, acetato de etila,
metanol) utilizados nas preparacdes dos extratos e nos fracionamentos
passaram pelo processo de destilacdo, para a retirada de impurezas.

- Microscopia oOptica e eletronica de varredura: As fotomicrografias
foram realizadas no microscopio foténico Olympus CX 31, acoplado a unidade C
7070. As analises foram realizadas no Laboratério de Farmacognosia, do
Departamento de Farmacia, da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Foi
realizada a analise estrutural de superficie por microscopia eletronica de
varredura (MEV) (SOUZA, 1998) em alto vacuo. Para tal procedimento, as
amostras foram fixadas em FAA 70 que compde-se de formalina, acido acético
e alcool etilico 70°, desidratadas em série etandlica crescente e pelo ponto critico
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no equipamento Balzers CPD 030 e, ap0s montagem em suporte, submetidas a
metalizagdo com ouro no aparelho Balzers Sputlering SCD 030. As
eletromicrografias foram realizadas no microscépio eletrénico de varredura Jeol
JSM 6360 LV, no Centro de Microscopia Eletronica, da Universidade Federal do
Parana.

- Cromatografia a gas (CG): As analises qualitativas das amostras foram
realizadas em um cromatégrafo a gas hifenado a um espectrémetro de massas
CG-EM (Shimadzu, modelo QP5050A), equipado com um autoinjetor AOC-20i
(Shimadzu). As condi¢cdes de analise foram: coluna capilar de silica fundida
Agilent J&W GC Columns RTX-5SilMS (30 m X 0,25 mm d.i, 0,25 pum d.p.)
composta por 5%-fenil-95%-dimetilpolisilioxano; gas de arraste hélio (99,999%)
com fluxo constante de 52,2 mL.min"t; temperatura programada mantendo 40 °C
por 4 min, seguida de um aumento de 4 °C.min! até atingir a temperatura de
240°C, com posterior aumento de 10 °C.min! até atingir a temperatura de 280 °C,
a qual se manteve por 2 min. O volume de injecdo foi de 1,0 pL da amostra
solubilizada em diclorometano com taxa de concentracdo de 1,0:50; a
temperatura do injetor e detector foi de 250 °C e 280 °C, respectivamente; para
a obtencéo dos espectros de massa foi utilizado um detector de captura ibnica
operando por impacto eletrénico e energia de impacto de 70 eV com um intervalo
de 0,5 s e fragmentos de 41 a 550 Da, totalizando em uma corrida de 60,0 min.
Os indices de retencao foram obtidos com uma solucdo padrdao de n-alcanos
(C8-C18). Componentes de 6leo essencial foram identificados por comparacéo
dos tempos de retencao (RT) dos picos de CG e espectro de massas (EM) com
a literatura da biblioteca NIST (National Institute of Standards and Technology)
e por Adams (2007).

As analises quantitativas dos constituintes volateis presentes nos 6leos
essenciais foram realizadas em um cromatografo gasoso equipado com detector
de ionizacdo de chamas (CG-DIC), utilizando um equipamento Shimadzu GC-
17A. A separacdo dos compostos foi conseguida empregando uma coluna
capilar de silica fundida ZB-5MS (30,0 m x 0,25 mm d.i. X 0,25 ym d.p.)
revestidas com 5% de fenil-arileno-95%-dimetilpolisiloxano. O gas hélio foi usado
como gas de arraste com vazao de 1,0 mL.min1. O programa de temperatura da
coluna foi de 40 °C.4 min'l, a uma taxa de 4 °C.min! até 240 °C, em seguida a
10°C.mint até 280 °C, e a 280 °C.2mint. As temperaturas do injetor e do
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detector foi de 250 °C e 280 °C, respectivamente. As amostras (10 mg.mL* em
CH2Cl2) foram injetados o volume de injecéo de 1,0 pL com uma razédo de 1:50
de separacio. indices de retencéo foram gerados com uma solucéo padréo de
n-alcanos (C8-C18). As areas de pico e tempos de retencédo foram medidos por
um integrador electrénico. As quantidades relativas de compostos individuais
foram calculados a partir de areas de pico do sem a corre¢do do fator de resposta
do DIC.

- Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Os espectros de ressonancia
magnética nuclear 1D e 2D foram registrados no aparelho Brucker de 400 e
600 MHz operando a 14,1 Tesla (T). Os experimentos foram realizados no centro
de RMN da UFPR no Departamento de Quimica. Foram utilizados cerca de 10 a
20 mg de amostras solubilizadas em 600 pL de solvente deuterado conforme a
polaridade das substancias, como: cloroférmio deuterado (CDCIs), metanol
deuterado (CD3OD) e a misturas destes, agua deuterada (D20) e dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-de), utilizando o tetrametilsilano (TMS) como padrdo de
referéncia interna (& = 0 ppm). Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos
em ppm e as constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz).
Os espectros foram adquiridos no software TopSpin 3.1.® e utilizando o
programa FOMSC3_rmn® para simular as multiplicidades dos acoplamentos.

- Espectrometria de Massas (EM): Os espectros de massas foram obtidos
por infuséo direta por espectrometria de massas (DIMS) nos equipamentos:

- LRMS, Thermo Scientific LTQ XL lon Trap Mass Spectrometer,
equipado com fonte de ionizagao do tipo ESI. Voltagem do capilar (IS, +/-): 5/ -
4,5 kV, temp. 250-280 °C, gas de nebulizacdo: 8 psi, gas auxiliar: 2 psi e
voltagens da lente: 70-110 V. Os experimentos foram realizados no laboratério
de massas do Departamento de Quimica da UFPR.

- HRMS, Thermo Scientific LTQ Orbitrap Velos, equipado com fonte de
ionizagao do tipo ESI. Voltagem do capilar (IS, - ): - 3 kV, temperatura 250 °C,
gas de nebulizagéo: 20 psi e voltagens da lente: 110 V. Os experimentos foram
realizados no Departamento de Bioquimica da UFPR.

Os espectros foram obitdos nos modos negativo e positivo, conforme a
ionizacao da molécula, utilizando como solventes o metanol com e sem formiato

de aménia para o modo negativo e no modo positivo metanol com e sem acido
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férmico. As solucdes das amostras variaram de concentracdo, para as fracoes
de 0,01-0,1 pg.mL* e para os extratos 0,1-0,5 pug.mL™.

Para a aquisicdo e andlise de dados foi utilizado o software Thermo
Xcalibur Qual Browser 2.1® para LRMS e para HRMS Data Analysis Viewer 4.1°,
A faixa de aquisigdo utilizada foi de m/z 100-1000.

4.3 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA

O projeto foi submetido ao CNPq para solicitar a autorizacdo de acesso
e de remessa de amostra de componente de Patrimbnio Genético (CGEN), ao
qual foi registrado sob o numero: 010304/2013-4, também foi submetido a uma
autorizacdo para atividade com finalidade cientifica (SISBIO) sob o nuamero:
39124-2. As partes aéreas de Baccharis glaziovii Baker foram coletadas em
novembro de 2012, no Sitio do Sr. Vitor Jasinski, na Colénia Dulcio proximo a
cidade de Mallet, Parana — Brasil, cujas as coordenadas foram 25°48°26.99” L e
50°52'54.91” O, altitude de 881 m.

A identificacdo botanica do material foi realizada pelo botanico Osmar
dos Santos Ribas, tendo sido depositadas amostras de cada espécime no
Herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba (MBM), da Universidade
Federal do Parana, Curitiba, PR, sob os niumeros de vouchers MBM381048-
Feminino e MBM381049-Masculino. Foram enviadas também amostras de cada
espécime para outros dois herbarios. No Herbario da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (ICN), a identificacdo botanica foi realizada pelo Dr. Nelson
Ivo Matzenbacker, tendo sido depositadas sob os numeros de vouchers
ICN191190-Feminino e ICN191189-Masculino e no Herbario do Departamento
de Botanica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (RBR) a
identificacdo botanica foi realizada pelo especialista Dr. Gustavo Heiden, tendo
sido depositadas sob o0s numeros de vouchers RBR35685-Feminino e
RBR35686-Masculino.
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4.4 ESTUDO MORFOANATOMICO

As pesquisas referentes aos caracteres morfoanatdbmicos foram
efetuadas com folhas e caules de Baccharis glaziovii, a partir de 5 cm do apice
da planta. O material vegetal foi fixado em FAA 70 (JOHANSEN, 1940) e
estocado em etanol a 70% (v/v) (BERLYN e MIKSCHE, 1976). O trabalho foi
desenvolvido no Laboratério de Farmacognosia, do Departamento de Farmacia,
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) sob orientacao e supervisao
da Profa. Dra. Rosi Zanoni da Silva e da Profa. Dra. Jane Manfron Budel. Para
a descri¢cdo morfologica foi utilizada a obra de Barroso (1976) e Barroso e Bueno
(2002) e para a classificagdo dos estomatos foram utilizadas as categorias gerais
descritas por Metcalfe e Chalk (1950).

4.4.1 Laminas semipermanentes

Foram preparadas laminas semipermanentes com o material seccionado
nos sentidos transversal e longitudinal, a méao livre, submetido a coloracéo azul
de Astra e fucsina basica (ROESER, 1972) ou de azul de toluidina (O’'BRIEN,
FEDER e McCULLY, 1964). As laminas foram montadas com glicerina diluida a
50% (v/v) (BERLYN e MIKSCHE, 1976) e para a lutagem foi utilizado esmalte
incolor. As analises foram realizadas no Laboratério de Farmacognosia, do

Departamento de Farmacia, da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

4.4.2 Testes microquimicos

Para os testes microquimicos foram feitas secc¢des tranversais a mao
livre do material fixado. Os reativos empregados foram: floroglucina cloridrica
para verificagcdo da lignina (FOSTER, 1949), Sudan lll para compostos lipofilicos
(SASS, 1951), cloreto férrico para compostos fenolicos (JOHANSEN, 1940),
lugol para amido (BERLYN e MIKSCHE, 1976) e acido sulfarico para verificagdo
da natureza quimica dos cristais (OLIVEIRA e AKISUE, 1997).

Os resultados foram registrados por meio fotomicrografias no

microscoépio fotébnico Olympus CX 31, acoplado a unidade C 7070. As analises
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foram realizadas no Laboratério de Farmacognosia, do Departamento de

Farmacia, da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

4.4.3 Microscopia eletronica de varredura

Foi realizada a analise ultraestrutural de superficie por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) (SOUZA, 1998) em alto vacuo. Para tal
procedimento, as amostras foram fixadas em FAA 70, desidratadas em série
etandlica crescente e pelo ponto critico no equipamento Balzers CPD 030 e,
apos montagem em suporte, submetidas a metalizagdo com ouro no aparelho
Balzers Sputering SCD 030. As eletromicrografias foram realizadas no
microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM 6360 LV, no Centro de

Microscopia Eletrénica, da Universidade Federal do Parana.

45 SECAGEM E MOAGEM DO MATERIAL BOTANICO

O material botanico coletado foi seco em estufa de ar circulante
aproximadamente 40 °C e depois reduzido a fragmentos, seguido de
pulverizagcdo em moinho de facas para posterior extracao.

46 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A extracdo dos 6leos do material fresco das flores (100 g) e cladodios
(200 g) masculinos e femininos de B. glaziovii, denominados BgFF (Flor
Feminina), BgFM (Flor Masculina), BgCF (Cladédio Feminino) e BgCM
(Cladodio Masculino) foi realizada por hidrodestilagdo em triplicata, diluidos em
1 L de agua destilada, durante 4 h cada, mantendo a temperatura a 100°C,
utilizando um extrator do tipo Clevenger modificado (FIGURA 4). Os dleos
essenciais foram secos sobre sulfato de s6dio anidro e o conteudo percentual foi
calculado com base no peso do material seco da planta. Os 6leos essenciais
foram armazenados em congelador até a analise. A analise quimica dos 6leos
foi realizada na Universidade Federal de Sergipe, sob a responsabilidade do

Prof. Dr. Emmanoel Vilaga Costa.
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FIGURA 4 - APARATO CLEVENGER MODIFICADO

FONTE: O autor (2012).

4.7 OBTENCAO DOS EXTRATOS

As partes aéreas (folhas e cladddios) de B. glaziovii femininos (BgF) e
B. glaziovii masculinos (BgM) foram secas, moidas (1 kg de cada) e maceradas
em etanol (90%) em intervalos de trés dias cada por trés vezes. Os extratos
foram reunidos, concentrados em rotaevaporador a temperatura controlada.
ApOs retirada de todo o alcool o extrato bruto foi liofilizado. Os extratos de BgF
e BgM foram analisados por RMN de 1D e 2D e optou-se por fazer o estudo com
o extrato BgF. O extrato BgF foi suspenso com uma mistura etanol:agua (1:2,
v/v) e, posteriormente, fracionados com solventes de polaridade crescente,
obtendo-se as fracbes em hexano (BgFH), diclorometano (BgFD) e acetato de
etila (BgFAc), sendo que a porcao restante foi denominada de fragdo aquosa
residual (BgFAQ). Todas as fragcdes foram rotaevaporadas e armazenadas em
geladeira, com excecdo da fracdo remanescente BgFAqQ que foi liofilizado.
Todas as fragcdes foram analisadas por RMN de 1D e 2D. Em BgFD foi
identificado nesta fragdo bruta e em mistura a substancia BgF_1, em BgFAc
foram identificados nesta fracdo bruta e em mistura as substancias BgF_2 +

BgF_3 + BgF_4 (ESQUEMA 1).
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O ESQUEMA 1 mostra o fluxograma de obtencdo das fracbes e as

guantidades obtidas dos extratos e fragbes da amostra BgF.

ESQUEMA 1 - OBTENGAO DOS EXTRATOS E FRAGOES

Material vegetal

(BgF)
seco e moido (1 kg)

Extracdo EtOH : H,O (9:1, v/v)

Extrato
hidroalcoolico (BgF)

Particdo

Y

A J

L >

BgFH
11,59

BgF_1

BgFD
10,19

BgFAc
10,99

BgFAq
6,59

FONTE: O autor (2013).

4.7.1 Fracionamento cromatografico

4.7.2 Fracdo BgFD

BgF_2
BgF_3

BgF_4

Uma parte de BgFD (5,0 g) foi inicialmente submetida ao fracionamento

através de uma coluna cromatografica (CC, altura x ¢ = 33 x 3,3 cm) de silica

gel (0,063-0,200 mm, 100 g), eluida com hexano, diclorometano, acetato de etila

e metanol em misturas de polaridades crescentes. Obteve-se 123 fracdes de 25

mL cada, reunidas em 10 grupos (BgFD_1 a BgFD_10) de acordo com os seus

respectivos Rfs e posteriormente analisadas por RMN 1D e 2D, e na fracao bruta,

BgFD_3, foi identificada em mistura a substancia BgF_5, na fracdo bruta

BgFD_6 foi identificada em mistura a substancia BgF_6, e na fragdo bruta
BgFD_7 foi identificada em mistura a substancia BgF_7 (ESQUEMA 2).

O ESQUEMA 2 representa a obtencdo das fracdes pela coluna

cromatografica de BgFD.




ESQUEMA 2 - FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE BGFD

BgFD

(~59)

—Eluicdo com
Hex:CH,Cl;:AcOEt:MeOH
Diferentes proporg¢des (v/v)

4.7.3 Fracgéo BgFAc

Y

BgFD_1

Y

BgFD_2

Y

BgFD_3

Y

BgFD_4

Y

BgFD_5

Y

BgFD_6

A 4

BgF_5
(12,8 mg)

Y

BgFD_7

Y

BgFD_8

Y

BgFD_9

BgF_6
(23 mg)

FONTE: O autor (2013).

Y

BgF_7
(32 mg)
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Uma parte de BgFAc (5,38 g) foi submetida ao fracionamento através

de cromatografia por excluséo, utilizando fase estacionaria Sephadex LH-20

(CC, altura x @ = 75 x 2,7 cm) e fase mével diclorometano, acetato de etila e

metanol em misturas de polaridades crescentes. Foram obtidas 62 fragdes de 25

mL cada, reunidas em 12 grupos (BgFAc_1 a BgFAc_12) de acordo com os

seus respectivos Rfs. As fracdes obtidas foram analisadas por CCDA. Todas as

fracbes foram analisadas por RMN de 1D e 2D, e na fragdo BgFAc_6 foi

identificado em mistura a substancia BgF_8. O ESQUEMA 3 apresenta as

fracOes obtidas pela coluna cromatografica de BgFAc.
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ESQUEMA 3 - FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE BgFAc

BgFAc
(5,38 9)

Y

BgFAc_1

Y

. BgFAc_2
- Eluigdo com CH,Cl,:AcOEt:MeOH

BgFAc_3

Y

Y

BgFAc_4

Y

BgFAc_5

BgF_8
(20,5mg)

Y

BgFAc_6 —p

Y

BgFAc_7

Y

BgFAc_8

Y

BgFAc_9

Y

BgFAc_10

» BgFAc_11

» BgFAc_12

FONTE: O autor (2013).

4.8 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.8.1 Ensaio antimicrobiano

Para os ensaios bioldgicos in vitro frente a bactérias (gram-positivas e
gram-negativas) e leveduras, cepas padréo e de campo, foram utilizados 20 mg
de cada oleo (BgFF, BgFM, BgCF e BgCM) e extratos hidroalcodlicos (BgF e
BgM). As acdes antibacteriana e antifungica foram determinadas pelo método
de difusdo em &gar, realizado através da técnica de pogo em camada dupla e
pelo método de microdiluicdo (CIM) de acordo com as normas internacionais do
manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), (ANVISA, 2013;
ESPINEL-INGROFF et al., 1995; NCCLS, 1993; NCCLS, 1998; OKEKE et al.,
2001; PUJOL et al., 1996; SALVADOR et al., 2003; SALVADOR et al., 2004;
SALVADOR, 2005).
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Para a execucao dos ensaios foram utilizadas bactérias e leveduras,
todas cepas padrdo da American Type Culture Collection (ATCC): bactérias
gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 10538), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853); bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 14458),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Enterococcus faecalis (ATCC
10100), [cultivadas por 24 horas a 37 °C em &gar Muller Hinton (MH)]; leveduras:
utilizadas foram Candida tropicalis (ATCC 157), Candida glabrata (ATCC 30070)
e Candida parapsilosis (ATCC 22019), (cultivadas por 24 horas a 37 °C em agar
Sabouraud dextrose). Todas as cepas foram mantidas como culturas puras no
Laboratdrio de Farmacognosia, Bioensaios e Tecnologia Fitofarmacéutica do
Curso de Farmacia/IB/DFV/UNICAMP.

No plaqueamento para as bactérias, a camada base foi preparada pela
adicdo de 20 mL de meio Muller Hinton (MH), Difco e agar Brain Heart Infusion
agar (Difco)-BHla, em placas de 20 x 150 mm. Apoés a solidificacdo adicionaram-
se 5,0 mL do meio MH, a cerca de 50 °C, inoculado com as cepas padréo
(5x10° UFC.mL') obtendo-se, assim, a camada seed. A seguir foram
confeccionados po¢os com 5,0 mm de diametro. No caso dos fungos, para o
plaqueamento utilizou-se uma mistura contendo 20 mL de &gar base glicosado
concentrado, e 20 mL da solugdo contendo meio RPMI 1640 (Gibco - BRL),
tampdo MOPS, a cerca de 50 °C, inoculados (5x10® UFC.mL™1), com as cepas
de leveduras em placas de 20 x 150 mm. A seguir foram confeccionados poc¢os
com 5,0 mm de diametro.

Em cada poco foram aplicados 20 pL das solugbes controle (positivo e
negativo) e amostras-teste, solugdes estas preparadas em propilenoglicol/RPMI-
1640 (1:19, v/iv) nas concentracbes de 5,00 mg.mL? para os extratos
hidroalcodlicos (BgF e BgM) e 1,0 mg.mL?! para os 6leos essenciais (BgFF,
BgFM, BgCF e BgCM). Como controle positivo foram utilizados cloranfenicol
(0,20 Ul.mL™) para as bactérias e cetoconazol (100,0 pg.mL1) para os fungos e
como controles negativos propilenoglicol/RPMI-1640 esterilizado (1:19, v/v).
Para as amostras-teste que se mostraram ativas na triagem inicial procedeu-se
a determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), de acordo com a
metodologia preconizada pela Anvisa (2013) e Salvador e colaboradores (2004).
Foi considerada como CIM a menor concentracdo, e observou a presenca de
inibicdo de 50% do desenvolvimento microbiano. Em caso de duvida quanto a
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presenca de inibicao total, coletou-se material do po¢o contendo a amostra-teste
e inoculou-se em placas contendo meio Muller Hinton (MH) para a verificacao se
o efeito era biocida ou néo.

As placas-testes do método de difusdo foram mantidas a temperatura
ambiente por cerca de 2 horas, padronizando-se este tempo para a difuséo das
amostras-teste. As placas contendo as amostras-teste foram incubadas a 37°C
por cerca de 24 a 48 horas para as bactérias e leveduras, respectivamente.
Decorrido o periodo de incubacéo, as zonas de inibicdo do desenvolvimento
microbiano foram mensuradas em termos de diametro (halo) e aro da borda do
poco a inicio do desenvolvimento em milimetros na triagem inicial e CIM em
pug.mL?t. Os experimentos foram realizados em duplicata, para cada cepa

indicadora utilizada.

4.8.2 Ensaio anti-inflamatoério in vitro

A avaliagcdo da atividade anti-inflamatéria in vitro dos extratos
hidroalcoolicos (BgF e BgM) foi realizada utilizando, para triagem das amostras,
o método de desnaturacdo de albumina soro bovino (BSA), de acordo com
MIZUSHIMA e KOBAYASHI (1968), com modificagbes. Este experimento esté
baseado na capacidade do extrato inibir a desnaturacdo da proteina (BSA),
sendo a desnaturacédo de proteinas de tecido uma das causas de inflamacdo em
doencas inflamatorias e artriticas (BHASKAR e MOHITE, 2010; CHOPADE et
al., 2012).

Para tanto, 1,0 mg dos extratos brutos foram dissolvidos em 20 pL de
DMSO e 980 pyL de tampao fosfato (pH 7,0), obtendo-se uma solucdo de
amostra-teste de 1,0 mg.mL?. A solugdo estoque de BSA 10% foi obtida
adicionando 10 pg de BSA em 100 mL de tampéo fosfato (pH 7,0). Os
experimentos foram realizados em placas de microtitulacdo de 96 pocos, onde
as amostras-teste foram analisadas nas concentracdes finais de 400, 200, 100,
50, 25 e 12,5 pg.mL*. O controle negativo foi obtido utilizando-se 20 pL de agua
destilada associado a 180 pL de solucdo BSA a 10%. O controle positivo foi

obtido utilizando-se 1 mg de diclofenaco de sddio dissolvido em 1000 pL de
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tampao fosfato (pH 7,0) e diluido em varias concentracdes. Todas as amostras
foram analisadas em triplicata.

Apds a montagem da placa, esta foi incubada a 37 °C por 15 min em
uma estufa BOD e depois a desnaturacao proteica foi realizada, mantendo-se a
placa de microtitulacdo a 60 °C em banho maria durante 10 min. Apos cinco
minutos de resfriamento, procedeu-se a leitura da absorbancia das amostras no
A= 660 nm em leitor de microplaca Bio-tek. A percentagem de inibicdo da

desnaturacao proteica foi calculada utilizando a equagao abaixo.

[(Média de absorcdo da amostra teste) — 1] x 100
Média de absorc¢do do controle negativo

% de inibicdo de desnaturacio =

Estes ensaios foram realizados na Universidade Estadual de Campinas

sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcos José Salvador.

4.8.3 Avaliacdo da atividade antitlcera

A avaliacdo da atividade antitlcera in vivo do extrato hidroalcoodlico de
Baccharis glaziovii feminina (BgF) foi realizada de acordo com a literatura de
Ferreira (2005), Glavin e Szabo (1992), Hayden, Thomas e West (1978), Mota e
colaboradores (2008) e Szabo e Brown (1987). Todos os procedimentos
seguiram as recomendac¢des do Conselho Brasileiro de Experimentacao Animal
(COBEA), respeitando a legislacéo vigente e sob a autorizacdo do Comité de
Etica no Uso de Animais (Processo CEUA — 015/2013) da Universidade Estadual
de Ponta Grossa (protocolo n°® 12989/2013).
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4.8.4 Atividade antiproliferativa em formas promastigotas e amastigotas axénica

de Leishmania amazonenses

4.8.4.1 Cultura de parasitos e macréfagos

Promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa
WHOM/BR/75/JOSEFA) foram mantidas e cultivadas em meio Warren (infusdo
de cérebro e coracdo (Difco®) adicionado de hemina e &cido félico), pH 7,2,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB — Gibco) e incubados a 25 °C.

Amastigotas axénicas de L. amazonensis obtidas a partir de cultura de
promastigotas (UEDA-NAKAMURA, ATTIAS e SOUZA, 2001) foram cultivadas
em meio Schneider (Sigma, St Louis, MO, USA), pH 4,5, suplementado com 20%
de SFB e incubados a 32 °C.

Macrofagos de linhagem J774.A1 foram mantidos em meio RPMI1640
(Roswell Park Memorial Institute Medium — Sigma, St Louis, MO, USA), pH 7,

suplementado com 10% de SFB e incubado a 37 °C, em tenséo de 5% de CO..

4.8.4.2 Ensaios antiproliferativos in vitro

A atividade antiproliferativa in vitro contra formas promastigotas e
amastigotas axénicas de Leishmania amazonensis foi realizada utilizando o
mesmo processo. Promastigotas (1x10° parasitas.mL') em fase log de
crescimento (48 h), foram colocadas na presenca de concentracdes crescentes
dos extratos (BgF, BgM) e 6leos essenciais (BgFF, BgFM, BgCF e BgCM),
previamente solubilizados em, no maximo, 1% de DMSO (dimetilsulféxido -
Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) para os extratos e 1% para 0s
compostos isolados. Os ensaios foram realizados em placas estéreis de 24
pocos, em duplicata. O mesmo foi feito com amastigotas axénicas (1x10°
parasitas.mL) em fase log do crescimento (72 h), em placas estéreis de 12
pocos. Apos incubacgdo de 72 h, em 25 e 32°C para promastigotas e amastigotas
axénicas, respectivamente, a contagem de células foi feita em hemocitémetro. A
meédia dos resultados de trés experimentos independentes foram plotados em

um gréfico relacionando concentracdo do composto e porcentagem de inibi¢cao
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do crescimento, para calculo da concentracdo capaz de inibir 50% do
crescimento do parasito em relacdo ao controle (Clso) (BRITTA et al., 2012).
Anfotericina B foi utilizada como controle positivo. Todos experimentos foram

realizados em triplicata.

4.8.4.3 Ensaios de citotoxicidade in vitro

Macréfagos de linhagem J774.A1 (5x10° células.mL™), cultivados em
meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, foram dispensados em
placas de 96 pocos e incubados por 24 h, em tensédo de 5% de COg, a fim de
promover a adesao e multiplicacdo das células no fundo dos pogos. Apoés 24 h
de incubagao foram adicionadas 100 uL das varias concentragdes crescentes
das solucdes dos extratos (BgF, BgM) e oleos essenciais (BgFF, BgFM, BgCF
e BgCM) de B. glaziovii e incubadas por mais 48 h. O crescimento celular foi
avaliado através do método colorimétrico de sulforodamina B previamente
descrito (SKEHAN et al., 1990) com poucas modificacdes. As células foram
fixadas com 50 pL de acido tricloroacético a 10% em temperatura de 4 °C por 1
h, lavadas 5 vezes com agua corrente e secas. Em seguida foram adicionados
50 pL de solugéo de sulforodamina B (0,4% p/v em de acido acético aquoso 1%)
em cada poco e a placa foi incubada por 30 min, em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. O corante foi removido lavando-se os pocos 4 vezes com &cido
acético 1%. Para avaliagédo do crescimento celular foram adicionados 150 uL de
Tris base a 10 mM em cada poco, a fim de determinar a concentracao toxica
para 50% das células em relagédo ao controle (CCso). A placa foi agitada por 15
min e a leitura realizada em espectrofotometro (BIO-TEK Power WaveXS), em

530 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.8.5 Atividade antiproliferativa na forma tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

4.85.1 Parasitos

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas formas amastigotas

e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Y. Formas tripomastigotas foram
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obtidas a partir da puncéo cardiaca de camundongos Balb-c com uma semana
de infeccdo. Os parasitos presentes no sangue foram utilizados para a infecgéo
de células LLCMK2 em crescimento confluente, sendo mantidos em meio
Dulbecco’s Modified Eagle — DMEM (Gibco) a 37 °C e atmosfera umida com 5%
de CO..

4.85.2 Células de mamiferos

Células de linhagem continua VERO (células epiteliais do rim de Macaco
verde) e macréfagos murinos J774.A1 foram mantidas em meios DMEM e RPMI
1640, respectivamente, suplementados com 2 mM de L-glutamina, 10% de SFB,
e tamponado com bicarbonato de sodio, pH 7,6 e mantidos a 37 °C em atmosfera

Umida com 5% de COa2.

4.8.5.3 Ensaio de viabilidade de formas tripomastigotas de T. cruzi

O sobrenadante da cultura de células LLMCK2 no pico parasistémico
(sexto dia de infeccdo) foi centrifugado para obtencdo das formas
tripomastigotas de T. cruzi. A seguir, as mesmas foram ressuspensas em meio
DMEM, chegando-se a uma concentracdo de 1,0 x 107 parasitos.mLl. Cada
compartimento das placas de 96 pocos utilizadas para o ensaio recebeu, além
da suspenséo de protozoarios, uma aliquota das fragcdes (BgFH, BgFD, BgFAc,
BgFAQ e a mistura de substancias BgF_2 + BgF_3 + BgF_4) a serem avaliados
em diferentes concentracdes, e também dos controles positivo (Benzonidazol®)
e negativo (somente meio DMEM), obtendo-se um volume final de 200 uL por
poco. As placas foram mantidas em estufa umida por 24 h a 37 °C e atmosfera
de 5% de CO2. Ao fim do experimento a contagem de tripomastigotas viaveis
foram realizada pelo método de Pizzi-Brener (BRENER et al., 1962). Para tal,
aliquotas de 5 pL do contetdo de cada po¢co homogeneizado foram transferidos
para uma lamina de vidro, coberto por uma laminula e imediatamente foram
contados 50 campos do microscopio Optico, quantificando o numero de

tripomastigotas em movimento. Os dados obtidos foram utilizados para o calculo
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do CEso, concentragcdo de extratos que proporcionou diminuicdo de 50% na

viabilidade dos parasitos.

4.8.5.4 Ensaio antiproliferativo em formas amastigotas intracelulares de T.

cruzi

Suspensdo de células LLCMK2 (2,5 x 10° células.mL™?) cultivadas em
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, foram dispensadas em
placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro estéreis. A placa foi, em
seguida, incubada em estufa umida a 37 °C e 5% de tenséo de CO: até atingir
crescimento confluente, durante 24 h, a fim de promover a adesao e proliferacéo
dessas células sobre a laminula. A monocamada de células foi infectada com
formas tripomastigotas, cultivadas a partir de tripomastigotas sanguineas, na
razdo parasito:célula de 10:1. Apds 24 h de incubacdo nas mesmas condicdes
citadas anteriormente, os pogos foram lavados com tampé&o salina fosfato (PBS)
para remover 0s parasitos ndo interiorizados. Em seguida, as células infectadas
foram tratadas com os extratos hidroalcoodlico de B. glaziovii (BgF e BgM) e
incubadas durante 96 h, a 37 °C e 5% de tensédo de CO2. As laminulas foram,
entdo, fixadas com metanol e coradas com May-Grunwald Giemsa por 20 min e
preparadas em laminas permanentes com Entellan® (Merk, Alemanha). Um total
de 200 células foram contadas usando microscopio Optico e a percentagem de
células infectadas e o numero de parasitos intracelular foram estimados. O
produto entre a média de amastigotas e a percentagem de células infectadas foi
calculado, constituindo o indice de sobrevivéncia (1S). A partir do IS foi possivel

calcular o CEso.

4.85.5 Ensaios de toxicidade celular frente a células VERO

Para a avaliacdo da atividade citotoxica, uma suspensdo de células
VERO em fase log do crescimento (96 h), na concentracdo de 2,5x10°
células.mL?, foi dispensada em placa estéril de 96 pocos e incubados por 24 h,
a 37 °C e 5% de tensédo de CO2. ApoOs esse periodo, necessario para a adeséo

e multiplicagdo das células nos pocos, o sobrenadante foi desprezado e foram
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adicionadas frac6es (BgFH, BgFD, BgFAc, BgFAQ e a mistura de substancias
BgF_2 + BgF_3 + BgF_4) a serem avaliados em diferentes concentracdes. Os
resultados foram obtidos, ap6s 96 h de incubacdo nas mesmas condi¢cdes
citadas anteriormente, por meio da metodologia de reducéo do MTT (Amresco®)
(3-(4,5 dimetiltiazol-2il) 2,5-difenil tetrazolio brometo). Para isso, as fracdes
(BgFH, BgFD, BgFAc, BgFAQ e a mistura de BgF_2 + BgF_3 + BgF_4) em
suspensao foram retirados e os pocos foram lavados com TPS (tampéo fosfato
salina), sendo adicionado, posteriormente, 50 pL de MTT (1 mg.mL*em TPS) e
incubados na auséncia de luz, a 37 °C. Apoés 4 h, foram adicionados 150 pL de
DMSO, a fim de romper as células e solubilizar os cristais de purpura de
formazan, provenientes do MTT metabolizado pelas enzimas mitocondriais das
células viaveis, seguindo-se da leitura em espectrofotometro (BIO-TEK Power
WaveXS spectrophotometer) a 570 nm (MOSMANN, 1983). A média dos
resultados de trés experimentos independentes foram plotados em um gréfico
relacionando a porcentagem de células ndo viaveis e a concentragdo das fracdes
(BgFH, BgFD, BgFAc, BgFAQ e a misturade BgF_2 + BgF_3 + BgF_4). Assim,
foi possivel determinar graficamente a concentracdo de cada extrato testado,
capaz de inviabilizar 50% das células aderidas (CCso) em relacdo ao controle.
A toxicidade sobre células de mamiferos e a atividade contra o
protozoario foram comparadas através da razdo denominada indice de
seletividade (IS), que consiste na razéo entre CCso sobre protozoario e ICso sobre
células VERO. Matematicamente, considerou-se valores menores que um
relativos a maior seletividade para atividade contra o protozoario, enquanto
valores maiores que um expressariam maior toxicidade sobre as células de

mamiferos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE MORFOLOGICA EXTERNA

Baccharis glaziovii (FIGURA 5A) apresentou na forma de arbustos com
0,5 a 3 m de altura, eretos ou apoiantes. O caule apresenta trés alas, ramos
alados espiciformes de 0,5 a 5 cm de comprimento, alas 1-19 x 0,5-1,3 cm de
largura, aplanadas ou levemente onduladas, levemente resinosas, alas e folhas
aparentemente glabras (FIGURA 5B). As folhas mediram de 0,5-6 x 0,5-2,7 cm,
desenvolvidas, subsésseis, lamina papiradcea, oblonga a ovada, 4pice obtuso a
agudo, margens inteiras, revolutas, base cuneada a arredondada, peninérvea.
Foram evidenciadas trés nervuras, sendo que a central € proeminente na face
abaxial. As paniculas mediram de 7-17 x 3-7,5 cm, piramidais, ramos
espiciformes 1-4 cm compr., bracteas folidceas ou escamiformes,
caracteristicas que condizem com o relatado na literatura para o género
Baccharis Secdo Caulopterae (BUDEL et al., 2005; BUDEL e DUARTE, 2010;
RODRIGUEZ, GATTUSO e GATTUSO, 2008; SCHNEIDER e BOLDRINI,
2008a; SCHNEIDER e BOLDRINI, 2008b; SCHNEIDER, HEIDEN e BOLDRINI,
2011).

FIGURA 5 - Baccharis glaziovii BAKER ASTERACEAE. A. ASPECTO GERAL; B. RAMOS

FONTE: O autor (2012).
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5.2 ANALISE ANATOMICA

De acordo com Heiden, Baumgratz e Esteves (2012), a segéo
Caulopterae corresponde aos grupo Organensis e grupo Trimera de Barroso
(1976) e grupo Baccharis genistelloides de Mdiller (2006). As espécies de
Baccharis que tém hastes aladas (cladodios) sdo popularmente conhecidas
como carquejas (BUDEL et al., 2005). Existem algumas espécies, como B.
flexuosiramosa A. A. Schneid. & Boldrini (SCHNEIDER e BOLDRINI, 2008b), B.
opuntioides Mart. ex Baker (SCHNEIDER e BOLDRINI, 2008a; SCHNEIDER,
HEIDEN e BOLDRINI, 2011), B. trimera (Less.) DC. (RODRIGUEZ, GATTUSO
e GATTUSO, 2008) e B. usterii Heering (BUDEL e DUARTE, 2010) que, além os
cladodios, apresentam folhas. As folhas, quando existem, sdo morfologicamente
diferentes e auxiliam na identificacédo e diferenciacdo das carquejas.

Baccharis glaziovii (FIGURA 6A) apresentou caule com trés alas
discretas, planas ou ligeiramente onduladas, que mediram 1-19 x 0,5-1,3 cm de
largura (FIGURA 6B). As folhas foram pouco peciolada, e tém a consisténcia de
papel, forma oblonga, as margens inteiras e revolutas, vértice obtuso e base
cuneiforme, sendo peninérvias, medindo 0,5-2,7 x 0,5-6 cm de largura.

As carquejas podem ter cladédios com duas ou trés alas que séo
dispostas regular ou irregularmente ao eixo do caule (BARROSO e BUENO,
2002). Em seccéo transversal, as trés alas de B. glaziovii estdo dispostas quase
regularmente, e existem pequenas costelas entre elas (FIGURA 6C).

Anatomicamente, a epiderme € unisseriada nas alas (FIGURA 6D) e
revestida por cuticula delgada e levemente estriada (FIGURA 7B). Em vista
frontal, as células da epiderme sdo poligonais (FIGURA 7A) e tém paredes
anticlinais finas. Estbmatos anomociticos (FIGURA 7A) foram localizados um
pouco acima das outras células epidérmicas. Essas caracteristicas estao de
acordo com os dados obtidos a partir do estudo com outras carquejas (BUDEL
et al, 2005; BUDEL e DUARTE, 2010; PETENATTI et al, 2007).

No que diz respeito aos tricomas glandulares de B. glaziovii, eles
apresentam-se capitados (FIGURA 7E) e formados de 8-12 células, cobertos por
uma cuticula espessa e citoplasma denso, similar aos tricomas glandulares que

foram encontrados em B. articulata e B. gaudichaudiana (RODRIGUEZ et al.,
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2010), B. crispa (BUDEL, DUARTE e SANTOS, 2004) e B. microcephala (BUDEL
e DUARTE, 2009). Além disso, tricomas glandulares unisseriados capitados
foram encontrados em B. sagittalis e B. triangularis (PETENATTI et al., 2007),
contudo os tricomas glandulares capitados nao foram observadas em B. usterii
(BUDEL e DUARTE, 2010).

O o6leo essencial que esta presente em carquejas pode ser encontrado
em tricomas glandulares e condutos secretores (BUDEL et al., 2012). Budel,
Farago e Duarte (2013) relataram que as células de base dos tricomas nao
glandulares em B. cognata DC. reagiram positivamente no exame de compostos
lipofilicos com Sudan Il (KRAUS e ARDUIN, 1997). Estes autores sugeriram que
as células podem armazenar 6leo essencial. Neste estudo, foram apenas 0s

tricomas glandulares capitados bisseriados que reagiram com Sudan Il
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FIGURA 6 - Baccharis glaziovii BAKER, ASTERACEAE. ASPECTO GERAL; A. GERAL; B.
APARENCIA DE CLADODIOS, INDICANDO FOLHAS (fo) E ALAS (al); C. VISTA
FRONTAL DE CLADODIOS, EXIBINDO MEDULA (me), COSTELAS (cs) E ALAS (al)
EM MEV (MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA); D. VISTA FRONTAL
DA EPIDERME DA ALA (ep) (MEV). BARRA: 1,5 CENTIMETROS (A), 1 CM (B)

B ———
1N — Universidade Federal do Rio Grande do Sul |
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FONTE: O autor (2013).

O clorénquima se apresenta formado de parénquima palicadico e
estabelece 3-4 camadas em posicdo adjacente a epiderme, e parénquima
esponjoso na regido mediana (FIGURA 7F). Esta disposi¢do também tem sido
encontrada em algumas carquejas (BUDEL, DUARTE e SANTOS, 2004; BUDEL
e DUARTE, 2009; PETENATTI et al, 2007). No entanto, apenas parénquima

palicadico € observado nas alas dos cladodios de B. trimera (CORTADI et al.,
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1999). Neste estudo, os feixes vasculares colaterais menores circundados por
uma endoderme estéo localizados no parénquima esponjoso (FIGURA 7F), e
tiveram uma distribuicdo alternada, isto é, quando num feixe o xilema esta
voltado para uma face, no feixe vizinho esté localizado em direcéo a superficie
oposta. Essas mesmas caracteristicas foram encontradas em B. myriocephala
(SA e NEVES, 1996) e B. usterii (BUDEL e DUARTE, 2010). Adicionalmente, um
feixe de fibras perivasculares bem desenvolvidas sdo encontradas adjacentes
ao floema (FIGURA 7F).

Em B. glaziovii, os dutos secretores (FIGURA 7F) estavam localizados
perto dos feixes vasculares. Eles exibem epitélio uniestratificado constituido de
8-12 células com citoplasma denso e contém 6leo essencial. Dutos secretores
semelhantes foram encontrados em carquejas (BUDEL e DUARTE, 2009, 2010;
CORTADI et al., 1999; RODRIGUEZ, GATTUSO e GATTUSO, 2008; SA e
NEVES, 1996). No entanto, B. crispa s6 apresentou canais secretores na borda
das alas e nao acompanharam os feixes vasculares (CORTADI et al., 1999).

No bordo da ala de B. glaziovii ocorrem algumas camadas de
coléngquima abaixo da epiderme, um feixe vascular colateral, um de fibras
perivasculares adjacentes ao floema e dutos secretores (FIGURAS 7G, 7H).
Essas caracteristicas foram amplamente divulgadas para carquejas (BUDEL e
DUARTE, 2009, 2010; RODRIGUEZ, GATTUSO e GATTUSO, 2008).
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FIGURA 7 - Baccharis glaziovii BAKER, ASTERACEAE — ALA DE CLADODIOS. A. VISTA
FRONTAL DAS CELULAS EPIDERMICAS, MOSTRANDO ESTOMATO
ANOMOCITICO (es); B. VISTA FRONTAL DAS CELULAS EPIDERMICAS,
MOSTRANDO ESTOMATO E CUTICULA LEVEMENTE ESTRIADA (ct) EM MEV
(MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA); C. VISTA FRONTAL,
INDICANDO ESTOMATO (es) E TRICOMA TECTOR (it); D. VISTA FRONTAL,
EXIBINDO TRICOMA TECTOR (tt); E. VISTA FRONTAL, INDICANDO TRICOMAS
GLANDULARES (tg); F. SECCAO TRANSVERSAL, MOSTRANDO EPIDERME (ep),
FIBRAS (f), PARENQUIMA PALICADICO (pp), FLOEMA (fl, DUCTOS
SECRETORES (ds), PARENQUIMA ESPONJOSO (pe) E XILEMA (xi); G. BORDO
DA ALA EM SECCAO TRANSVERSAL, MOSTRANDO EPIDERME (ep),
COLENQUIMA (co), FIBRAS (fi), DUCTO SECRETOR (ds), FLOEMA (fl) E XILEMA
(xi) EM MEV; H. BORDO DA ALA EM SECCAO TRANSVERSAL, EVIDENCIANDO
EPIDERME (ep), COLENQUIMA (co), FIBRAS (fi), E DUCTO SECRETOR (ds).
BARRA: 20 pm (A, D, F), 50 um (H)

X3BE Z8km

Glpvasins s,
A o e

FONTE: O autor (2013).
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No eixo do caule de B. glaziovii, a epiderme (FIGURA 8A) mostrou
caracteristicas semelhantes ao das alas (FIGURA 8A). A cuticula reagiu na
presenca de Sudan Il (FIGURA 8B). Subjacente ao sistema de revestimento, foi
evidenciado parénquima alternando com colénquima (FIGURA 8C). Este, na
direcéo dos feixes vasculares, apresentou cerca de 1-5 camadas (FIGURAS 8A,
8B, 8C). Dutos secretores similares aos das alas foram encontrados perto da
endoderme (FIGURAS 8B, 8D, 8F). Sdo observadas impregnacdes de
compostos lipofilicos (FIGURA 8B) nas paredes de células da endoderme
(FIGURAS 8B, 8C, 8D).

O sistema vascular foi constituido por um cilindro no qual se distinguem
feixes vasculares colaterais, estabelecendo uma regido medular (FIGURAS 6C,
8C). No floema, as fibras apresentaram diferentes estagios de lignificacao
(FIGURAS 8D, 8E). As calotas de fibras perivasculares foram encontradas
opostas ao floema (FIGURAS 8A, 8B, 8C, 8D e 8E). Estas reagiram
positivamente quando em contato com floroglucina cloridrica que serve para
corar células com lignina (FIGURA 8E). Estas caracteristicas estdo de acordo
com o género Baccharis (BUDEL e DUARTE, 2009, 2010; CORTADI et al, 1999;
PETENATTI et al, 2007; SA e NEVES, 1996). Em B. glaziovii, a medula é
composta de células de varios tamanhos e com paredes finas. Essas células

ocupam a maior parte do volume do eixo (FIGURAS 6C, 8C).
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FIGURA 8 - Baccharis glaziovii BAKER, ASTERACEAE — EIXO DE CLADODIOS EM SECCAO
TRANSVERSAL. A. DETALHE DO EIXO, MOSTRANDO COLENQUIMA (co),
EPIDERME (ep), FIBRA (fi) E TRICOMAS GLANDULAR (tg) EM MEV; B. EIXO EM
REACAO COM SUDAN lil, INDICANDO, COLENQUIMA (co), CUTICULA (ct),
ENDODERME (en), EPIDERME (ep), FIBRAS (fi, FLOEMA (fl), E DUTOS
SECRETORES (ds); C. DETALHE DO EIXO, EXIBINDO CLORENQUIMA (cl),
COLENQUIMA (co), EPIDERME (ep), ENDODERME (en), FIBRAS (fi), FLOEMA (fl),
XILEMA (xi) E MEDULA (me); D. EIXO CAULINAR EM DIRECAO AO COLENQUIMA
(co), EXIBINDO EPIDERME (ep), ENDODERME (en), FIBRAS (fi), DUCTO
SECRETOR (ds), FLOEMA (fl), E XILEMA (xi); E. EIXO CAULINAR EM REACAO
COM FLOROGLUCINA, INDICANDO COLENQUIMA (co), FIBRAS (fi), FLOEMA (fl),
E XILEMA (xi); F. DETALHE DA FIBRA (fi) E DO DUTO SECRETOR EM MEYV (ds).
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As formas dos cristais de oxalato de calcio sdo diferentes e sao
frequentemente descritas como drusas, réfides, estiloides, prismas e areia
cristalina (FRANCESCHI e NAKATA, 2005). O tipo, a presenca ou auséncia de
cristais pode ser utilizada como uma caracteristica taxonémica (LERSTEN e
HORNER, 2000; MERIC, 2009). A ocorréncia de cristais de oxalato de calcio na
medula € comum em carquejas, no entanto, diferentes formas podem ajudar na
diferenciac@o de espécies. Por conseguinte, varios tipos de cristais de oxalato
de calcio foram encontrados em carquejas, tais como réafides e dois tipos de
prismas hexagonais, e tetragonal em B. triangularis; rafides e prismas
tetragonais em B. sagittalis, cristais de areia e dipiramides quadradas em B.
usterii (BUDEL e DUARTE, 2010), dipiramides quadradas alongadas em B.
articulata (PETENATTI et al.,, 2007), dipiramides alongadas quadradas,
dipiramides quadradas, cubos, prismas tetragonais em B. crispa e B. trimera
(BUDEL e DUARTE, 2009; CORTADI et al., 1999) e dipiramides quadradas em
B. microcephala (BUDEL e DUARTE, 2009). Neste estudo em visualizacao no
MEYV, os cristais de oxalato de calcio encontrados sao do tipo rafides (FIGURAS
9A, 9B), estiloides (FIGURA 9A) e dipiramides quadradas alongadas (FIGURAS
9A, 9C).

A lamina foliar de B. glaziovii mostra uma epiderme com as mesmas
caracteristicas descritas para a ala. Em relacéo a presenca de estdmatos, a folha
€ anfiestomatica. O mesofilo € isobilateral, e formado por 2-3 camadas de
parénquima palicadico e cerca de trés camadas de parénquima esponjoso na
regido central. Feixes vasculares estdo dispersos no parénquima esponjoso e
(FIGURA 9D) na regido mediana, e estao circundados por endoderme, que pode
estar acompanhada de dutos secretores em posi¢cédo externa ao floema. Esses
aspectos também foram encontrados em folhas de B. sagittalis (PETENATTI et
al., 2007) e B. usterii (BUDEL e DUARTE, 2010).

A nervura central, em secc¢do transversal, € concava-convexa. Um Unico
estrato epidérmico é recoberto por cuticula delgada e, em vista frontal é
levemente estriada. Subjacente ao sistema de revestimento, em ambas as faces,
existem duas camadas de colénquima angular (FIGURA 9E). Um uanico feixe
vascular colateral esta localizado no parénquima fundamental. Uma endoderme
envolve o feixe vascular, que pode estar acompanhado de dutos secretores que
se posicionam externamente ao floema (FIGURA 9E). Em contraste com este
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estudo, Baccharis usterii provou ser levemente convexa na face adaxial e
convexa na superficie abaxial, com base em dados obtidos a partir dos estudos
de Budel e Duarte (2010).

Na literatura, as carquejas que apresentam folhas, tém sido descritas
como sésseis (BUDEL e DUARTE, 2010; PETENATTI et al, 2007). Em B.
glaziovii, as folhas séo pecioladas e o peciolo, quando visto em corte transversal,
€ concavo, com uma ligeira saliéncia na face adaxial e convexo com trés
projecfes na superficie abaxial, sendo a parte central mais proeminente. O
revestimento epidérmico exibe as mesmas caracteristicas da folha. O
colénquima do tipo angular e com faixas continuas de 1-3 séries de células.
Existem canais secretores em uma posicao externa ao floema (FIGURA 9F).

No geral, os cladddios das espécies de carquejas tém caracteristicas
semelhantes. Neste estudo, a morfoanatomia foliar de B. glaziovii auxiliou na
identificacdo e na diferenciacéo das outras espécies do género Baccharis Secao
Caulopterae, incluindo também aquelas que tém folhas. Além disso, quando
avaliado de forma geral, as principais caracteristicas observadas nos cladodios
e folhas de B. glaziovii contribuem na identificacdo do farmaco e fornecem
subsidios taxonémicos ao género, dando suporte para o controle da qualidade
de drogas vegetais. Para este estudo, os caracteres mais relevantes foram:
presenca de ramos trialados, mostrando alas dispostas de maneira regular a
partir do eixo caulinar; folhas pecioladas, formato oblongo, margens inteiras e
revolutas, apice obtuso, base cuneiforme e nervagdo peninérvia; cladodios e
lamina foliar, com tricomas tectores e flageliformes simples formados por quatro
células da base que se alargam em direcdo ao apice, nervura central com
formato concavo-convexo, peciolo com formato concavo, e uma leve projecao
na face adaxial e convexo com trés projecdes sobre a superficie abaxial, sendo
a central mais proeminente; na regido perimedular do eixo do caule, estéo
presentes os cristais de oxalato de calcio na forma de réfides, estiloides e

dipiramides quadradas alongadas.
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FIGURA 9 - Baccharis glaziovii BAKER, ASTERACEAE. A-C. EIXO EM MEV. A. ZONA
PERIMEDULAR (pi) APRESENTANDO CRISTAIS DE OXALATO DE CALCIO (cre),
MOSTRANDO CRISTAIS DO TIPO RAFIDES (rf) E BIPIRAMIDES QUADRADOS
ALONGADOS (cr) E ESTILOIDES (cre); B. DETALHE DA FIGURA A, INDICANDO

RAFIDES (rf); C. DETALHE DA FIGURA A, MOSTRANDO CRISTAIS

BIPIRAMIDAIS QUADRADOS ALONGADOS (cr); ORGANIZACAO DA LAMINA

FOLIAR, REVELANDO MESOFILO ISOBILATERAL E MOSTRANDO EPIDERME

(ep), ESTOMATOS (es), PARENQUIMA PALICADICO (pp), PARENQUIMA

ESPONJOSO (pe), TUFOS DE TRICOMAS (tu), E FEIXE VASCULAR (fv); E.

NERVURA, MOSTRANDO COLENQUIMA (co), EPIDERME (ep), FLOEMA (fl),

DUTOS SECRETORES (ds), XILEMA (xi) E FEIXES VASCULARES (fv); F.
PECIOLO EM SECCAO TRANSVERSAL, INDICANDO, COLENQUIMA (co),
ESTOMATOS (es), EPIDERME (ep), DUTOS SECRETORES (ds), E FEIXES
VASCULARES (fv). BARRA: 50 um (D, E), 100 pm (F)

FONTE: O autor (2013).
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Os dados das andlises morfoanatdbmicas externa e interna foram

publicados na Revista Brasileira de Farmacognosia (ANEXO 1, pagina 177).

5.3 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS

A hidrodestilagédo dos cladddios (feminino - BgCF; masculino - BgCM) e
flores feminino - BgFF; masculino - BgFM) de B. glaziovii foram realizadas em
triplicata com excecdo de BgCM, e resultaram em Oleos essenciais com
coloracdo amarelo claro, com rendimentos de 0,20% (BgCF), 0,16% (BgCM),
0,08% (BgFF) e 0,19% (BgFM) (v/v), respectivamente, em relagéo ao peso seco
do material da planta.

A caracterizacdo dos Oleos essenciais foi feita pela comparacdo das
massas das substancias e dos indices de retencdo com dados da literatura
(ADAMS, 2007) e também da biblioteca NIST (Instituto Nacional de Padrdes e
Tecnologia). Como demostrado nas TABELAS 3 e 4, foi possivel identificar em
BgCF 38 compostos e para BgCM 37 compostos. Enquanto em BgFF foram
identificados 41 compostos e 28 em BgFM.

Os Oleos essenciais foram constituidos por sesquiterpenos, com 73,4%
em BgCF, 79,0 em BgCM, 76,4% em BgFF e 68,9% BgFM. Os
cromatogramas de BgCF, BgCM, BgFF e BgFM estdo demonstrados na
FIGURA 10.

Os principais compostos identificados no 6leo essencial de cladédios de
espécimes femininos (BgCF) foram biciclogermacreno (16,0%), B-pineno
(15,2%), (E)-cariofileno (12,0%), germacreno D (11,9%), a-humuleno (6,8%),
espatulenol (6,3%), limoneno (5,0%) e viridiflorol (2,7%). No 6leo essencial de
cladddios de espécimes masculinos (BgCM) foram encontrados (E)-cariofileno
(15,8%), biciclogermacreno (13,7%), a-humuleno (10,0%), germacreno D
(8,8%), B-pineno (6,5%), espatulenol (6,4%), limoneno (5,9%) e viridiflorol (5,0%)
(TABELA 3).

Quando se comparou os 6leos essenciais de cladddios de espécimes
masculinos e femininos 0s cinco componentes majoritarios foram os mesmos
observados tanto no macho como na fémea, com apenas uma diferenca, que na

fémea o B-pineno é o dobro da quantidade observada no macho. A proporcao
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do B-pineno no 6leo dos espécimes masculinos foi de 6,5%, bem inferior aos
15,2% presentes no Oleo dos espécimes femininos. Também se observa uma
leve diminuicdo de germacreno D e biciclogermacreno, enquanto que o limoneno

e espatulenol se mantém, e um leve aumento no (E)-cariofileno e a-humuleno.

FIGURA 10 - CROMATOGRAMAS DE CG DE Baccharis glaziovii BAKER, ASTERACEAE.
(BgCF, BgCM, BgFF e BgFM)

%1000 000)
250fT1C
2259 i BgCF

o

200

1.50

1.25

1.004

T T
50 100 150 200 25
(1.000.000)

=

17

T T T
50 10.0 150 200 250

(1,000,000}

TIC

225 o Bg F F

200

1.50

16

1.259

1.00

]'"“ = L a £4
(2} i
- @0 o # H
\ | harls) ol — ] Fial i i i1
g T f u

25 20,

T
50 100 15.0 20

{%1.000.000)
TIC

o

j ! e [© Les
250

T T T T
50 10.0 150 200

4,

T
00 350 200 250 50.0 550 80.0

FONTE: O autor (2014).



TABELA 3 - COMPOSIGCAO DO OLEO ESSENCIAL DE CLADODIOS DE Baccharis glaziovii

FEMININOS (BgCF) E MASCULINOS (BgCM)

89

%

Compostos IR® IR BgCF BgCM
1 a-Pineno 930 932 0,84+0,21 0,56
2 Sabinene 971 969 - 0,52
3 B-Pineno 976 974 15,19+2,82 6,52
4 Mirceno 990 988 0,2840,01 0,77
5 a-Terpineno 1015 1014 - 0,15
6 Limoneno 1028 1024 5,00£2,00 5,86
7 (E)-B-Ocimeno 1048 1044 1,14+0,32 1,23
8 y-Terpineno 1058 1054 - 0,32
9 Linalol 1101 1095 0,25%0,22 -
10 trans-Pinocarveol 1140 1135 0,27+0,06 -
11 Pinocarvone 1162 1160 0,10+0,10 -
12 Terpinen-4-ol 1181 1174 - 0,72
13 Silfiperfol-5-eno 1324 1326 0,11+0,19 0,13
14 Presilfiperfol-7-eno 1333 1334 1,25+1,02 1,32
15 7-epi-Silfiperfol-5-eno 1343 1345 0,12+0,21 -
16 Silfineno 1345 1345 0,1240,21 -
17 Silfiperfol-6-eno 1375 1377 2,29+2,23 1,72
18 a-Copaeno 1376 1374 0,72+0,62 1,50
19 B-Elemeno 1390 1389 1,10+£0,11 0,53
20 (E)-Cariofileno 1422 1417 12,00+0,50 15,77
21 B-Copaeno 1430 1430 0,26%0,05 0,26
22 Aromadendreno 1439 1439 0,80+0,14 1,29
23 a-Humuleno 1457 1452 6,78+2,40 10,12
24 allo-Aromadendreno 1461 1458 0,20+0,04 0,30
25 y-Muuroleno 1478 1478 0,67+0,02 0,83
26 Germacreno D 1485 1484 11,93+1,42 8,79
27 y-Amorpheno 1493 1495 1,35+0,04 -
28 Viridifloreno 1493 1496 - 1,99
29 Biciclogermacreno 1500 1500 16,03+4,99 13,66
30 Germacreno A 1509 1508 0,43+0,08 0,16
31 O-Amorpheno 1515 1511 0,47+0,07 0,49
32 Cameroonan-7-a-ol 1518 1510 0,34+0,59 0,44
33 0-Cadineno 1521 1522 1,91+0,09 2,06
34 Silfiperfolan-7-B-ol 1525 1519 0,14+0,25 0,18
35 Germacreno B 1560 1559 0,71+0,12 0,31
36 Espatulenol 1581 1577 6,01+1,90 6,37
37 Oxido de Cariofileno 1585 1582 1,56+0,28 1,97
38 Globulol 1589 1590 1,26+0,08 1,96
39 Viridiflorol 1597 1592 2,66+0,68 4,97
40 Humulenoepoxi Il 1612 1608 0,94+0,51 1,06
41 1-epi-Cubenol 1631 1627 0,11+0,10 0,22
42 epi-a-Muurolol 1648 1640 0,63+0,12 0,67
43 a-Cadinol 1659 1652 0,78+0,18 0,59
Monoterpenos 23,0 16,4
Sesquiterpenos 73,4 79,0
Total identificados 96,4 95,4

Nota: 2IR: indice de retengéo relativo calculado usando coluna ZB-5MS, calculado de acordo com
Van Den Dool e Kratz (1963), ? indice de retencdo de acordo com Adams (2007), (-): ndo

detectado. FONTE: O autor (2014).
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Os principais compostos identificados no 6leo essencial em espécimes
de flores femininas (BgFF) foram: espatulenol (22,6%), biciclogermacreno
(9,2%), (E)-cariofileno (7,8%), B-pineno (7,6%), viridiflorol (7,0%), germacreno D
(4,0%), oxido de cariofileno (4,0%), globulol (3,0%), a-humuleno (2,8%), e
limoneno (2,2%). Considerando o0 Oleo essencial obtido de espécimes
masculinos (BgFM), os constituintes foram espatulenol (22,3%), B-pineno
(16,2%), limoneno (8,3%), (E)-cariofileno (7,8%), biciclogermacreno (6,1%), a-
humuleno (4,4%), 6xido de cariofileno (5,1%), viridiflorol (4,3%), globulol (2,1%),
e germacreno D (3,2%) (TABELA 4). Comparando os espécimes de flores, os
compostos majoritarios foram os mesmos observados tanto no macho como na
fémea, destacando-se os compostos espatulenol, (E)-cariofileno e germacreno
D. As diferencas encontradas foram no macho o B-pineno e a-humuleno
apresentam o dobro da quantidade observada na fémea, e em relacdo a
guantidade de limoneno o triplo, com excec¢éo dos compostos bicicligermacreno,
viridiflorol e globulol, que apresentaram uma leve reducéo.

Comparando cladédios e flores a quantidade de B-pineno foi invertida
nos espécimes masculinos e femininos, sendo uma quantidade cerca de 50%
superior no macho das flores do que nos cladédios. Outro fator importante foi a
guantidade de espatulenol, ndo ocorrendo variacdo de quantidade independente
se for espécime macho ou fémea. Entretanto se comparar as flores e cladodios,
h& uma diferenca expressiva nas flores com cerca de 22% comparado aos 6%
nos cladddios. As altas propor¢cdes encontradas aqui para o sesquiterpeno
espatulenol indicam que flores de B. glaziovii pode ser uma excelente fonte para
esta substancia.

As TABELA 3 e 4 mostram a composicado quimica dos 0leos essenciais
dos cladodios e flores de B. glaziovii, mostraram similaridade razoavel na
composicao, diferindo apenas nas concentracées dos seus componentes. A
quimica dos constituintes volateis dos espécimes masculino e feminino
identificados neste estudo, foram também relatados em o6leos essenciais de
outras espécies de Baccharis da secdo Caulopterae. Estes resultados
confirmaram que B. glaziovii pertence a familia Asteraceae, e esta inserida no
género Baccharis na se¢ao Caulopterae. (BESTEN et al., 2012; BESTEN et al.,
2013; FERRACINI et al., 1995; LAGO et al., 2008b; ZUNINO et al., 2004). Outros

estudos relatados ndo levaram em consideracdo os espécimes de macho e
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fémea separadamente e demonstraram variacfes significativas na composicao
quimica dos 6leos essenciais das espécies deste género (AGOSTINI et al., 2005;
FLORAO et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2012a; GIANELLO et al., 2000;
QUEIROGA, FERRACINI e MARSAIOLI, 1996; SIMOES-PIRES et al., 2005a;
ZUNINO et al., 1997).

As diferengas na composicéo quimica dos 0leos essenciais das espécies
de Baccharis secdo Caulopterae tém sido observados para avaliar quali e
guantitativamente, a fim de verificar a eficiéncia dos processos de extracdo e
tentar esclarecer a semelhanca que ha entre as espécies. Os 0leos essenciais
sdo geralmente obtidos por hidrodestilagdo e analisados por GC-EM, e seus
constituintes séo identificados por comparagéo dos seus indices de retencéo (IR)
e espectros de massas. Cerca de 60 substancias foram caracterizadas a partir
dos Oleos essenciais de 16 espécies do género Baccharis se¢do Caulopterae,
com predominio de sesquiterpenos e monoterpenos. Os principais compostos
com concentracbes superiores a 14% foram espatulenol, B-pineno, globulol,
oxido de cariofileno, t-gurjuneno, germacreno D, y-elemeno, B-cariofileno, a-
cariofileno, biciclogermacreno e B-cubeneno. Entre eles, espatulenol, B-pineno e
globulol sdo os compostos mais abundantes (AGOSTINI, et al., 2005; DAl et al.,
1993; DE OLIVEIRA et al., 2003; MORAIS e CASTANHA, 2011; RETTA et al.,
2009; SIMOES-PIRES et al., 2005a, SIMOES-PIRES et al., 2005b). Muitos s&o
0S aspectos naturais que envolvem a biossintese dos compostos. As provaveis
diferencas podem ser devidas ao estagio de desenvolvimento da planta e a
condi¢bes ambientais e geogréaficas em geral (PRICE e PRICE, 1999; SIMOES
e SPITZER, 2000). A quimica dos 6leos volateis sédo potencialmente importantes
para atrair insetos polinizadores e repelir predadores, 0s quais possuem alta
capacidade para detectarem volateis mesmo em baixas concentra¢des, mas que
nao é detectado pelo homem (BOLDT, 1989; HARBONE, 1988b; KEARS e
INOUYE, 1993). Portanto, esta sinalizacdo na composic¢éao e varia¢cdes quimicas
observadas nos 6leos dos cladodios e das flores de espécimes masculinas e
femininas de B. glaziovii deve estar relacionada a sua estratégia reprodutiva e

defensiva.
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TABELA 4 - COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL DE FLORES DE Baccharis glaziovii
FEMININOS (BgFF) E MASCULINOS (BgFM)

%

Compostos IR® IR BgFF BgFM

1 Hexanal 804 801 0,12+0,20 -

2 a-Pineno 930 932 0,22+0,39 0,75+0,32

3 B-Pineno 975 974 7,62+6,96 16,21+6,18

4 Mirceno 990 988 0,09+0,15 -

5 n-Octanal 1006 998 0,07+0,12 -

6 Limoneno 1028 1024 2,18+1,47 8,27+1,68

7 (E)-B-Ocimeno 1048 1044 0,69+0,72 0,63+0,55

8 n-Nonanal 1107 1100 0,07+0,12 -

9 trans-Pinocarveol 1141 1135 0,05+0,09 -

10 n-Decanal 1209 1202 0,09+0,15 -

11 Presilfiperfol-7-eno 1332 1334 0,82+0,29 1,57+0,69

12 7-epi-Silfiperfol-5-eno 1343 1345 0,04+0,06 -

13 Silfiperfol-6-eno 1374 1377 1,70+0,66 3,02+1,84

14 a-Copaeno 1375 1374 0,31+0,29 0,06+0,10

15 B-Elemeno 1390 1389 1,01+0,06 0,69+0,09

16 (E)-Cariofileno 1420 1417 7,77+0,98 7,780,42

17 B-Copaeno 1430 1430 0,13+0,12 -

18 Aromadendreno 1439 1439 0,52+0,23 0,59+0,17

19 a-Humuleno 1456 1452 2,84+1,29 4,38+1,92

20 y-Muuroleno 1476 1478 0,2340,22 0,35+0,02

21 Germacreno D 1482 1484 3,96+1,24 3,21+0,45

22 Viridifloreno 1492 1496 1,35+0,49 1,07+0,24

23 Biciclogermacreno 1498 1500 9,19+2,39 6,12+1,95

24 Germacreno A 1508 1508 0,26+0,24 -

25 d-Amorpheno 1514 1511 0,17+0,29 -

26 Cameroonan-7-a-ol 1517 1510 0,67+0,17 0,86+0,49

27 0-Cadineno 1520 1522 1,26+0,50 1,3540,25

28 Silfiperfolan-7-3-ol 1525 1519 0,22+0,19 0,22+0,38

29 Germacreno B 1560 1559 0,88+0,19 0,60+0,35

30 Espatulenol 1583 1577 22,64+7,50 22,31+1,03

31 Oxido de Cariofileno 1585 1582 4,074£2,10 5,17+1,12

32 Globulol 1590 1590 3,05+0,95 2,14+0,52

33 Viridiflorol 1599 1592 6,99+0,80 4,29+1,14

34 Humuleno epoxi 1612 1608 1,36+0,56 1,53+1,06

35 1-epi-Cubenol 1631 1627 0,35+0,11 0,22+0,38

36 epi-a-Cadinol 1646 1638 0,42+0,44 0,41+0,42

37 epi-a-Muurolol 1648 1640 1,06+0,55 0,39+0,44

38 cis-Guaia-3,9-dien-11-ol 1654 1648 0,43+0,09 -

39 a-Cadinol 1660 1652 2,35+0,97 1,14+0,07

40 Selin-11-en-4-a-ol 1663 1658 0,79+0,12 -

41 Isobiciclogermacrenol 1736 1733 0,16+0,15 -
Monoterpenos 11,2 25,7
Sesquiterpenos 76,4 68,9
Total identificados 87,6 94,6

Nota: 2IR: indice de retencéo relativo calculado usando coluna ZB-5MS, calculado de acordo com
Van Den Dool e Kratz (1963), ? indice de retencdo de acordo com Adams (2007), (-): nédo
detectado. FONTE: O autor (2014).

Analisando-se todos os dados disponiveis na literatura, torna-se

evidente a necessidade de mais estudos quimicos sobre os 6leos essenciais
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produzidos por espécies do género Baccharis, especialmente os da secédo
Caulopterae, cuja caracteristica marcante é a interacao intensa com inUmeros
seres vivos, especialmente insetos (DAMASCENO et al.,, 2010; FAGUNDES,
NEVES e FERNANDES, 2005; ROSSO et al., 2000).

Estudos referentes a atividade biologica dos 6leos essenciais de
Baccharis encontrados na literatura relataram que a maioria dos compostos
majoritarios identificados nos 6leos de plantas do género Baccharis apresentam
promissoras atividades bioldgicas como anti-inflamatorios, antimicrobianos,
antifangicos, antiprotozoario, antidlcera, entre outros. Uma revisdo recente foi
realizada por Campos e colaboradores (2016) e os dados estédo publicados na
Revista Chemistry & Biodiversity (ANEXO 2, pagina 177).

5.4 ANALISE DO PERFIL QUIMICOS DOS EXTRATOS DE B. glaziovii (BgF
E BgM) POR RMN DE *H

As partes aéreas (folhas e cladddios) de B. glaziovii femininos (BgF) e
B. glaziovii masculinos (BgM) resultaram em 119,4 g de extrato bruto seco de
BgF e 158,4 g de extrato bruto seco de BgM, o que equivale a 11,9% e 15,8%
de rendimento, respectivamente. Os espectros de RMN de 'H (ESPECTRO 1)
obtidos dos extratos BgF e BgM foram comparados pela semelhanca quimica
entre as espécimes. E os espectros foram ampliados na regido dos sinais dos
hidrogénios aromaticos (8,0 — 6,0 ppm), sendo observados sinais muito
semelhantes, mas com algumas variagfes de intensidades, tendo apresentado
uma maior proporcao e sinais mais definidos no espectro de BgF (ESPECTRO
2). Por esta razdo, o mesmo foi escolhido para dar continuidade ao trabalho,
embora ambos 0s extratos apresentem igual complexidade. Em plantas dioicas,
as espeécimes femininas requerem mais energia e nutrientes, em funcao do alto
investimento metabdlico que elas precisam para a producdo de frutos e
sementes, e também sdo menos atacadas por insetos, exibindo um padréo
diferenciado de crescimento com relacdo as plantas masculinas. Em
consequéncia plantas femininas sdo mais frageis em habitats estressados
(pobres em nutrientes, aridos e com temperaturas altas) e para ndo competirem

com as plantas masculinas, “migram” para habitats Umidos e com mais recursos
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minerais, como ocorre com plantas do género Baccharis. Isto poderia justificar
as diferencas nas concentragbes dos teores de metabdlitos secundéarios na
espécime feminina de B. glaziovii (ARAUJO, CARNEIRO e FERNANDES, 2003;
CARNEIRO e FERNANDES, 1996). Espirito-Santo e colaboradores (1999)
avaliaram o perfil de taninos em B. dracunculifolia, os resultados mostraram nao
haver diferencas entre individuos masculinos e femininos. Sousa e
colaboradores (2014) estudaram o teor de flavonoides totais em B. genistelloides
subsp. crispa, expresso em quercetina e verificaram nao haver diferencas entre
plantas didicas. Segundo De Oliveira e colaboradores (2014d) ensaiaram pelos
métodos de quimiluminescéncia luminol, DPPH colorimétrico e ABTS, a fim de
determinar a atividade anti-radicalar dos extratos de espécimes masculino e
feminino de Baccharis burchelli e Baccharis crispa, e observaram que existem
diferencas na constituicdo dos extratos de plantas masculinos e femininos de

ambas as espécies.

ESPECTRO 1 - COMPARACAO DE ESPECTROS DE RMN DE H (600 MHz, CDs0D) DE BgF

E BgM
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FONTE: O autor (2013).
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ESPECTRO 2 - COMPARACAO DE ESPECTROS DE RMN de 'H AMPLIADOS NA REGIAO
DE 8,3-6,0 ppm (600 MHz, CDsOD) DE BgF E BgM
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FONTE: O autor (2013).

5.5 ANALISE DO PERFIL QUIMICOS DOS EXTRATOS DE B. glaziovii (BgF
E BgM) POR DIMS

Os extratos de plantas sdo misturas organicas complexas em que a
ionizacdo é obtida através da protonacao [M + H]* ou desprotonacédo [M - HJ,
sendo analisadas com grande rapidez, sensibilidade, seletividade e preparo
minimo da amostra (CABRAL et al., 2013).

A analise qualitativa do perfil quimico dos extratos BgF e BgM foi obtida
por espectrometria de massas direta utilizando a técnica de ionizagdo por
electrospray (ESI). Os espectros DIMS foram obtidos no modo negativo de
ionizagao para o extrato BgM (ESPECTRO 3) e no modo positivo de ionizacao
para o extrato BgF (ESPECTRO 4), foram adquiridos na faixa de m/z 100 a 1000.
Os espectros de massas de razdo m/z no MS obtido dos extratos BgF e BgM
mostra o perfil full scan de uma mistura complexa de compostos, sugerindo a
presenca de uma série de metabdlitos secundario descrito na literatura para o
género Baccharis. Dentre eles podem-se citar os diterpenos, acidos fendlicos,

cumarinas e flavonoides. Esses compostos possuem agcao antimicrobiana, anti-
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inflamatorio, antileishmania, tripanocida, descrito na literatura e encontrados em
Baccharis (CAMPOS et al., 2016).

ESPECTRO 3 - ESPECTRO DE LRMS NO MODO NEGATIVO DE IONIZACAO DE BgM
(METANOL)

BGM_neg_141205122659 #793-1382 RT: 3.04-3.65 AV: 278 NL: 2.04E5
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FONTE: O autor (2015).

ESPECTRO 4 - ESPECTRO DE LRMS NO MODO POSITIVO DE IONIZACAO DE BgF
(METANOL 1% DE ACIDO FORMICO)
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5.6 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO BgF

O fracionamento cromatogréfico das fracdes BgFD e BgFAc, resultou na
identificacdo de oito substancias, denominadas BgF_1, BgF_2, BgF_3, BgF 4,
BgF_5, BgF_6, BgF 7, BgF_8. As substancias foram identificadas através de
andlises de espectro de RMN uni e bidimensionais, e foram confirmadas por

espectrometria de massas, juntamente com os dados da literatura.

5.6.1 Determinacéo estrutural de BgF_1

A fracdo BgFD (ESQUEMA 1, pagina 65) foi analisada por RMN de 1D
e 2D, sendo possivel identificar diretamente nesta fracdo a substancia BgF_1
como sendo o composto em maior proporcdo. A analise do espectro de RMN de
'H (ESPECTRO 5) indicou tratar-se de um flavonoide (FIGURA 10). O anel A
contém somente os hidrogénios ligados aos carbonos C-6 e C-8, observados
como dupletos em 6,20 ppm (H-6, J = 2,1 Hz) e 6,43 ppm (H-8, J = 2,1 Hz). A
constante de acolamento pequena em J = 2,1 Hz confirmou o acoplamento entre
esses hidrogénios meta, mostrando tratar-se de um flavonoide 5,7-di-hidroxilado.
Foi observado também um simpleto em 6,55 ppm que indica um hidrogénio que
nao possui acoplamento com outro hidrogénio, atribuido ao H-3 da flavona. Os
sinais foram comparados com os dados publicados por Agrawal (1989),
Harborne (1996) e Miyazawa e Hisama (2003).

As atribuicdes dod sinais de RMN de *3C foram realizadas pela andlise
de mapas de correlacdo HSQC (ESPECTRO 6) e HMBC (ESPECTRO 7). No
espectro de HSQC (ESPECTRO 6) observou-se 13 sinais referentes aos
carbonos da flavona e foi comparado com dados publicados por Agrawal (1989).
O sinal em 183,9 ppm foi atribuido ao carbono da carbonila a,B-insaturada (C4)
e o sinal caracteristico do carbono C-3 em 103,9 ppm indicou substituicdo por
um oxigénio.

Para o anel B, devido a sua simetria, apenas quatro sinais, foram
observados. Isto devido ao fato dos sinais dos carbonos das posicbes 3’ e 5
(116,8 ppm) e os carbonos das posigdes 2’ e 6’ (129,4 ppm) apresentarem

equivaléncia em deslocamento quimico.
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A TABELA 5 apresenta os dados de deslocamentos de RMN de H e
13C, correlag6es de HMBC e comparacédo com a literatura. Portanto, os dados
apresentados, confirmaram que se trata da 5,7,4’-tri-hidroxiflavona, chamada de
Apigenina (FIGURA 10). Este flavonoide geralmente € encontrado no género
Baccharis e ja foi relatado nas espécies B. gaudichaudiana (espécie pertencente
a secao Cauloperae segundo Giuliano, 2001), B. dentata, B. illinita, B. retusa, B.
salzmannii, B. salicifolia, B. pseudotenuifolia e Baccharis tola (DEL CORRAL et
al., 2012; GRECCO et al., 2012; GUO et al.,, 2007; MOREIRA et al., 2003;
RIBEIRO et al., 2013; SAN-MARTIN, ROVIROSA e CASTILLO, 1983; SARTOR
et al., 2013; VERDI et al., 2004).

O flavonoide apigenina foi identificado em B. crispa e B. notosergila, e
apresentou atividade antimicrobiana, sendo verificado também nas espécies B.
rufescens e B. medulosa, comprovando o uso dessas plantas na medicina
popular para a cura de feridas e infecgcbes microbianas (COBOS et al., 2001;
FERESIN et al., 2001; PALACIOS et al.,, 1983; VERDI, BRIGHENTE e
PIZZOLATTI, 2005).

FIGURA 11 - ESTRUTURA MOLECULAR DA APIGENINA (BgF_1)

OH 0
FONTE: O autor (2016).

Estudo realizado por Close e Mcarthur (2002) constatou que as plantas
para se protegerem podem aumentar a producdo fendlica em resposta direta
contra o estresse oxidativo causado pelo excesso de luz, e verificaram, que a
concentracéo de apigenina € maior nas estacdes da primavera e verdo indicando
a efetividade deste composto. Confirmando a presenca de apigenina em B.
glaziovii.

Agati e colaboradores (2012) estudaram os flavonoides antioxidantes

como a apigenina e observaram que estes podem controlar etapas fundamentais
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do crescimento e diferenciagdo de células que atuam regulando o
desenvolvimento da planta inteira e/ou 6rgaos individuais.

Foram realizados ensaios biolégicos com apigenina isolada em B.
gaudichaudiana, nos quais apresentaram atividade fraca a moderada contra
certas linhagens de células de cancro humano (FULLAS et al., 1994).

Soike e Leng-Peschlow (1987) estudaram o extrato de B. trimera
(carqueja), identificaram o flavondéide apigenina e determinaram a atividade anti-
hepatotoxica, utilizando ratos como modelo.

Nakasugi e Komai (1998) estudaram o extrato metandlico das folhas de
B. trimera e isolaram quatro flavondides, dos quais a apigenina foi identificada e

mostrou atividade antimutagénica.

TABELA 5 - DADOS DE RMN DE 1D E 2D DE BgF_1

BgF 12 apigenina®

Posigéo H (ppm) 13C HMBC H (ppm) 13C

(multiplicidade; J em Hz) (ppm) (multiplicidade; J em Hz) (ppm)
2 - 166,4 - 163,0
3 6,55 s 103,9 24,10 6,68 s 100,2
4 - 183,9 - 181,8
5 12,60 s 163,6 12,90 161,2
6 6,20 1H, d (2,1) 100,1 5,8,10 6,20 1H, d (2,0) 99,7
7 - 166,4 - 164,5
8 6,43 1H, d (2,1) 951  6,7,9,10 | 6,44 1H, d (2,0) 94,8
9 - 159,5 - 157,0
10 - 105,5 - 103,2
1 - 117,2 - 119,1
2 7,82 1H, d (8,9) 1294 2,124 | 7.92 1H, d (9,0) 121,5
3 6,92 1H, d (8,9) 116,8 1,46 | 6,90 1H, d (9,0 116,0
4 - 162,6 - 161,1
5 6,92 1H, d (8,9) 116,8 1,46 | 6,90 1H, d (9,0) 116,0
6’ 7,82 1H, d (8,9) 1294 21,24 | 7,92 1H,d (9,0) 121,5

agxperimento realizado a 600 MHz para *H, HSQC e HMBC em CDCls, utilizando TMS como
referencia interna. As atribuicbes de *C foram obtidas através da andlise dos mapas de
correlagdo HSQC e HMBC. PComparacédo com a literatura (MIYAZAWA e HISAMA, 2003), em
DMSO-d¢ FONTE: O autor (2015).



ESPECTRO 5 - ESPECTRO DE RMN DE H (600 MHz, CDCls) DA FRACAO BgF_1
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ESPECTRO 6 - MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHz, CDCls) DA FRACAO BgF_1
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ESPECTRO 7 - MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHz, CDCI3) DA FRAGAO BgF_1
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FONTE: O autor (2015).

5.6.2 Determinacéo estrutural da mistura BgF_2 + BgF_3 + BgF_4

Na fracdo BgFAc foram identificados por RMN 1D e 2D uma mistura de
trés substancias, nomeadas de BgF_2 + BgF_3 + BgF_4, e foram confirmadas
por espectrometria de massas, juntamente com os dados da literatura
(ESQUEMA 1, pagina 65).

Os mapas de correlacbes HSQC (ESPECTRO 9) e HMBC (ESPECTRO
10) foram intensificados para a identificacdo dos trés compostos em mistura e
estdo sendo mostrados nas paginas 104 e 105 (ESPECTRO 9 e ESPECTRO
10).

5.6.2.1 Determinacao estrutural de BgF_2

O composto BgF_2 foi identificado em mistura com BgF_3 e BgF _4, os
quais foram diretamente identificados na fragdo BgFAc (ESQUEMA 1). A andlise
do espectro de RMN de 'H (ESPECTRO 8) indicou tratar-se de uma cumarina
glicosilada (FIGURA 11), e mostraram sinais de hidrogénios alifaticos dos quatro

grupos acetila e um hidrogénio aromatico, e também em 6,35 ppm (d, H-3, J =
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9,5 Hz), 7,85 ppm (d, H-4, J = 9,5 Hz), 6,75 ppm (s, H-5) e para os hidrogénios
do grupo metoxila (CHs3O), um simpleto em 3,89 ppm. Ainda foram observados
os sinais de hidrogénios metino hemiacila e do hidrogénio anomérico da glicose,
em 4,90 ppm (d, H-1", J = 7,7 Hz). Os sinais dos demais hidrogénios da glicose
foram em 3,56 ppm (d, H-2’, J = 7,7 e 9,0 Hz), 3,44 ppm (s, H-3'), 3,47 ppm (s,
H-4’), 3,28 ppm (s, H-5’), e na forma de dois dupletos 3,79 ppm (dd, Heq-6’, J =
2,5e 12,0 Hz) e 3,72 ppm (dd, Hax-6’, J = 4,6 e 12,0 Hz).

As atribuicbes de '2C foram realizadas pela andlise dos mapas de
correlagdo HSQC (ESPECTRO 9) e HMBC (ESPECTRO 10).

A formula molecular CisH18010 foi deduzida com base nos dados obtidos
do espectro de massas DIMS modo positivo de ionizagdo (ESPECTRO 11), o
qual apresentou o ion molecular de m/z 371.09727 [M + H]*.

A TABELA 6 mostra os deslocamentos de RMN de 'H, 13C, correlacdes
de HMBC e comparacdo com a literatura. Portanto, os dados acima
apresentados sugerem que BgF 2 seja a cumarina fraxetin-7-8-D-

glucopiranosideo, chamada de isofraxosideo.

FIGURA 12 - ESTRUTURA MOLECULAR DO ISOFRAXOSIDEO (BgF_2)

OH
FONTE: O autor (2016).

Ha poucas informacdes sobre cumarinas em Baccharis. Kurdelas e
colaboradores (2010) avaliaram os extratos de B. darwinii e identificaram trés
cumarinas: 5’-hidroxiaurapteno, aurapteno e 5’-oxoaurapteno. Estes compostos
foram ensaiados frente a bactérias e fungos, e mostraram atividade antifungica.
Outras cumarinas, como a escopolina, foram isoladas em B. tricuneata
(CORDERO et al., 2004) e a escopoletina foi encontrada em B. magellanica
(CORDANO, DE LA PENA e MEDINA, 1982), B. tola (SAN MARTIN et al., 1980),
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B. tricuneata (WAGNER, SEITZ e LOTTER, 1978), B. megapotamica (JARVIS
et al., 1986) e B. salicifolia (DEL CORRAL et al., 2012).

O composto BgF_2 representa um derivado cumarinico glicosilado
raramente encontrado em um pequeno numero de espécies de plantas
(GODECKE, KALOGA e KOLODZIEJ, 2005; WU et al., 1995). Sua presenca no
género Baccharis Secao Caulopterae é inédita. Entdo, buscou realizar ensaios
biolégicos com a mistura de substancias BgF_2 + BgF_3 + BgF_4, noitem 5.11,

pagina 133.

TABELA 6 - DADOS DE RMN DE 1D E 2D DE BgF_2

BgF 22 isofraxosideo®

Posigéo H (ppm) 13C HMBC H (ppm) 13C

(multiplicidade; J em Hz) (ppm) (multiplicidade; J em Hz) (ppm)
2 - 163,0 - 165,5
3 6,35 d (9,5) 116,1 2,10 5,96 d (9,0) 107,1
4 7,85d (9,5) 1459 2,599,120 | 7,79d (9,0) 146,3
5 6,75 s 101,5 4,6,7,9 6,77 s 105,0
6 - 151,3 - 150,8
7 - 138,5 - 147,3
8 - - - 134,8
9 - 139,8 - 156,5
10 - 117,1 - -
1 4,90d (7,7) 106,0 7,23 4,72 d (7,6) 102,1
2 3,56 dd (7,7; 9,0) 75,3 3,4-3,54 m 75,6
3 3,44 s 77,7 2’4 - 78,4
4 3,47 s 70,8 3,6’ - 71,1
5 - 78,4 - 78,6
6’ 3,72 Hax, dd (4,6; 12,0) 62,3 45 3,4-3,54m 62,6
6’ 3,79 Heq, dd (2,5; 12,0) 62,3  4'5 3,4-3,54 m 62,6
OCHs 3,89s 56,9 1 3,82s 56,4

agxperimento realizado a 600 MHz para 'H, HSQC e HMBC em MeOD, utilizando TMS como
referéncia interna. As atribuicdes de 13C foram obtidas através da andlise dos mapas de
correlagdo HSQC e HMBC.PComparac&o com a literatura em CDsOD (GODECKE, KALOGA e
KOLODZIEJ, 2005). FONTE: O autor (2015).
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ESPECTRO 8 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, MeOD) DA MISTURA BgF_2 + BgF_3
+ BgF_4 E EXPANSAO DOS SINAIS EM 6,35 ppm; 7,85 ppm; 4,90 ppm
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FONTE: O autor (2015).

ESPECTRO 9 - MAPA DE CORRELA(;AO DE HSQC (600 MHz, MeOD) DA MISTURA BgF_2
+ BgF_3+BgF 4
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ESPECTRO 10 - MAPA DE CORRELAGCAO DE HMBC (600 MHz, MeOD) DA MISTURA BgF_2
+BgF_3 + BgF_4
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FONTE: O autor (2015).

ESPECTRO 11 - EXPERIMENTO DE HRMS DA MISTURA BgF 2 + BgF_3 + BgF 4
(METANOL 1% DE ACIDO FORMICO)
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FONTE: O autor (2015).
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5.6.2.2 Determinacao estrutural de BgF_3

O composto BgF_3 foi identificado em mistura com BgF_2 e BgF_4, os
quais foram diretamente identificados no extrato BgF (ESQUEMA 1, pagina 65).

A andlise do espectro de RMN de 'H (ESPECTRO 12) indicou tratar-se
de uma cumarina glicosilada (FIGURA 12), mostrarando sinais de hidrogénios
alifaticos dos quatro grupos acetila, em 6,16 ppm (d, H-3, J = 9,7 Hz), 8,27 ppm
(d, H-4, J = 9,7 Hz), 6,78 ppm (s, H-5), 6,77 ppm (s, H-8) e para CH3O um
simpleto em 3,90 ppm.

Os sinais de hidrogénios metino hemiacila e dos hidrogénios anoméricos
da glicose apresentaram-se, em 4,88 ppm (d, H-1’, J = 7,5 Hz), 3,56 ppm (d, H-
2',J=17,7e9,0Hz), 3,42 ppm (s, H-3’), 3,47 ppm (s, H-4’), 3,27 ppm (s, H-5’), e
na forma de dois dupletos 3,80 ppm (dd, Heq-6’, J = 2,5 € 12,0 Hz) e 3,72 ppm
(dd, Hax-6’, J = 4,6 e 12,0 Hz).

As atribuicdes de 3C foram obtidas através da andlise dos mapas de
correlagdes de HSQC (ESPECTRO 9, pagina 104) e HMBC (ESPECTRO 10,
pagina 105).

A posicao do grupo metoxila, atribuida em C-7 do anel aromatico, foi
estabelecida através das correlagcdes a longa distancia no experimento de
HMBC, para 6,77 ppm (s, H-8) e 6,78 ppm (s, H-5). Conectividades adicionais
no HMBC foram verificadas para o sinal em 6,78 ppm (s, H-5) e com os C-4 e C-
7.

A férmula molecular C16H180g¢ foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas DIMS modo positivo de ionizagdo (ESPECTRO 13), o
qual apresentou o ion molecular de m/z 355.10246 [M + H]*.

A TABELA 7 mostra os deslocamentos de RMN de H, 13C, correlacdes
de HMBC e comparacdo com a literatura. Portanto, os dados acima
apresentados sugerem que BgF_3 seja a cumarina a 7-metoxicoumarina-6-3-D-
glucopiranosideo, chamado de magnoliosideo.

Assim como no composto anterior, este composto esta sendo relatada
pela primeira vez entre as espeécies de Baccharis Sect. Caulopterae. Lee e
colaboradores (2003) isolaram o derivado cumarinico magnoliosideo do extrato

de Angelica gigas Nakai e relataram que este apresentou atividade
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neuroprotetora. Em um estudo realizado por Moon e colaboradores (2011)
também isolaram o Magnoliosideo no extrato de A. gigas e mostrou atividade in
vitro antiplasmaodica, mas ndo apresentou citotoxicidade frente as células da

linhagem de cancer SK-OV-3.

FIGURA 13 - ESTRUTURA MOLECULAR DO MAGNOLIOSIDEO (BgF_3)
OH

FONTE: O autor (2016).

TABELA 7 - DADOS DE RMN DE 1D E 2D DE BgF_3

BgF 32 magnoliosideo®
Posicéo H (ppm) BC HMBC H (ppm) 13C
(multiplicidade; J em Hz) (ppm) (multiplicidade; J em Hz) (ppm)
2 - - - 163,6
3 6,16 d (9,7) 111,6 6,31 d (9,5) 114,6
4 8,27d (9,7) 1434 35 7,90 d (9,5) 145,7
5 6,78 s 116,6 4 7,21s 110,9
6 - 156,6 - 151,8
7 - 148,2 - 148,3
8 6,77 s 101,6 7,18 s 105,3
9 - - - 151,1
10 - - - 114,6
1 4,88d (7,5) - 5,07 d (7,3) 102,1
2 3,56 dd (7,7; 9,0) 74,6 3,4-3,54 m 74,8
3 3,42 s 77,8 - 77,9
4 3,47 s 70,8 - 71,3
5 - - - 78,5
6’ 3,72 Hax, dd (4,6; 12,0) - 3,4-3,54 m 62,5
6’ 3,80 Heq, dd (2,5; 12,0) - 3,4-3,54 m 62,5
OCHs3 3,89s 56,9 3,90s 57,1

agxperimento realizado a 600 MHz para *H, HSQC e HMBC em MeOD, utilizando TMS como
referencia interna. As atribuicdes de 3C foram obtidas atraves do mapa de correlacdo de HSQC
e HMBC. PComparag&o com a literatura em CD3OD (GODECKE, KALOGA e KOLODZIEJ, 2005).
FONTE: O autor (2015).
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ESPECTRO 12 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, MeOD) DA MISTURA BgF_2 + BgF_3
+ BgF_4 E EXPANSAO DOS SINAIS EM 8,27 ppm E 6,16 ppm, REFERENTE
A BgF_3 NA MISTURA
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FONTE: O autor (2015).

ESPECTRO 13 - AMPLIACAO DO ESPECTRO DE MASSAS NA FAIXA DE M/Z 352-356 DO
EXPERIMENTO DE HRMS DA MISTURA BgF_2 + BgF_3 + BgF_4 (METANOL
1% DE ACIDO FORMICO)
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FONTE: O autor (2015).
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5.6.2.3 Determinacao estrutural de BgF_4

O composto BgF_4 foi identificado em mistura com BgF_2 e BgF_3, os
quais foram diretamente identificados no extrato BgF (ESQUEMA 1, pagina 65).

A andlise do espectro de RMN de 'H (ESPECTRO 14) indicou tratar-se
de uma cumarina (FIGURA 14). As atribuicGes de 13C foram obtidas através da
andlise dos mapas de correlacdo de HSQC (ESPECTRO 9) e HMBC
(ESPECTRO 10). ATABELA 8 relaciona os dados espectrais, com as constantes
de acoplamento entre H-3 e H-4 (J = 9,7 Hz). Os sinais caracteristicos de grupos
metoxila em C-5 e C-6, foram observados em 3,82 ppm e 3,90 ppm,
respectivamente. Esta é a primeira vez que este composto é relatado em espécie
de Baccharis.

A férmula molecular C11H1005 foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas DIMS modo positivo de ionizagdo (ESPECTRO 15), o
qual apresentou o ion molecular de m/z 223.06021 [M + H]*.

O composto BgF_4 foi definido como 7-hidroxi-5,6-dimetoxicoumarina,
chamado de uncalina. Estudo de Kayser e Kolodziej (1997) comparou as
atividades antimicrobianas de raizes, folhas e de alguns compostos cumarinicos
isolados como a uncalina, de Pelargonium sidoides e P. reniforme. Houve
destaque para a uncalina, que representa a cumarina com maior a¢ao para todas

as bactérias testadas.

FIGURA 14 - ESTRUTURA MOLECULAR DA UNCALINA (BgF_4)

FONTE: O autor (2016).



TABELA 8 - DADOS DE RMN DE 1D E 2D DE BgF 4

110

BgF 42 uncalina®
Posigéo H 13c HMBC H 13C
(multiplicidade; J em Hz) (ppm) (multiplicidade; J em Hz) (ppm)
2 - 163,0 - 162,2
3 6,12d (9,7) 111,2 6,12 d (9,6) 112,5
4 8,11d (9,7) 142,0 7,96 d (9,6) 139,6
5 - 151,3 6,59 s 155,9
6 - 138,5 - 138,1
7 - - - 152,5
8 6,76 s 101,3 - 99,6
OCHs 3,82s 56,8 3,86 s 61,3
OCHs 3,90 s 57,1 4,01s 62,0

aExperimento realizado a 600 MHz para *H, HSQC e HMBC em MeOD, utilizando TMS como
referencia interna. As atribuicGes de 2C foram obtidas através da andlise dos mapas de
correlagdo de HSQC e HMBC.PComparagdo com a literatura em acetona-ds (KAYSER e
KOLODZIEY, 1995) FONTE: O autor (2015).

ESPECTRO 14 - ESPECTRO DE RMN DE *H (600 MHz, MeOD) DA MISTURA BgF_2 + BgF_3
+BgF_4 E EXPANSAO DOS SINAIS EM 8,11 ppm e 6,12 ppm
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FONTE: O autor (2015).
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ESPECTRO 15 - AMPLIACAO DO ESPECTRO DE MASSAS NA FAIXA DE M/Z 210-227 DO
EXPERIMENTO DE HRMS DA MISTURA BgF_2 + BgF_3 + BgF_4
(METANOL 1% DE ACIDO FORMICO)

FRAN_PPT_ACT #40-231 RT: 0.51-2.01 AV: 192 SB: 28 0.01-0.41 NL: 4.81E5
T: FTMS + p ESI Full ms [100.00-2000.00]
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FONTE: O autor (2015).

5.6.3 Determinacéo estrutural de BgF_5 a BgF_7

A fracdo de 66_75 (BgFD_3) de 12,8 mg foi analisada por CCDA e
rendeu a substancia BgF_5 em mistura. A fragéo de 85_88 (BgFD_6) de 23 mg
foi analisada por CCDA e rendeu a substancia BgF_6 em mistura. A fracdo de
90 91 (BgFD_7) de 32 mg foi analisada por CCDA e rendeu a substancia BgF_7
em mistura (ESQUEMA 2, pagina 66). As substancias foram analisadas por RMN
de 1D e 2D, identificadas e foram confirmadas por espectrometria de massas,

juntamente com os dados da literatura.

5.6.3.1 Determinacao estrutural de BgF_5

O composto BgF_5 foi identificado na mistura da fragdo de 66_75
(BgFD_3) do ESQUEMA 2, pagina 66. Pela analise do espectro de RMN de *H
(600 MHz, CDCI3/TMS) (ESPECTRO 16), verificou a presenca de dois sinais
referentes de hidrogénios do anel aromatico, um dos quais em 5,98 ppm (1H, s)
e o outro em 5,96 ppm (1H, s), caracteristico de hidrogénios meta e trés sinais
em 7,42, 7,43 e 7,42 ppm (H-2', H-4’ e H-6’, respectivamente) sugerindo a
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presenca de um anel aromatico trissubstituido. Além disso, observou-se um sinal
em 5,37 ppm (1H, dd, J = 3,1 e 13,0 Hz) referente a um hidrogénio metilico
oxigenado; dois sinais em 3,05 ppm (1H, dd, J = 13,0 e 17,0 Hz) (H-2) e 2,80
ppm (1H, dd, J = 3,1 e 17,1 Hz) (H-3) referentes a dois hidrogénios
diasterotopicos. Observou-se também um sinal em 12,00 ppm (1H, s) referente
a hidroxila fendlica quelada (-OH em C-5).

No mapa de correlacdo heteronuclear HSQC (ESPECTRO 17) foi
possivel associar de forma inequivoca os sinais de todos os hidrogénios e seus
respectivos carbonos. A TABELA 9 relaciona os deslocamentos de RMN de *H
e de 13C, correlacdes de HMBC (ESPECTRO 18) e comparacdo com a literatura.
As atribuicbes de 3C foram feitas pela andlise de espectros de HSQC
(ESPECTRO 17) e HMBC (ESPECTRO 18).

Os dados de BgF_5 juntamente com os dados da literatura foi possivel
identifica-lo como a substancia 5,7,3,5-tetra-hidroxiflavona (FIGURA 14),
pertencente a classe dos flavondides. Este flavonoide é relatado pela primeira

vez em Baccharis, secdo Cauloperae.

FIGURA 15 - ESTRUTURA MOLECULAR DE 5,7,3",5’-TETRA-HIDROXIFLAVONA (BgF_5)

OH 0
FONTE: O autor (2016).
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BgF 52 5,7,3’,5’-tetra-hidroxiflavona®

Posicéo H (ppm) 3C HMBC H (ppm) 3C
(multiplicidade; J em Hz) (ppm) (multiplicidade; J em Hz) (ppm)

1 - - - -
2 5,37 1H, dd (13,0; 3,1) 792 26 5,37 1H, dd (12,5;3,0) 78,5
3a 3,05 1H, dd (13,0; 17,1) 43,3 2,41 3,19 1H, dd (17,1; 12,5) 42,1
3b 2,80 1H, dd (3,1; 17,1) 433 4 2,67 1H, dd (17,1,3,0) 42,1
4 - 195,6 - 196,5
5 12,00 s 164,1 12,97 s 163,0
6 5,98 1H, s 96,6 8 5,88 1H, s 95,9
7 - 165,1 - 166,7
8 596 1H, s 95,4 6,7,9,10 | 5,88 1H, s 95,1
9 - 163,1 - 163,6
10 - 102,8 - 101,9
1 - - - 129,6
2’ 7,42 1H, s 126,0 214 6,75 1H, s 114,5
3 - - - 145,8
4 7,43 1H, s 128,7 2’6 6,88 1H, s 118,1
5 - - - 145,8
6’ 7,42 1H, s 126,0 214 6,75 1H, s 115,5

agxperimento realizado a 600 MHz para *H, HSQC e HMBC em CDCls, utilizando TMS como
referéncia interna. As atribuicbes de *C foram obtidas através da andlise dos mapas de
correlagédo de HSQC e HMBC. PComparacéo com a literatura em DMSO-ds (NESSA et al., 2004).
FONTE: O autor (2015).

ESPECTRO 16 - ESPECTRO DE RMN DE H (600 MHz, CDCls) DE BgF_5
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ESPECTRO 17 - MAPA DE CORRELAGAO DE HSQC (600 MHz, CDCls) DE BgF_5
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ESPECTRO 18 - MAPA DE CORRELAQAO DE HMBC (600 MHz, CDCl3) DE BgF_5
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5.6.3.2 Determinacao estrutural de BgF_6 na mistura

Pela andlise do espectro de RMN de H! (ESPECTRO 19) foi possivel
observar a presenca dos dupletos em 7,32 ppm (H-2', H-6’, J = 8,6 Hz) e
6,88 ppm (H-3’, H-5’, J = 8,6 Hz) caracteristicos de acoplamento de segunda
ordem e substituicAo em para no anel aromatico. O dupleto em 5,99 ppm com
J = 2,2 Hz acoplando na posicdo meta com dupleto em 5,97 ppm com J = 2,2
Hz, relacionados aos hidrogénios ligados aos C-6 e C-8. O duplo dupleto em
5,35 ppm com J = 13,0 Hz e 3,0 Hz de hidrogénio ligado ao C-2, acoplando com
o hidrogénio ligado ao C-3a, em 3,08 ppm (J = 13,0; 17,1 Hz) e no hidrogénio
ligado ao C3b 2,78 ppm (J = 17,1; 3,0 Hz). O composto BgF_6 foi identificado
em mistura e analisado por RMN de 1D e 2D.

A TABELA 10 relaciona os deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de
13C, correlacGes de HMBC e comparacgdo com a literatura. As atribuicdes de 13C
foram obtidas através da analise dos mapas de correlacdo de HSQC
(ESPECTRO 20) e HMBC (ESPECTRO 21).

A formula molecular C15H1205 foi deduzida com base nos experimentos
de HR-FTMS no modo positivo de ionizagédo (ESPECTRO 22), o qual apresentou
o ion molecular de m/z 273.07559 [M + H]*.

Com os dados de BgF_6, juntamente com os dados da literatura foi
possivel identifica-lo como a substancia 4',5,7-tri-hidroxiflavanona (FIGURA 15),
conhecido como naringenina, pertencente a classe dos flavondides. Este
flavondide geralmente é encontrado no género Baccharis e ja foi relatado nas
especies B. dracunculifolia, B. illinita, B. pseudotenuifolia, B. retusa e B.
salzmannii, porém pela primeira vez nas espécies da secdo Cauloperae (DE
OLIVEIRA et al., 2003, FUKUDA et al., 2006, GRECCO et al., 2012, MOREIRA
et al., 2003, RIBEIRO et al., 2013, VERDI et al., 2004).



FIGURA 16 - ESTRUTURA MOLECULAR DE NARINGENINA (BgF_6)
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FONTE: O autor (2016).

TABELA 10 - DADOS DE RMN DE 1D E 2D DE BgF 6
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BgF_6° narigenina®
Posicédo H (ppm) 13C  HMBC IH (ppm) 3C
(multiplicidade; J em Hz) (ppm) (multiplicidade; J em Hz) (ppm)

1 - - - -

2 5,35 1H, dd (13,0; 3,0) 78,9 5,45 1H, dd (12,9; 3,1) 79,9
3a 3,08 1H, dd (13,0; 17,1) 43,1 24,1 3,18 1H, dd (17,1; 12,9) 43,4
3b 2,78 1H, dd (3,0; 17,1) 431 4 2,72 1H,dd (17,1, 3,1) 43,4
4 - 196,3 12,1 1H, s 197,3
5 12,03 s 164,6 5,6,10 - 165,2
6 5,99 1H, d (2,2) 96,9 5,8,10 5,96 2H, s 96,7
7 - 165,6 - 167,3
8 5,97 1H, d (2,2) 95,7 6,7,9,10 | 5,96 2H, s 95,8
9 - 163,3 - 164,3
10 - 103,5 - 103,1
1 - 130,9 - 130,7
2 7,32 2H, d (8,6) 127,9 7.41 2H, d (8,3) 128,9
3 6,88 2H, d (8,6) 1157 1,34 |6,922H,d(8,3) 116,1
4 - 156,4 - 158,6
5 6,88 2H, d (8,6) 115,7 6,92 2H, d (8,3) 116,1
6’ 7,30 2H, d (8,6) 1279 2224 7.41 2H, d (8,3) 128,9

a Experimento realizado a 600 MHz para 'H, HSQC e HMBC em CDClIz, utilizando TMS como
referéncia interna. As atribuicGes de '°C foram obtidas através dos mapas de correlacdo de
HSQC e HMBC.bComparagdo com a literatura em D20 (FRONTANA-URIBE et al., 2011).
FONTE: O autor (2015).



ESPECTRO 19 - ESPECTRO DE RMN DE *H (600 MHz, CDClz) DA MISTURA BgF_6
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ESPECTRO 20 - MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHz, CDCls) DA MISTURA BgF_6
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ESPECTRO 21 - MAPA DE CORRELAGCAO DE HMBC (600 MHz, CDCls) DA MISTURA BgF_6
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ESPECTRO 22 - AMPLIACAO DO ESPECTRO DE MASSAS NA FAIXA DE M/Z 271-275.5 DO
EXPERIMENTO DE HRMS DE BgF_6 (METANOL 1% DE ACIDO FORMICO)

FRAN BGDI 85 88 #92-120 RT: 1.12-1.41 AV: 38 SB: 87 0.00-0.96 NL: 4.49E6
T: FTMS +p ESI Ful ms [150.00-2000.00]
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5.6.3.3 Determinacao estrutural de BgF_7

Pela andlise do espectro de RMN de H! (ESPECTRO 23) foi possivel
observar a presenca dos dupletos em 7,30 ppm (H-2’, H-6’, J = 8,5 Hz) e 6,87
ppm (H-3’, H-5, J = 8,5 Hz), caracteristicos de acoplamento de segunda ordem
e substituicdo em para no anel aromatico. O dupleto em 6,00 ppm com J = 2,2
Hz acoplando na posicdo meta com dubleto em 5,97 ppm com J = 2,2 Hz,
relacionados aos H-6 e H-8. O duplo dupleto em 5,33 ppmcomJ=129Hze 2,9
Hz para o hidrogénio ligado ao carbono C-2, acoplando com os hidrogénios
ligados ao carbono em 3,06 ppm (J =12,9; 17,0 Hz) (H-3a) e no hidrogénio ligado
ao carbono em 2,76 ppm (J = 17,0; 2,9 Hz) (H-3b). A TABELA 11 mostra os
deslocamentos de RMN de 'H e de 13C, correlacdes de HMBC e comparacao
com a literatura. As atribuices de '°C foram obtidas através da andlise dos
mapas de correlagdo de HSQC (ESPECTRO 24) e HMBC (ESPECTRO 25).

A fémula molecular C15H120s foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massa ESI/MS modo positivo de ionizacdo (ESPECTRO 26), o
qual apresentou o ion molecular de m/z 273.07577 [M + H]*.

Com os dados de BgF_7, juntamente com os dados da literatura foi
possivel identifica-lo como sendo a substancia 4'5,7-tri-hidroxiflavanona,
conhecido como naringenina (FIGURA 16), pertencente a classe dos
flavondides. Este flavonoide ja foi descrito anteriormente e identificado em

BgF_6.

FIGURA 17 - ESTRUTURA MOLECULAR DE NARINGENINA (BgF_7)

OH 0
FONTE: O autor (2016).



TABELA 11 - DADOS DE RMN DE 1D E 2D DE BgF_7
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BgF_r7° narigenina®
Posicao H (ppm) 13C  HMBC IH (ppm) 1BC
(multiplicidade; J em Hz) (ppm) (multiplicidade; J em Hz) (ppm)

1 - - - -

2 5,33 1H, dd (12,9; 2,9) 79,1 5,45 1H, dd (12,9; 3,1) 79,9
32 3,06 1H, dd (12,9; 17,0) 43,1 24,7 3,18 1H, dd (17,1; 12,9) 43,4
3b 2,76 1H, dd (2,9; 17,0) 43,1 4 2,72 1H,dd (17,1, 3,1) 43,4
4 - 196,3 12,1 1H, s 197,3
5 12,03 s 164,1 5,6,10 - 165,2
6 6,00 1H, d (2,2) 96,8 5,8,10 5,96 2H, s 96,7
7 - 165,9 - 167,3
8 5,97 1H, d (2,2) 95,5 6,7,9,10 | 5,96 2H, s 95,8
9 - 163,2 - 164,3
10 - 103,2 - 103,1
1 - - - 130,7
2 7,30 2H, d (8,5) 128,0 7.41 2H, d (8,3) 128,9
3’ 6,87 2H, d (8,5) 116,0 13,4 |6,922H,d(8,3) 116,1
4 - 156,4 - 158,6
5 6,87 2H, d (8,5) 116,0 6,92 2H, d (8,3) 116,1
6’ 7,30 2H, d (8,5) 1280 2,24 7.41 2H, d (8,3) 128,9

agxperimento realizado a 600 MHz para *H, HSQC e HMBC em CDCls, utilizando TMS como
referéncia interna. As atribuicdes de 13C foram obtidas através da andlise dos mapas de
correlagdo de HSQC e HMBC.?Comparagdo com a literatura em D20 (FRONTANA-URIBE et al.,

2011). FONTE: O autor (2015).

ESPECTRO 23 - ESPECTRO DE RMN DE H (600 MHz, CDCls) DE BgF_7
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ESPECTRO 24. MAPA DE CORRELAGCAO DE HSQC (600 MHz, CDCls) DE BgF_7
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ESPECTRO 25 - MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHz, CDCls) DE BgF_7
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ESPECTRO 26 - AMPLIACAO DO ESPECTRO DE MASSAS NA FAIXA DE M/Z 271-279 DO
EXPERIMENTO DE HRMS DE BgF_7 (METANOL 1% DE ACIDO FORMICO)

FRAN_BGDI_90_91 #53-136 RT: 0.68-1.33 AV: 84 SB: 46 0.01-0.50 NL: 1.27E6
T: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]
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FONTE: O autor (2015).

5.6.4 Determinacéo estrutural de BgF_8

A fracdo de 45 47 (BgFAc_6), de 20,5 mg, foi analisada por CCDA e
observou-se tratar de uma mistura que foi renomeada de BgF_8. Esta amostra
foi analisada por RMN de 1D e 2D e por espectrometria de massas.

Pela andlise do espectro de RMN de 'H (ESPECTRO 27) apresentou
duas unidades cafeoila como mostraram os sinais para hidrogénios olefinicos
em relacédo de acoplamento trans em 6,16 ppm (H-2’, d, J = 15,9 Hz) e 7,48 ppm
(H-3’, d, J =15,9 Hz) e em 6,25 ppm (H-2", d, J = 15,8 Hz) e 7,49 ppm (H-3”, d,
J = 15,8 Hz). Os sinais de hidrogénios aromaticos foram observados, como
dupletos em 6,78 ppm (H-8’, J = 8,1 Hz), 6,77 ppm (H-8", J = 8,2 Hz), 6,98 ppm
(H-9°, J = 8,1 Hz), 6,99 ppm (H-9”, J = 8,2 Hz), 7,09 ppm (H-5', J=1,9 Hz) e 7,06
ppm (H-5", J = 1,9 Hz). Além destes sinais foram observados a presenca de
sinais de trés hidrogénios ligados a carbonos sp® oxigenados em 5,13 ppm (H-
3,dd,J=9,9¢e6,1 Hz), 4,97 ppm (H-5,dd, J=7,8 e 2,9 Hz) e 3,85 ppm (H-4, m)
e de sinais multipletos em 1,91 ppm (H-6eq) e em 2,16 ppm (H-6ax), em 1,99
ppm (H-2eq, d, J = 12,2 Hz) e 2,15 ppm (H-2ax, dd, J = 9,9 e 6,1 Hz),
caracteristicos de hidrogénios metilénicos (TABELA 12).
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No mapa de correlacao heteronuclear HSQC (ESPECTRO 28) e HMBC
(ESPECTRO 29) foram observadas as correlagfes entre carbonos carbonilicos
C-9' e C-9” com os hidrogénios H-3 e H-5 do grupo quinico, confirmando o
posicionamento dos substituintes cafeoila nas posi¢cdes 3 e 5 deste grupo.

A formula molecular C2sH24012 foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massa ESI/MS modo positivo de ionizagdo (ESPECTRO 30), o
qual apresentou o ion molecular de m/z 517.13380 [M + H]*.

Com os dados de BgF_8, juntamente com os dados da literatura foi
possivel identificar o acido 3,5-O-dicafeoilquinico (FIGURA 17), pertencente a
classe dos acidos fenolicos. Este composto também foi identificado em B. chilco,
B. gaudichaudiana, B. incarum, B. retusa, B. trimera (ABOY et al., 2012, AKAIKE
et al., 2003, ARGOTI et al., 2013, GRECCO et al., 2012, ZAMPINI et al., 2009).

Akaike e colaboradores (2003) investigaram o efeito antioxidante frente
a DPPH (difenilpicrilidrazila), do composto acido 3,5-O-dicafeoilquinico isolado

em B. gaudichaudiana e mostrou moderada atividade (valor TEAC 1,2 mM).

FIGURA 18 - ESTRUTURA MOLECULAR DO ACIDO 3,5-O-DICAFEOILQUINICO (BgF_8).

FONTE: O autor (2016).



TABELA 12 - DADOS DE RMN DE 1D E 2D DE BgF 8
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BgF 82 3,5-O-dicafeoilquinico®
Posicao H (ppm) 13C  HMBC IH (ppm) 1BC
(multiplicidade; J em Hz) (ppm) (multiplicidade; J em Hz) (ppm)
1 - 72,9 - 76,3
2 2,15 1Hax, dd (12,2; 3,9) 35,3 43,1 2,18 1H, m 40,1
1,99 1Heq, d (12,2) 4,3,1
3 5,13 1H, dd (9,9; 6,1) 71,2 1,1 3,47 1H, td (9,0; 7,0) 72,7
4 3,85 1H, m 67,8 3,94 1H, dd (9,0; 3,5) 73,0
5 4,97 1H, dd (7,8; 2,9) 73,7 43,1 5,41 1H, dt (4,5; 3,5) 74,3
6 2,16 1Hax, m 37,8 5 2,30 1Hax, dd (15,0; 4,0) 37,6
1,91 1Heg, M 54 2,12 1Heq, dd (15,0; 5,5)
1 - 166,0 - 169,4
2 6,16 1H, d (15,9) 1145 41 6,28 1H, d (16,0) 116,1
3’ 7,48 1H, d (15,9) 1456 9,541 | 7,58 1H, d (16,0) 147,8
4 - 125,9 - 128,5
5 7,09 1H, d (1,9) 1153 9.,7,6',3 | 7,08 1H, d (1,8) 115,9
6’ - 145,9 - 147.,4
7 - 148,7 - 150,2
8 6,78 1H, d (8,1) 116,2 9,764 | 6,77 1H, d (8,0) 117,2
o’ 6,98 1H, d (8,1) 1218 7.,5,3 | 6,96 1H, brd (8,0) 123,7
1” - 166,2 - 169,9
27 6,25 1H, d (15,8) 1151 41" 6,38 1H, d (16,0) 116,5
3” 7,49 1H, d (15,8) 1455 954", | 7,61 1H, d (16,0) 147,6
2’1"
4” - 125,8 - 128,7
5” 7,06 1H, d (1,9) 1153 9°,7".6", | 7,06 1H, d (1,8) 115,9
3"
6” - 145,9 - 147.,4
7 - 148,7 - 150,1
8” 6,77 1H, d (8,2) 116,2 9".7°.6", | 6,78 1H, d (8,0) 117,2
4"
9” 6,99 1H, d (8,2) 121,8 7°5"3" | 6,95 1H, brd (8,0) 123,7
COOH - 175,6 - 180,3

aExperimento realizado a 600 MHz para *H, HSQC e HMBC em DMSO-ds, utilizando TMS como
referéncia interna. As atribuicGes de 12C foram obtidas através da andlise dos mapas de
correlagdo de HSQC e HMBC.’Comparacédo com a literatura em MeOD (BASNET et al., 1996).
FONTE: O autor (2016).



ESPECTRO 27 - ESPECTRO DE RMN DE *H (600 MHz, DMSO-d6) DE BgF_8
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ESPECTRO 28 - MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHz, DMSO-d6) DE BgF_8
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ESPECTRO 29 - MAPA DE CORRELAGCAO DE HMBC (600 MHz, DMSO-d6) DE BgF_8
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ESPECTRO 30 - AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE MASSAS NA FAIXA DE M/Z 470-562 DO
EXPERIMENTO DE HRMS DE BgF_8 (METANOL 1% DE ACIDO FORMICO)
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5.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foram analisados os extratos hidroalcoolicos de cladodios e folhas de B.
glaziovii masculinos (BgM) e femininos (BgF), 6leos essenciais de cladodios
masculinos (BgCM) e femininos (BgCF) e Oleos essenciais de flores masculinas
(BgFM) e flores femininas (BgFF). Os resultados s&o apresentados na TABELA
13.

O dleo essencial de BgFF apresentou resultados positivos de atividades
antibacteriana e antifungica frente a todos os microrganismos testados. Esta
atividade pode estar relacionada com a alta concentracdo de espatulenol
(22,6%), e concentracbes moderadas de biciclogermacreno (9,2%), (E)-
cariofileno (7,8%), B-pineno (7,6%) e viridiflorol (7,0%), no 6leo. Esta seletividade
do extrato BgFF pode estar relacionada ao possivel sinergismo destes. Vannini
e colaboradores (2012) demonstrou a atividade antibacteriana e antifUngica do
0leo de B. semiserrata contendo (25,1%) de espatulenol.

O d6leo de BgFM apresentou como principais constituintes de seu 6leo
volatil espatulenol (22,3%), B-pineno (16,2%), limoneno (8,3%), (E)-cariofileno
(7,8%). Este 6leo apresentou atividade antifungica contra todas as leveduras e
atividade antibacteriana contra todas as cepas gram negativas testadas, porém
nao apresentou atividade antibacteriana frente a Enterococcus faecalis.

O dleo volétil de BgCM apresentou como componentes principais 0s
constituintes (E)-cariofileno (15,8%) e biciclogermacreno (13,7%). Este Oleo
apresentou atividade antibacteriana contra todas as cepas gram negativas
testadas, também apresentou atividade antifingica contra todas as leveduras
testadas. No entanto, ndo apresentou atividade frente Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis.

Outro 6leo essencial de B. glaziovii que apresentou atividade antifangica
contra Candida tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis foi BgCF. Seus principais
constituintes foram biciclogermacreno (16,0%), B-pineno (15,2%).

Os resultados apresentados mostraram atividade antibacteriana e
antifingica do extrato de BgM sobre todas as bactérias gram negativas e
leveduras testadas, com excecdo da bactéria gram positiva Enterococcus

faecalis, que ndo apresentou atividade na faixa de concentragdo avaliada de
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0,012 a 1,0 mg.mL"'. Observou-se também agao inibitoria do extrato de BgF
sobre as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus e sobre todas as

leveduras testadas.

TABELA 13 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS DE
Baccharis glaziovii

CIM2 (mg.mL1)
Microrganismo BgF BGM BgFF BgFM BgCF BgCM Ct
Staphylococus aureus 0,75 0,75 0,125 0,75 >1,0 >1,0 0,025
(ATCC 14458)
Staphylococus epidermidis >1,0 0,75 0,05 0,05 >1,0 0,05 0,050
(ATCC 12228)

Enterococcus faecalis >1,0 >1,0 0,75 >1,0 >1,0 >1,0 0,050
(ATCC 10100)
Escherichia coli 0,75 0,75 0,75 0,75 >1,0 0,75 0,050

(ATCC 10799)
Pseudomonas aeruginosa >1,0 0,25 0,125 0,25 >1,0 0,75 0,012
(ATCC 27853)

Candida tropicalis 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,012
(ATCC 157)
Candida glabrata 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,012
(ATCC 30070)
Candida parapsilosis 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,012

(ATCC 22019)
>1,0: sem atividade na faixa de concentragcdo avaliada de 0,012 a 1,0 mg.mL?. C*: controle
positivo cloranfenicol para as bactérias e cetoconazol para os fungos. Como controle negativo
(diluente) foi empregado propilenoglicol/RPMI-1640 (1:19, v/v). FONTE: O autor (2014).

Todos os 6leos essenciais testados com as cepas de Candida tropicalis,
C. glabrata e C. parapsilosis apresentaram resultados similares. Estes 6leos
possuem em sua composi¢cao biciclogermacreno, B-pineno, (E)-cariofileno,
germacreno D, a-humuleno, espatulenol, limoneno e viridiflorol os quais
possivelmente tenham colaborado para a acao antifiingica observada. Também
guanto aos extratos testados, eles se mostraram nas analises quimicas serem
ricos em compostos da classe dos flavonoides, cumarinas e terpenos, 0s quais
possuem atividades antimicrobianas e antifingicas ja relatados na literatura
(BETONI et al., 2006; FERESIN et al., 2003; GRECCO et al., 2014; LUIZE et al.,
2005; ZAMPINI, ISLA e SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2009).

Estes resultados sugerem o uso de 6leos essenciais e extratos de B.
glaziovii como alternativa ao uso de antimicrobianos no tratamento de infec¢des
bacterianas e fungicas, estimulando a investigacéo da aplicacdo destes produtos
naturais de forma isolada ou combinada a outros medicamentos de forma

segura.
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5.8 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIO in vitro

Um dos métodos para o screening de atividade anti-inflamatoria in vitro,
considera que alguns anti-inflamatérios inibem a desnaturacdo de proteinas, e
baseia-se na protecdo contra a desnaturacdo proteica (MIZUSHIMA e
KOBAYASHI, 1968). A desnaturacdo protéica é simultaneamente causa e
consequéncia da resposta inflamatdria. O diclofenado de sédio e outros
farmacos anti-inflamatoérios possuem a capacidade de inibir a desnaturacéao de
proteinas. Os extratos de B. glaziovii (BgF e BgM) obtidos foram analisados pelo
teste de inibicdo da desnaturacéo da albumina de acordo com o método descrito
por Mizushima e Kobayashi (1968), com algumas modificacdes. O ensaio
baseia-se na desnaturacdo proteica provocada pela temperatura elevada. As
consequéncias da perda estrutural das proteinas desnaturadas resultam na
diminuicdo da solubilidade em &gua. Estas caracteristicas sdo avaliadas em
espectrofotdometro em A=660 nm. Quanto mais elevada for a absorbancia, maior
€ o grau de desnaturacdo. Estes resultados obtidos neste teste estdo expressos

na TABELA 14.

TABELA 14 - ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO DOS EXTRATOS DE B. glaziovii,
EXPRESSA EM PORCENTAGEM DE INIBICAO DA DESNATURACAO DE
ALBUMINA BSA

Amostra Média Desvio padréo % de Inibic&o da
desnaturacéo de
albumina BSA
Controle - 0,106 0,001
Controle + 0,233 0,003 84,40%
Diclofenaco 400 pg.mL*
BgM

400 pg.mLt 0,172 0,004 62,20%

200 pg.mL*? 0,167 0,008 57,50%

100 pg.mL? 0,154 0,004 45,30%

50 pg.mL?t 0,139 0,004 31,10%

25 ug.mL? 0,125 0,005 17,90%
12,5 pg.mL1 0,111 0,004 4,70%

BgF

400 pg.mLt 0,174 0,004 64,15%

200 pg.mL*? 0,167 0,002 58,20%

100 pg.mL? 0,162 0,002 52,80%

50 pg.mL? 0,135 0,001 27,80%

25 pg.mL*? 0,118 0,002 11,60%
12,5 yg.mL1 0,106 0,001 0,60%

FONTE: O autor (2014).
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Os extratos de B. glaziovii masculino (BgM) e feminino (BgF) mostraram
atividade anti-inflamatéria quando comparados ao controle positivo diclofenaco
de sédio (400 pg.mL?), sendo satisfatério nas mesmas concentragfes, para
ambos o0s extratos. Estes apresentaram uma percentagem de inibicdo da
desnaturacao de albumina BSA de 62,20% para BgM e de 64,15% para BgF.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que alguns destes
extratos obtidos contém substancias com atividade anti-inflamatoria. Esta
atividade pode estar relacionada com a presenca de terpenoides e flavondides
isolados, ja relatada em outros estudos, em espécies de Baccharis (BACHIEGA
et al., 2013; BOLLER et al., 2010; DOS SANTOS et al., 2010; MISSIMA et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2012; ZALEWSKI et al., 2011). Uma promissora andlise,
incluindo a purificacdo dos extratos e caracterizacdo quimica dos compostos
isolados, deve permitir a identificacdo desses compostos que possuem estas
atividades especificas. Estas investigacdes, juntamente com outros estudos

estdo sendo realizados em nosso laboratorio.

5.9 ATIVIDADE ANTIULCERA EM MODELOS AGUDOS

Estudos antitlceras tem sido realizados com extratos e fracbes de
espécies do género Baccharis como B. dracunculifolia, B. illinita e B. trimera,
estes tém apresentado acao gastropotetora (BAGGIO et al., 2003; BOLLER et
al., 2010; DE TOLEDO DIAS et al., 2009; FREITAS et al., 2008; LEMOS et al.,
2007, CAMPOS et al., 2016). Nos extratos e fracbes destas espécies foram
encontrados terpenos, flavondides, cumarinas, 6leos volateis, acidos fenolicos,
entre outros (CAMPOS et al., 2016; VERDI, BRIGHENTE, PIZZOLATTI, 2005),
que podem ser atribuido a estes compostos a agdo gastroprotetora.

O cha da carqueja (B. trimera) é usado popularmente no sul do Brasil
para tratamento de Ulceras pépticas (HEIDEN, IGANCI e MACIAS, 2009; LEMOS
et al.,, 2007; REZENDE et al., 2014). Neste sentido, uma avaliacdo da atividade
antitllcera do extrato hidroalcodlico de B. glaziovii feminina (BgF) foi realizada, e
os resultados deste estudo encontra-se em depdsito de patente, solicitado junto
ao Instituto Nacional da Propriedade Intelectual (INPI) da UFPR, sob niamero de
registro BR1020150243049, data de depdsito: 22/09/2015, titulo: “Atividade
antitlcera de extratos, fracdes e compostos isolados, processo de obtencéo e
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uso da espécie Baccharis glaziovii Baker (ASTERACEAE)”. Em parceria com as
Instituicdo(Bes) financiadora(s): Universidade Federal do Parand (UFPR);
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) (ANEXO 3, pagina 178).

5.10 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA E ANTILEISHMANICIDA DE Baccharis

glaziovii

A avaliacdo da atividade antiproliferativa foi realizada com extratos
hidroalcoodlicos BgM e BgF, e 6leos essenciais dos cladddios (feminino - BgCF;
masculino - BgCM) e flores (feminino - BgFF; masculino - BgFM) de B. glaziovii
(TABELA 15), contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis. O
extrato BgFF mostrou uma atividade expressiva sobre as formas evolutivas do
parasito, com uma Clso de 6,42 ug.mL-", seguido do extrato BgCM com uma Clso
de 14,74 yg.mL™", o extrato BgCF com uma Clso de 16,89 ug.mL" e o extrato
BgFM com uma Clso de 17,20 yg.mL-"'. Ja os extratos BgF e BgM apresentaram
moderada atividade sobre as formas evolutivas do parasito, com uma Clso de
72,81 ug.mL"' e Clso de 88,44 ug.mL"' respectivamente. Também em alguns
casos, os valores de CCsp relativos a alguns extratos excederam os Clso das
mesmas, sugerindo que a atividade estd diretamente relacionada a
citotoxicidade. Os extratos BgM, BgF, BgCF e BgFF apresentaram indice de
seletividade (CCso/ICs0) maior que 1, significando que esses extratos sdo mais
ativos contra os protozoarios e menos ativos contra as células de mamiferos. No
entanto, alguns extratos como BgCM e BgFM, tiveram uma grande toxicidade
sobre células de mamifero quando comparada a atividade sobre 0s protozoarios.
Esses extratos apresentaram indice de seletividade (IS) menor que 1. Todos 0s
extratos testados foram submetidos ao ensaio antiproliferativo contra as formas
amastigotas axénicas de L. amazonensis. Os extratos BgFF, BgFM, BgCF e
BgCM foram os que apresentaram efetiva atividade sobre as formas amastigotas
axénicas, com uma Clso de 11,5 pg.mL"", 12,61 yg.mL", 12,90 yg.mL" e 16,25
ug.mL" respectivamente (TABELA 15).

Ha uma necessidade de se buscar medicamentos antileishmania
eficazes para substituir ou complementar aqueles em uso atual (GOTIJO, 2004).

Por isso, alguns estudos foram realizados com extratos de outras espécies do
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género Baccharis como na B. dracunculifolia, B. uncinella, B. platypoda e B.
trimera (DE SOUZA MOREIRA et al., 2014; JOHANN et al., 2012; LUIZE et al.,
2005; PASSERO et al., 2011; YAMAMOTO et al., 2014). Johann e colaboradores
(2012) estudaram o extrato hexanico de B. dracunculifolia e isolaram quatro
compostos, dos quais apenas o acido ursolico foi ativo frente aos ensaios
citotoxicos e mostrou atividade leishmanicida. Luize e colaboradores (2005)
testaram o extrato de Baccharis trimera frente as formas amastigota axénica e
promastigota de Leishmania amazonensis in vitro, na concentracdo de
100 pg.mL?l. O extrato apresentou atividade moderada contra as formas
axénicas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis com 64,6% e 58,3%
de inibicdo de crescimento, respectivamente. Passero e colaboradores (2011)
isolaram do extrato etandlico de B. uncinella os compostos pectolinaringenina e
acido caféico e testaram frente a formas amastigotas e promastigotas de L.
amazonensis e L. braziliensis, mostrando atividade inibidora.

Yamamoto e colaboradores (2014) obtiveram das folhas de B. uncinella
uma fracdo terpénica rica em acido oleandlico e &cido ursolico, testaram em
camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, que mostraram
atividades leishmanicida e imunomoduladora. De Souza Moreira e
colaboradores (2014) avaliaram o extrato bruto etandlico de folhas de Baccharis

platypoda e detectaram atividade leishmanicida e sem citotoxicidade.



133

TABELA 15 - VALORES DE CCso (ug.mL%), ICs, (ug.mL?) E IS PARA OS EXTRATOS

HIDROALCOOLICOS E DE OLEOS ESSENCIAIS DE B. glaziovii FRENTE
Leishmania amazonenses

Citotoxicidade Promastigotas Amastigotas
Extratos em J774.A1
CCq, Ccv Clg, Ccv IS Clg, Ccv IS
(ug.mL?) (%) (ug.mLY) (%) (ug.mL?) (%)
BgM > 1000 ND 88,44 + 514 >11,3 72,50 £ 0,97 >
4,54 0,71 13,79
BgF > 1000 ND 72,81 12,40 >13,73 34,00 £ 6,23 >
9,03 2,12 29,41
BgFM <10 ND 17,20 £ 4,82 <0,70 12,61 + 19,5 <0,79
0,83 2,46
BgFF <10 ND 6,42 + 6,07 <1,56 115+ 136 <0,87
0,39 1,57
BgCM <10 ND 14,74 + 14,92 <0,68 16,25 + 145 <0,61
2,20 2,36

BgCF 35+7,07 202 16,89+ 6,87 2,07 1290+ 1581 2,71
1,16 2,04

FONTE: O autor (2015).

Portanto, o presente trabalho apresentou resultados relevantes, sendo a
B. glaziovii uma fonte promissora de compostos capazes de apresentar atividade

contra L. amazonensis.

5.11 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA E TRIPANOCIDA DE Baccharis

glaziovii

As fragbes BgFH, BgFD, BgFAc, BgFAQ e a mistura das substancias
BgF_2 + BgF_3 + BgF_4 de B. glaziovii foram avaliadas quanto a atividade
antiproliferativa contra a forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi (TABELA
16). As fracOes avaliadas e a mistura de BgF_2 + BgF_3 + BgF_4 apresentaram
perfil interessante quanto a atividade antiproliferativa. A fracdo BgFAc
apresentou atividade antiproliferativa expressiva sobre as formas tripomastigotas
(CEso 44,97 ug.mL™"). Devido a agéo relevante das fragdes e da mistura foram,
entdo, submetidos ao ensaio de citotoxicidade em células VERO, apresentando
uma CCso de 220,59 ug.mL"' para BgFAc, 170,47 ug.mL-" para a mistura das
substancias BgF_2 + BgF_3 + BgF_4 e 162,64 yg.mL" para BgFA(. As fracdes
BgFAc, BgFAQ, BgFH e a mistura das substancias BgF_2 + BgF_3 + BgF_4
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apresentaram indice de seletividade (CCso/CEso) maior que 1, denotando que
esses extratos em particular sdo mais ativos contra 0s protozodrios e menos
ativos contra as células VERO. No entanto, o extrato BgFD apresentou uma
grande toxicidade sobre células VERO quando comparada a atividade sobre os

protozoarios, com um IS menor que 1.

TABELA 16 - VALORES DE CCso (ug.mL™), CEso (pg.mL?) E IS PARA OS EXTRATOS E
MISTURA DE SUBSTANCIA DE B. glaziovii FRENTE Trypanosoma cruzi

Citotoxicidade céls. VERO Tripomastigotas
Fracdes CCs, (Mg.mL?) Ccv CEg, (Mg.mL1) CV (%) IS
(%)

BgF 2+BgF 3 170,47 £ 8,76 5,14 74,00 * 5,66 7,64 2,30
+BgF_4

BgFAcC 220,59 £ 29,12 13,2 44,97 + 11,34 25,21 4,90

BgFAQ 162,64 + 5,69 3,50 57,9+297 5,13 2,80

BgFH 65+ 7,07 10,87 37,83+0,23 0,61 1,72

BgFD 34,72 +2,41 6,93 86,00+1,41 1,64 0,40

FONTE: O autor (2015).
Estudo anterior demonstrou que o extrato de Baccharis trimera frente as

formas epimastigota de Trypanosoma cruzi in vitro na concentracdo de
100 ug.mL™, apresentou atividade moderada contra a forma epimastigota de T.
cruzi, com 65,8% de inibicdo de crescimento (LUIZE et al.,, 2005). Silsen e
colaboradores (2006) também analisaram o extrato organico e aquoso das
partes aéreas e das raizes de B. spicata, avaliaram a atividade tripanocida contra
as formas epimastiotas na concentracdo de 100 yg.mLt, apresentou atividade
moderada com 71,1% de inibicdo de crescimento para o extrato organico das
raizes de B. spicata.

Através desses resultados, pdde-se concluir que as fracdes BgFAc,
BgFAq, BgFH e a mistura das substancias BgF 2 + BgF 3 + BgF 4
apresentaram uma efetiva atividade sobre a viabilidade da forma tripomastigota
do parasito T. cruzi.

A avaliacdo da atividade antiproliferativa dos extratos hidroalcodlicos
BgM e BgF de B. glaziovii foram avaliadas quanto a atividade antiproliferativa
contra a forma amastigota de T. cruzi (TABELA 17). O extrato BgM apresentou
atividade antiproliferativa expressiva sobre as formas amastigotas (CEso
86,43 ug.mL1).
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TABELA 17 - VALOR DE CEso (ug.mL?1) E CV (%) PARA OS EXTRATOS DE B. glaziovii
FRENTE Trypanosoma cruzi

Amastigotas

Extratos
CEso (Mg.mL™) CV (%)
BgM 86,43 + 5,05 5,84
BgF 52,08 £ 0,59 1,13

FONTE: O autor (2015).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Através dos dados das andlises realizadas por RMN de H e
espectrometria de massas dos extratos de BgF e BgM, revelou semelhanca
quimica entre estes. Devido ao cuidado criterioso no momento da coleta,
identificacdo, preparacdo dos materiais vegetais, obtencdo dos extratos de
Baccharis glaziovii, permitiu observar esta similaridade entre os espécimes
masculinos e femininos.

As caracteristicas morfoanatémicas encontradas em B. glaziovii, incluem
ramo trialado, hastes mostrando alas em um arranjo regular em torno do eixo
central, folhas curtas e pecioladas, tricomas tectores simples e flageliformes,
nervura central, peciolos com uma forma céncava e uma ligeira projecao na face
adaxial e convexo com trés projecdes na superficie abaxial e cristais de oxalato
de calcio na forma de réfides, estildides e piramidal na regido perimedular do
cladédio, quando avaliada como um todo, fornece suporte para o controle de
qualidade da droga vegetal Baccharis glaziovii.

As analises por CG e CG-EM dos 6leos essenciais das flores (BgFF e
BgFM) e cladodios (BgCF e BgCM) dos espécimes femininos e masculinos
obtidos por arraste de vapor mostraram uma composicdo semelhante com
predominéancia de sesquiterpenos. Na amostra BgCF foi possivel identificar 38
compostos e para BgCM 37 compostos e ha amostra BgFF foram identificados
41 compostos e em BgFM 28 compostos.

Os principais compostos identificados nos 6leos essenciais de cladodios
BgCF/ BgCM foram biciclogermacreno (16,0/13,7%), B-pineno (15,2/6,5%), (E)-
cariofileno (12,0/15,8%), germacreno D (11,9/8,8%), a-humuleno (6,8/10,0%),
espatulenol (6,3/6,4%), limoneno (5,0/5,9%) e viridiflorol (2,7/5,0%) e para os
Oleos essenciais das flores BgFF/BgFM foram espatulenol (22,6/22,3%),
biciclogermacreno (9,2/6,1%), (E)-cariofileno (7,8/7,8%), B-pineno (7,6/16,2%),
viridiflorol (7,0/4,3%), germacreno D (4,0/3,2%), 6xido de cariofileno (4,0/5,1%),
globulol (3,0/2,1%), a-humuleno (2,8/4,4%) e limoneno (2,2/8,3%). Todas as
analises mostraram uma composicdo semelhante para 0s compostos
majoritarios em ambos o0s extratos, mas com diferencas no numero de

compostos identificados no extrato BgFF que foi relativamente superior em
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relacdo aos demais extratos. O perfil dos constituintes volateis majoritarios no
género Baccharis, estdo em geral de acordo com outros estudos (AGOSTINI et
al., 2005; ASCARI et al.,, 2012; GLEISER, BONINO, ZYEJADLO, 2011;
PARREIRA et al., 2010; VANNINI et al., 2012).

O estudo quimico do extrato BgF levou a identificacdo de seis
substancias, os flavondides apigenina, naringenina e 5,7,3,5-tetra-
hidroxiflavona e as cumarinas isofraxosideo, magnoliosideo e uncalina. As
Gltimas quatro substancias estdo sendo relatadas pela primeira vez no género
Baccharis. As identificagOes foram realizadas diretamente nos extratos e em
frac6es complexas em misturas, através das técnicas de RMN 1D e 2D.

Os resultados obtidos nos ensaios biolégicos realizados com o extrato
BgF, BgM, BgFF, BgFM, BgCF e BgCM se mostraram muito promissores
guanto a suas atividades biolégicas. O Oleo essencial de BgFF apresentou
resultados positivos de atividades antibacteriana e antifingica frente a todos os
microrganismos testados.

Os extratos de B. glaziovii masculino (BgM) e feminino (BgF) mostraram
atividade anti-inflamatéria quando comparados ao controle positivo diclofenaco
de sodio (84,4%), sendo satisfatério nas mesmas concentracdes para ambos 0s
extratos. Apresentaram uma percentagem de inibicdo de 62,2% para BgM e
64,1% para BgF.

Os ensaios realizados com os extratos de B. glaziovii (BgM, BgF, BgFM,
BgFF, BgCM e BgCF) frente Leishmania amazonensis apresentou resultados
promissores para desenvolver novos compostos a partir de produtos naturais,
capazes de apresentar atividade contra L. amazonensis.

As fracbes BgFAc, BgFAQ, BgFH e a mistura das substancias BgF_2 +
BgF_3 + BgF_4 apresentaram uma efetiva atividade sobre a viabilidade da
forma tripomastigota do parasito T. cruzi. O extrato BgM apresentou atividade
antiproliferativa expressiva sobre as formas amastigotas (ECso 86,43 pg.mL™1).

Estes resultados contribuem para a diagnose do género Baccharis Sect.
Caulopterae e a familia Asteraceae. E justificam o uso do extrato hidroalcodlico
de B. glaziovii para o tratamento de inflamacgdes (BgF) e do extrato BgFF como
antimicrobiano. Deste modo, faz-se necessario e interessante a continuidade do

estudo quimico e bioldgico das demais fragdes e sub-fragbes da planta.
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