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“Penso que s6 ha um caminho para a ciéncia ou para a filosofia: encontrar um
problema, ver a sua beleza e apaixonar-se por ele; casar e viver feliz com ele até
gue a morte vos separe — a nao ser que encontrem outro problema ainda mais
fascinante, ou, evidentemente, a ndo ser que obtenham uma solu¢cdo. Mas, mesmo
gue obtenham uma solugéo, poderédo entao descobrir, para vosso deleite, a
existéncia de toda uma familia de problemas-filhos, encantadores ainda que talvez
dificeis, para cujo bem-estar poderao trabalhar, com um sentido, até ao fim dos
vossos dias.”

Karl Popper - Em busca de um mundo melhor
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RESUMO

O género Baccharis € um dos mais diversificados da familia Asteraceae, com
ampla distribuicdo no continente americano. No Brasil sdo registradas cerca de 167
espécies, encontradas principalmente nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste.
Dentro deste género, o grupo Caulopterae é representada por espécies conhecidas
popularmente como “carquejas”. Este grupo apresenta importantes atividades
biologicas que estdo relacionadas com a sua grande diversidade quimica, como
flavonoides, &cidos fendlicos e diterpenos. Por isso objetivou-se estudar a
composicdo quimica e atividades biolégicas das partes areas de Baccharis
burchellii. Para isso, o material botanico, cladédios femininos e masculinos foi
submetido a extracdo hidroalcodlica fornecendo os extratos Bb-F e Bb-M,
respectivamente. Através da andlise de espectros de RMN de 'H foi possivel
observar uma diversidade metabodlica muito semelhante entre os extratos. Assim, 0
extrato Bb-F foi fracionado por particdo liquido-liquido com os solventes em ordem
crescente de polaridade (Hex, CH.Cl,, AcOEt, MeOH). As fracBes resultantes
foram purificadas por técnicas cromatograficas e analisadas por RMN uni e
bidimensionais e EM. A partir destas analises foram identificadas as seguintes
substancias: escopoletina (Bb-1), cafeato de etila (Bb-2), 4cido trans feralico (Bb-
3), narigenina (Bb-4), 7-hidroxi-benzaldeido (Bb-5), [-sitosterol (Bb-6),
estigmasterol (Bb-7), p-hidroxifenil-2”-O-trans-cafeoil-3-D-glucopiranosideo (Bb-8)
e 6-metoxi-cumarina-2”-O-trans-cafeoil--D-glucopiranosideo  (Bb-9). Destas
substancias, sete estdo sendo relatadas pela primeira vez na secdo Caulopterae,
enquanto que Bb-8 e Bb-9 sdo produtos naturais inéditos. Ainda, os extratos Bb-F
e Bb-M foram analisados por ESI-EM/EM, onde foram evidenciados o0s
constituintes majoritarios e identificados, como Bb-1, Bb-8 e Bb-9. Foi realizado
também a analise por CG-EM dos 6leos essenciais das flores femininas (BbO-F) e
flores masculinas (BbO-M). Do BbO-F e BbO-M foi possivel identificar 28 e 26
compostos, respectivamente. Os constituintes majoritarios (fémea/macho) foram:
(E)-cariofileno  (11,85/6,94%), vy-gurjuneno (10,75/7,33%), biciclogermacreno
(17,83/20,74%), italiceno éter (7,21/2,02%), tujopsan-2-a-ol (6,35/9,14%), acorenol
(0,16/7,93), cubenol (8,22/0,61%), PB-eudesmol (0,35/12,27%) e a-cadinol
(9,26/0,57). Realizou-se a avaliagao in vitro da atividade antioxidante (reducdo do
radical DPPH e ORACkF,) e citotoxica dos extratos, fracdes e algumas substancias
isoladas, frente as linhagens celulares tumorais de melanoma murino (B16-F10),
carcinoma hepatocelular humano (HepG2), leucemia mielocitica crénica humana
(K562) e leucemia promielocitica humana (HL-60). Como reultado a mistura
composta de Bb-1, Bb-2, Bb-3 foi a mais antioxidante e citotoxica, principalmente
sobre a linhagem celular HL-60 com ICso de 6,06 pg/mL. Sendo assim, os
resultados confirmam o grande potencial desta espécie na busca de novos
farmacos biologicamente ativos.

Palavras chave: Baccharis, Baccharis burchellii, constituicdo quimica, atividade
citotoxica.



ABSTRACT

The Baccharis genus is one of the most diversified of the Asteraceae family and is
widely distributed in the Americas. In Brazil are recorded about 167 species, mainly
in South, Southeast and Midwest regions. In this genus, the Caulopterae DC. section
is represented by species known as "carqueja”. This group presents an important
biological activity, related to their great diversity of chemical compounds, such as
flavonoids, phenolic acids, and diterpenes. Therefore, this work aimed to study the
chemical composition and biological activities of the aerial parties of .Baccharis
burchellii. For this, male and female cladodes were submmited to hydroalcoholic
extraction, producing Bb-M and Bb-F extracts, respectively. Through the analysis of
'H NMR spectra, was observed a very similar metabolic profile between this extracts.
The Bb-F was fractionated by liquid-liquid partition with solvents in increasing polarity
order (Hex, CH,Cl,, EtOAc, MeOH). The resulting fractions were purified by
chromatographic techniques and analyzed by MS and NMR 1D and 2D. Were
identified the following substances: Scopoletin (Bb-1), caffeoato ethyl (Bb-2), trans
ferulic acid (Bb-3), narigenin (Bb-4), 7-hydroxy-benzaldehyde (Bb-5), B-sitosterol
(Bb 6), stigmasterol (Bb-7), p-hydroxyphenyl-2”-O-trans-caffeoyl-3-D-
glucopyranoside (Bb-8) and 6-methoxy-coumarin-2"-O-trans-caffeoyl-p-D-
glucopyranoside (Bb-9). Seven of these substances are being reported for the first
time in Caulopetare section, while Bb-8 and Bb-9 are new reported natural products.
The major constituents identified by ESI-MS/MS were Bb-1, Bb-8, and Bb-9. GC-MS
analysis of the essential oils of female flowers (BbO-F) and male flowers (BbO-M)
was also performed. Were identified 28 compounds on BbO-F and 26 on the BbO-M.
The major constituents (female / male) were: (E) -caryophyllene (11.85 / 6.94%), y-
gurjuneno (10.75 / 7.33%), biciclogermagreno (17.83 / 20.74%) italiceno ether (7.21 /
2.02%), a-tujopsan-2-ol (6.35 / 9.14%), acorenol (0.16 / 7.93), cubenol (8.22 /
0.61%), B-eudesmol (0.35 / 12.27%) and a-cadinol (9.26 / 0.57). Were also
conducted the in vitro evaluation of antioxidant (DPPH and reducing ORACFL) and
antiproliferative activity of extracts, fractions and isolated compounds against human
tumor cell lines murine melanoma (B16-F10), human hepatocellular carcinoma
(HepG2), human chronic myelogenous leukemia (K562) and human promyelocytic
leukemia (HL-60. The mixture of the Bb-1, Bb-2, Bb-3 was the most cytotoxic and
antioxidant primarily on the cell line HL-60 (human promyelocytic leukemia) with IC50
of 6.06 mg / mL. Therefore, this results confirm the great potential of this species in
the search for new biologically active drugs.

keywords: Baccharis, Baccharis burchellii, chemical composition, citotoxy activity.
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1 INTRODUCAO

As fontes naturais oferecem as melhores possibilidades de encontrar
substancias de interesse terapéutico. O Brasil hospeda uma das maiores
biodiversidades do planeta, porém, grande parte ainda permanece sem estudo.
Desta forma, seus principios ativos, suas atividades farmacoldgicas e os dados
toxicolégicos permanecem desconhecidos (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Entre os biomas brasileiros, a mata atlantica € caracterizada pelo alto grau de
biodiversidade, porém € um dos ecossistemas mais devastados e ameacados de
extincdo. Assim muitas espécies nativas que ndo sdo conhecidas pela populacao
correm o risco de desaparecer sem nenhum tipo de registro.

Os constituintes quimicos dos vegetais séo sintetizados e degradados através
de uma série de transformacdes quimicas que ocorrem no interior das células e
constituem o metabolismo das plantas. Para as células vegetais, o metabolismo é
dividido em primario e secundario.

O metabolismo secundério é responséavel por produzir uma diversa variedade
de compostos organicos, sendo que a grande maioria ndo participa diretamente no
processo de crescimento e desenvolvimento da planta. O metabolismo secundario
nao esta distribuido igualmente em todos 0s grupos taxonémicos, sendo exclusivos
para certos vegetais. S80 compostos extremamente Uteis para atracdo de
polinizadores, como agentes alelopaticos, protecdo contra raios UV e defesa contra
herbivoros, insetos, infeccdo microbiana, entre outras (GARCEZ, 2013). Sao
encontrados geralmente em diferentes concentracbes e muito variaveis nos
diferentes estagios de vida do vegetal.

Uma planta pode conter muitos metabdlitos secundarios, mas apenas 0s
compostos que estdo em maior concentragdo sao geralmente isolados e estudados,
porém muitas vezes 0S compostos minoritarios apresentam os melhores efeitos
biologicos. Por isso é indispensavel analisar a poténcia dos extratos, fracbes e
substancias puras. A partir desta avaliacdo podemos predizer se o principal
componente quimico responsavel pela atividade biologica foi realmente determinado
ou se esta ocorrendo um possivel sinergismo entre as substancias (CECHINEL-
FILHO; YUNES, 1998; BRAZ-FILHO, 2010).



18

Embora existam diversas estratégias e metodologias disponiveis para que se
possa sintetizar e descobrir novos farmacos, a quimica de produtos naturais
representa uma destas alternativas de sucesso (BARREIRO; BOLZANI, 2009).
Assim adquirir a capacidade de identificar, de forma rapida e segura em matrizes
complexas como extratos e fracdes semipurificadas € um grande diferencial para a
descoberta e desenvolvimento de fitofarmacos e também a padronizacao de extratos
bioativos (BARISON; BIAVATTI, 2011). Esse ramo merece maior atengdo por parte
dos quimicos, biélogos e farmacéuticos na busca de produtos naturais novos e com
possiveis atividades bioldgicas.

Diante disso, encontra-se o Género Baccharis (Asteraceae) com grande
relevancia econdmica e medicinal. Este grupo apresenta importantes atividades
biolégicas como antioxidante, gastroprotetora e anti-inflamatoria, que estdo
relacionadas as substancias presentes, como flavonoides, &cidos fendlicos e
diterpenos (VERDI, et al., 2005).

Apesar da importancia deste género, sdo poucos os estudos, cerca de 30%
de todas as espécies apresentam algum tipo de estudo quimico ou bioldgico.
Somando esse dado, a importancia etnobotanica do género e a devastacdo dos
biomas brasileiros, o estudo com Baccharis burchellii € de grande importancia, uma
vez que esta ndo possui estudos quimicos e biolodgicos e esta sendo relatada pela

primeira vez no estado do Parana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudo quimico, antioxidante e citotoxico das partes aéreas de Baccharis burchellii
(Asteraceae)

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Coletar flores e cladodios de Baccharis burchellii;

b) Investigar diferencas na constituicdo quimica nos espécimes femininos e
masculinos;

c) Obter 6leos essenciais e extratos vegetais do material botanico;

d) Fracionar e isolar o0s metabdlitos dos extratos através de técnicas
cromatograficas;

e) Identificar os metabdlicos secundarios diretamente nos extratos, fracbes semi-
purificadas e compostos isolados através das técnicas espectroscopicas de RMN
uni e bidimensionais e EM.

f) Realizar a caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais, através de CG-EM,;

g) Realizar ensaios de atividade antioxidante e citotéxica frente as linhagens
celulares tumorais de melanoma murino (B16-F10), carcinoma hepatocelular
humano (HepG2), leucemia mielocitica cronica humana (K562) e leucemia
promielocitica humana (HL-60).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae (nome antigo: Compositae) compreende 1.600 géneros
e 23.000 espécies distribuidas em todos os tipos de habitats, exceto a Antartida,
sendo localizada principalmente em regides tropicais da Ameérica do Sul (PANERO;
FUNK, 2008). A familia é representada principalmente por pequenos arbustos e
inflorescéncias em forma de capitulos.

A mais recente proposta de classificagcdo reconhece 12 suBbamilias e 28
tribos, incluindo a tribo Asterae que ocorre amplamente em regides temperadas e
tropicais, compreendendo cerca de 205 géneros e 3.080 espécies classificadas em
18 subtribos (NESOM, 2000). A subtribo Baccharidinae Less. € exclusivamente
americana e inclui os géneros Archibaccharis Heering e Baccharis Linnaeus, com 32
e 340 espécies, respectivamente (MULLER 2006).

A diversidade e a complexidade dos constituintes quimicos nas plantas
pertencentes a familia Asteraceae sdo enormes. Segundo Cronquist (1988) o
sucesso evolutivo da familia Asteraceae pode ser atribuido em parte ao
desenvolvimento de um sistema quimico de defesa que inclui a producédo combinada
de compostos secundarios muito derivados, do tipo poliacetilienos e lactonas
sesquiterpénicas.

Inimeras espécies de Asteraceae tém sido utilizadas na medicina popular,
apresentando uma ampla quantidade de metabdlitos secundarios com atividades
biolégicas comprovadas, tais como Matricaria recutita (camomila) Calendula
officinalis (caléndula), Mikania glomerata (guaco), Arnica montana (arnica), Artemisia
absinthium (losna), Baccharis trimera (carqueja), entre outras. Em um estudo sobre
plantas medicinais, Asteraceae destacou-se como a familia mais usada na medicina
popular (BRASILEIRO et al., 2008). Esse sucesso foi correlacionado com a sua

diversidade quimica, aliada & ampla distribuicdo geografica e a facilidade de cultivo.
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3.2 GENERO BACCHARIS

Baccharis compreende cerca de 340 espécies (MULLER 2006) originalmente
distribuidas nas Américas, desde o sul do Canada até o sul da América do Sul
(GIULIANO, 2001). Neste continente € diversificado e ocupa uma variedade de
ambientes onde constitui um importante elemento em numerosas formagdes
vegetais (HEIDEN; BAUMGRATZ; ESTEVES, 2012).

No Brasil, sdo descritas atualmente 167 espécies de Baccharis, pertencentes
a quatro subgéneros e 21 secBes ou grupos. Cerca de 83 espécies ja foram
relatadas no estado do Parand, que é um dos principais centros de diversidade do
género Baccharis no pais (HEIDEN; BAUMGRATZ; ESTEVES, 2012; HEIDEN; DE
SOUZA LEONI; NAKAJIMA, 2014).

O género Baccharis € o mais diversificado da tribo Asterae. Este género é
caracterizado pela comum ocorréncia de plantas didicas, que é considerado um
diferencial em comparacdo com outros géneros da familia Asteraceae (MULLER
2006). Espécies vegetais didicas sao as que apresentam inflorescéncias masculinas
e femininas separadamente ao longo de seu ciclo reprodutivo, sendo um aspecto
positivo, pois facilita a variabilidade genética, uma vez que a reproducao ocorre entre
individuos diferentes.

O género Baccharis € conhecido por propriedades terapéuticas e aromaticas,
sendo amplamente utilizada na induUstria de cosméticos e fitoterapicos. B.
dracunculifolia, € uma das espécies mais representativas do género, conhecida
como "alecrim-do-campo” ou "vassourinha", € a principal fonte vegetal da prépolis
verde do Brasil, muito utilizada pelos seus efeitos antibiéticos, anti-inflamatérios e
analgésicos (DOS SANTOS DIOGO et al.,, 2010; FIGUEIREDO-RINHEL et al.,
2013), porém muitas vezes pode se tornar uma espécie invasora que coloniza
ambientes com uma ampla gama de condi¢des nutricionais (DE ALENCAR et al.,
2005; NEGREIROS et al., 2014).

Do total das espécies do género, apenas 102 espécies aproximadamente
apresentam algum tipo de estudo quimico e ou atividade biolégica conforme

levantamento bibliografico realizado e por Verdi ,Brighente, Pizzolatti (2005).
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3.3 SECCAO CAULOPTERAE

Entre as 21 secbOes encontram-se a Caulopterae (FIGURA 1) que esta
representada por 32 espécies, sendo essas: B. alpina Kunth, B. apicifoliosa
A.A.Schneid & Boldrine, B. articulata (Lam) Pers., B. burchelli Baker, B.
flexuosiramosa A.A.Schneid & Boldrine, B. genistelloides subsp. Crispa (Spreng.)
Joch Mull., B. genistelloides subsp. lorentzii Joch. Mull., B. genistelloides (Lam.)
Pers. Subsp. genistelloides, B. glaziovii Baker, B. heeringiana Malag, B.
microcephala (Less.) DC., B. milleflora (Less.) DC., B. opuntioides Mart., B.
organensis Baker, B. palustris Heering, B. paranensis Heering & Dusen, B.
penningtonii Heering, B. pentaptera (Less.) DC., B. phyteuma Heering, B.
phyteumoides (Less.) DC., B. pseudovillosa Malag. & J. E. Vidal, B. ramboi G.
Heiden & L. Macias, B. regnelli Sch. Bip., B. reticulata Pers., B. riograndensis Malag.
& J. E. Vidal, B. sagittalis (Less.) DC., B. subalata Wedd. var. subalata, B. subalata
Wedd. var. vargasii Joch. Mull., B. subbimera Hieron., B. triagularis Hauman, B.
usterii Todas as espécies desta se¢do sao de ocorréncia restrita a América do Sul e
entre estas, 23 espécies sao encontradas no Brasil (SCHNEIDER, 2009).

O numero de espécies relacionadas por diferentes autores para a se¢cado €
variavel devido as diferentes limitacdes adotadas. As principais classificacdes
taxondmicas do género e da secdo foram realizadas pelos seguintes autores:
Barroso, (1976); Giuliano, (2001); Muller, (2006) e Schneider, (2009).

[ Familia: Asteraceae ]
l Tribo: Asterae ]
—
[ Subtribo: Baccharidinae ]
L Género: Baccharis ]
L Subgenero: Molina ]
[ Secdo: Caulopterae ]

ESQUEMA 1: POSICAO TAXONOMICA DA SECCAO CAULOPTERAE NA FAMILIA.
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Esta seccdo possui espécies com representacdo econdmica expressiva,
dentre as quais plantas Uteis na medicina popular, na apicultura e com potencial
para o paisagismo (HEIDEN, et al., 2006).

Os principais centros de diversidade da secédo sdo os Andes da Coldombia até
a Argentina, as montanhas e planaltos das Regides Sul e Sudeste do Brasil
(FIGURA 2). Um centro secundario é representado por areas de baixa altitude da
Bacia do Rio da Prata, cujas espécies caracteristicas ocorrem na Argentina,
Paraguai, Uruguai e extremo-sul do Brasil (HEIDEN; IGANCI; MACIAS, 2009).

FIGURA 1: DISTRI!BUIC}AO GEOGRAFICA DAS ESPECIES DA SECCAO CAULOPTERAE DO,
INSERIDAS NO GENERO BACCHARIS.

FONTE: Heiden (2005).

Muitas das espécies desta secdo possuem caule alado, conhecidos como
cladédios, fazendo a funcdo da folha, que esta ausente ou reduzida nestas plantas
(BARROSO, 1976). Crescem aproximadamente até 1,5 metros de altura. Seu habitat
geralmente é em ambientes campestres, bordas de florestas e ambientes alterados
com altitude de até 2.500 metros acima do nivel do mar. S&o conhecidas
popularmente por “carquejas”. Esse nome foi dado primeiramente a espécie B.
genistifolia DC, mas depois foi se estendendo as outras espécies de caule alados

(BUDEL et al., 2005).
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Uma das principais espécies do género e da secdo é B. trimera, que é
facilmente encontrada na América do Sul. E popularmente conhecida como
“cargueja" ou "cargueja-amarga”, € utilizada na medicina popular como digestiva,
diurética, hepatoprotetora, anti-inflamatoria, anti-hipertensiva, para desintoxicacéo e
controle da obesidade (OLIVEIRA et al., 2005; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI,
2005; BORELLA et al., 2006). Devido ao grande uso popular, esta espécie foi
incluida na 52 edicdo da Farmacopeia Brasileira e no RENISUS (Lista Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS), que lista as espécies vegetais com
potencial de avancar na cadeia de abastecimento e gerar produtos de interesse
(BRASIL, 2010; BRASIL, 2009).

Outra espécie bastante comum que geralmente é confundida com B. trimera é
B. articulata, conhecida como "carquejinha-doce". Esta espécie possui como
sinbnimo B. gaudichaniana (SCHNEIDER, 2009). Tradicionalmente esta planta é
empregada na medicina popular no sul do Brasil, Uruguai e Argentina como
digestiva, diurética, tbnica, antitérmica e no combate a anemia. A infusdo das partes
aéreas de B. articulata é usada como anti-diabética no Paraguai (ABAD; BERMEJO,
2007; FACHINETTO; TEDESCO, 2009).

O grupo das carquejas engloba a B. trimera e as espécies B. crispa, B.
cylindrica, B. jocheniana, B, myriocephala que sdo muito semelhantes
morfoanatomicamente. Em um estudo de MEV (microscopia eletronica de varredura)
realizada por Schneider, (2009), considerou que as espécies denominadas dentro do
complexo das carquejas apresentam o mesmo padrdo de microescultura. Também
utilizando marcadores moleculares do tipo ISSR (sequéncias internas simples
repetidas) revelou a existéncia de similaridade genética superior a 50% entre essas
espécies. Assim esse autor sugere que as espécies deste complexo sédo
apresentadas na sinonimia de B. genistelloides subsp. crispa.

Apesar das publicacdes sobre género Baccharis, ainda ha controvérsia sobre

a nomenclatura e os sindnimos corretos de algumas espécies desde género.
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3.4 CONSTITUINTES QUIMICOS E ATIVIDADES BIOLOGICAS DE ESPECIES
DA SECAO CAULOPTERAE

Foi realizado um levantamento bibliografico das espécies pertencentes a
secao Caulopterae, levando em consideracdo os constituintes quimicos encontrados
nos extratos, fracoes e 0leos essenciais e as atividades biolégicas (TABELA 01). Na
sequéncia estdo representadas as estruturas quimicas dos constituintes quimicos
divididos pelas classes. Vale resaltar que das 32 espécies, apenas 10 espécies
apresentaram algum tipo de estudo, sendo que B. trimera e B. genistelloides s&o as

espécies mais estudas da secao.

3.4.1 CONSTITUINTES QUIMICOS

Entre os constituintes quimicos, 67 compostos foram isolados de extratos e
fracbes. Em geral, os flavondides e os diterpenos foram as maiores classes
encontradas na secao, bem como para o género ja relatado em revisées anteriores
(VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

Os diterpenos sdo os compostos encontrados em maior quantidade no género
Baccharis e sdo representados principalmente por neo e ent-clerodanos e, menos
comum, ent-labdanos e kauranos (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). Na
secdo Caulopterae foram relatados 29 tipos de diterpenos da forma clerodanos.
Contudo, apesar do grande numero de compostos identificados, sdo poucos 0s
conhecimentos sobre suas propriedades farmacoldgicas.

Foram relatados 25 tipos de flavonoides, destacando-se as formas livres com
diferentes tipos de oxigenacdo no anel. Estudos de Relacdo Estrutura Atividade
(REA) tem sugerido que flavonoides na forma aglicona tem maior atividade
antioxidante comparado com as formas glicosiladas que sdo comumente
encontradas nas plantas (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

Os éacidos fenolicos vem se destacando cada vez mais na composicao das

Baccharis secgdo Caulopterae. Nos ultimos anos foram encontrados oito diferentes
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tipos, destacando-se a classe cafeoil. Entre as espécies, B. trimera e B. usterii sdo
as que apresentaram diferentes tipos e maiores concentra¢des de acidos fendlicos.

Na investigacdo dos constituintes dos 6leos essenciais majoritarios acima de
10% de concentracdo, foram descritos 19 substancias, sendo 13 sesquiterpenos e
seis monoterpenos. A composi¢cao quimica dos Oleos essenciais € bastante variavel
e depende de muitos fatores como a estacdo do ano, solo, altitude, periodo de
colheita e a técnica de destilacdo usada. Essas variaveis sdo responsaveis pela
ocorréncia de alteragcbes na constituicdo dos Oleos essenciais encontradas por
diferentes autores.

Os compostos sesquiterpénicos espatulenol e E-nerolidol s&o os mais
encontrados nos O6leos essenciais das espécies do género Baccharis (ABAD;
BERMEJO, 2007). Um estudo realizado com 6leo essencial de algumas espécies da
secdo Caulopterae, sugeriu a substancia acetato de carquejol como um marcador
para B. trimera (SIMOES-PIRES, et al.,, 2005). Ressaltando a similaridade das

carquejas, esse marcador serve para diferenciar B. trimera das demais espécies.

3.4.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Nos estudos de atividade bioldgica, foram relatados 24 tipos diferentes de
ensaios com as espécies da sec¢do Caulopterae. A maioria dos estudos utilizaram
extratos e fracbes, sendo que B. trimera foi a espécies mais investigada
biologicamente.

Experimentos com modelos animais com o extrato hidroalcodlico de B. timera,
demonstraram a reducdo de espécies reativas de oxigénio em neutroéfilos (PADUA,
et al., 2010). Alguns estudos comprovaram a capacidade de reduzir a inflamacéao,
usando modelo de pleurisia induzida por carragenina, testando diferentes fracoes de
B. trimera e destacando o extrato constituido basicamente por compostos fendlicos
como o mais promissor (DE OLIVEIRA et al., 2012).

Alguns estudos tém reportado efeitos gastroprotetores de B. trimera através
da inibicdo da secrecdo do &cido gastrico e atuando principalmente na via

reguladora colinérgica. Estes efeitos sdo atribuidos a alta concentracdo de
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flavondides e acidos fendlicos (DE TOLEDO DIAS et al., 2009; BIONDO et al.,
2011).

Em ratos diabéticos, a fracdo aquosa de B. trimera reduziu a hiperglicemia
depois de sete dias de tratamento nos animais (OLIVEIRA et al., 2005). Também
extratos metandlicos e aguosos da mesma planta inibiram as enzimas lipase e a-p-
glicosidase, que estéo relacionadas a perda de peso (DE SOUZA et al., 2011).

Por outro lado, alguns autores relataram mutagenicidade, independente da
dose e a apoptose em células mononucleares de sangue periférico humano
utilizando extratos aquosos de B. articulata (CARIDDI, et al., 2012). Para B. trimera,
evidéncias de um efeito mutagénico do cha em células vegetais (Allium cepa) e em
células humanas cultivadas foi mostrado de uma maneira dose-dependente (PINHO
et al., 2010).

FracGes enriquicidas com fendlicos e terpendides de B. trimera foram
eficazes contra as células cancerosas cervicais (DE OLIVEIRA et al., 2013). J4 o
Oleo essencial de B. trimera foi testado numa cultura de células ganglionares da
retina in vitro e demonstraram um efeito inibidor sobre a diferenciacdo de células
neuronais, juntamente com uma reducédo da sobrevivéncia das células neuronais e
diminuicao da proliferacdo de células da glia (LOSQUI et al., 2009).

Hemorragia e atividade proteolitica causada por venenos de cobra Bothrops
demonstraram ser inibida na presenca de um diterpendide neo-clerodanico obtido a
partir de B. trimera (JANUARIO et al., 2004).

Para o extrato aquoso de B. genistelloides, foi relatado um efeito anti-artritico

in vivo utilizando um modelo de artrite induzida por colagénio (COELHO et al., 2004).



TABELA 1: CONSTITUINTES QUIMICOS DOS EXTRATOS, FRAGOES E OLEOS ESSENCIAIS E AS ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS ESPECIES
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Espécie Composicédo Quimica Atividade Referéncia
Biolégica
Extratos e Fracdes Oleo Essencial
B. articulata Flavonoides: B-Pineno (68), Antioxidante, (GENE; MARIN; ADZET, 1992;
Quercetina (1), Acacetina (4), Gencuanina (5), Espatulenol (74), Antimicrobiano, ZUNINO et al., 1997; ZUNINO
Cirsimaritina (9), Salvigenina (10). trans-nerolidol (75), Antiviral, et al.,, 1998; DAI et al., 1992;
Acidos Fendlicos: GermacrenoD (76), Antiproliferativo, GIANELLO et al.,, 2000; DE
4’-O-B-D-glucopiranosil-3’,5’-dimetoxibenzil cafeato (26), a-B-cariofileno (77), Antimutagénico, OLIVEIRA et al., 2004;
Acido clorogénico (27). T-gurjunene (78), Anti-inflamatéria. AGOSTINI, et al, 2005;
Diterpenos Clerodanos: a-candinol (87). FACHINETTO; TEDESCO,
8B-Hidroxi-7-oxo-ent-cleroda-3-en-15,18-diacido-16,19 2009; VIVOT LUPI et al., 2009;
dilactona(35),7-0x0-16,19-dihidroxi-3,4-deidroclerodan CARIDDI et al, 2012;
15,20-diacid-dilactona(36),15,16-Epoxi-7a-18-dihidroxi-15- CIFUENTE et al., 2010;
metoxi-ent-clero-da-3-eno (37), Acetato de articulina (66). RODRIGUEZ et al, 2011,
FLORAO et al., 2012; VIVOT et
al., 2012).
B. crispa Flavonoides: a-pineno (69), “Antifeedant”, (CENAI et al., 1997; ZUNINO et

Apigenina (6), Pilloina (7), Gencuanina (5).

Diterpenos Clerodanos:
15,16-epoxy-1a,7adihydroxyneocleroda3,13(16),14trien-
18,19-0lide(38),15,16-epoxi-7a-hidroxieocleroda
3,13(16),14-trien-18,19-olide(1-deoxibacrispina)(39),a,7a-
dihidroxineocleroda-3,13-dien-16,15:18,19-diolide
(40),1a,7a,15-trihidroxineocleroda-3,13-dien016,15:18,19-
diolide (41), Acido hawtriwaico (51), Lactona do &cido
hawtriwaico (52), bacrispina (53), 1-desoxibacrispina (54).

trans-nerolidol (75),
Germacreno D (76),
a-B-cariofileno (77),

B-cubeneno (79),
y-elemeno (80).

Antimicrobiana,
Antioxidante.

al,, 1997; GIANELLO et al,
2000; SIMOES-PIRES, et al,
2005; OLIVEIRA, et al., 2014).

B.gaudichaniana

Flavonoides:

Apigenina (6), Eupafolina (8), Hispidulina (11), Eupatorina
(12), Jaceosidina (18), Desmetoxicentaureidina (19),
Rutina (20), Quercetin-3-O-rhamnoside (21), 5-methoxy-
7,4’-dihidroxiflavona (24), Isoschaftosideo (25).

Acidos Fendlicos:

Acido 3,5-O-[E]- dicafeoil-quinico (29).

Diterpenos Clerodanos:
15,16-epoxi-7a,18-dihidroiy-15-metoxi-ent-clerod-3-eno

Espatulenol (74),
T-gurjuneno (78).

Anti-inflamatério,
Antioxidante,
Fator de
crescimento
neural.

(FULLAS et al., 1991; FULLAS;
SOEJARTO; KINGHORN,
1992; FULLAS et al., 1994;
AKAIKE et al., 2003; HAYASHI
et al., 2005; Guo et al., 2006;
GUO et al.,, 2007; FLORAO et
al., 2012).
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(37), Bachariol (55),15-hidroxi-16-acetoxi-ent-clerod-3-en-
18-oic acido (56) 13,14-dihidro-marrubiagenine (57),
15,16-epoxi-15 a-metoxi-ent-clerod-3-en-18-oic acido (a) e
13-epi-15,16-epoxi-15 a-metoxi ent-clerod-3-en-18-o0ico
acido (b) (58), 7-oxo0-16-hidroxi-ent-clerod-3-en-15-oico
acido metil ester-18,19-olide (59), Gaudichanolide A (60),
Gaudichanolide B (61),Acetato de articulina (66).

B. genistelloides

Flavonoides:

Quercetina (1), Canferol (2), Hispidulinol (3), Gencuanina
(5), Apigenina (6), Cirsimaritina (9), Hispidulina (11),
Eupatorina (12), Cirsiliol (13), 5-OH-6, 7,3, 4’-OMe
flavona (15), 5-OH-3',4'.6,7 trimetoxiflavona (16),
Eriodictiol (22).

Acidos Fendlicos:

(E)—icosil 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-acrilato (34).
Triterpenos:

Foliasalacin A, (63); Stigma-7,22-dien-3ol (64).
Diterpenos Clerodanos:
15,16-epoxi-18-hidroxi-15-metoxi-ent-cleroda-3-eno (42)
15,16-epoxi-7a-18-dihidroxi-15-metoxi-ent-cleroda-3-eno
(43) 15,16-epoxi-7a-18-dihidroxi-15-oxo-ent-cleroda-3-eno
(44), 7a-15,18-trihydroxi-ent-cleroda-3-eno (45),15,16-
diacetoxi-7a-18-dihidroxi-ent-cleroda-3-eno (46);

Outros:
(E)-4-acetoxi-6-metileno-5-(prop-1-en-2)ciclohex-2-enyl 2-
metilbut-2-enoato (67).

Espatulenol (74),
trans-nerolidol (75),
Palustrol (81),
Acetato de carquejol
(70).

Antiviral,
Gastroprotetora,
Anti-artrite,
Toxicological,

Anti-inflamatoria.

(BAUER et al., 1978; DAILY et
al., 1984; SUTTISRI et al.,
1994;
COELHO et al., 2004; HENNIG
et al.,, 2011; FLORAO et al.,
2012).

B.microcephala

Flavonoides: Luteolina (14).
Triterpenos:
Oxido de Baccharis (65).

Espatulenol (74),
Oxido de cariofileno
(82).

(RETTA et al., 20009;
NURNBERG; FUJIWARA;
MARSAIOLLI, 1998).

B. milleflora y-gurgujeno (78). (SIMOES-PIRES, et al., 2005).
B. regnelli O-car-3-eno (72), (LAGO et al., 2008).
B-Elemeno (73),
Biciclogermacreno (83),
a-Muuroleno (84).
B. sagittalis Diterpenos Clerodanos “Antifeedant”. (CIFUENTE et al., 2002).

cis-cleroda-15,16-dihidroxi-3,13(2)-dien-18-O [-D-
galactopiranosil ester (47), cis-cleroda-3,13(14)-dien-
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15,16-olide-18-O-[B-D-galactopiranosil]-peracetilester (48),
Marrubiagenine (49).

B. trimera Flavonoides: a-pineno (69), Vasorelaxante; (SOICKE; LENGPESCHLOW,
Quercetina (1), Gencuanina (5), Apigenina (6), Eupafolina Acetato de carquejol Moluscicida; 1987; GENE et al, 1996;
(8), Cirsimaritina (9), Hispidulina (11), Eupatorina (12), (70), Antimutagenica; GIANELLO et al.,, 2000; DE
Luteolina (14), Rutina (18), Nepetina (23), 5,6-diidroxi- Mirceno (71), Hepatoprotetora; OLIVEIRA et al, 2004,
7,3’ 4'-trimetoxiflavona (17), Quercetin-3-O-rhamnosideo Germacreno D (76), Mutagenica; JANUARIO et al., 2004; LUIZE
(21). B-cariofileno (77), Antimicrobiano; et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
Acidos Fendlicos: B-cubeneno (79), Alelopatica; 2005; SIMOES-PIRES, et al.,
Acido clorogénico (27) Acido 3,4-O-[E]- dicafeoil-quinico y-elemeno (80), Antiproteolitica; 2005; BORELA et al.,, 2006;
(28), Acido 3,5-O-[E]- dicafeoil-quinico (29), Acido 4,5-O- Oxido de cariofileno Antihemorragica; BETONI et al., 2006; MENDES;
[E]-dicafeoil-quinico (30), Acido tricafeoil-quinico (32). (82); Antidiabetica; TABACH; CARLINI, 2007,
Diterpenos Clerodanos; Biciclogermacreno (83), Antioxidante; SILVA et al., 2007; GRANCE et
7 a-hidroxi-3,13-clerodadieno-16,15:18,19- diolide (50), Ledol (86), Antiulcerogenica, al., 2008;FACHINETTO,;
Acido hawtriwaico (51), Lactona do &cido hawtriwaico a-Humuleno (85). Antiproliferativo; TEDESCO, 2009; DE TOLEDO
(52), bacrispina (53), 1 desoxibacrispina (54). Anticancer; DIAS et al., 2009; DE MORAIS
Saponinas: Anti-inflamatorio et al., 2009; PAUL ELISIANE et
Acido 3,16-di-hidroxi-olean-12-em-28-6lico (66). Imunomodulatorio  al., 2009; RODRIGUES et al.,

Schistosomicidal 2009; PADUA BRUNO Da et

Antileishmanial. al.,, 2010; PINHO et al., 2010;
FABRI et al., 2011; BIONDO et
al., 2011; NOGUEIRA et al,
2011; MORAIS; CASTANHA,
2011; SOUZA et al., 2012; DE
OLIVEIRA et al., 2012; XAVIER
et al., 2012; ABOY et al., 2012;
DE OLIVEIRA et al, 2013;
PADIN et al., 2013; OLIVEIRA
et al.,, 2014; ZIELINSKI et al.,
2014;PADUA et al., 2014).

B. usterii Acidos Fenodlicos: Espatulenol (74). Antioxidante. (SIMOES-PIRES, et al., 2005;

Acido clorogénico (27) Acido 3,4-O-[E]- dicafeoil-quinico
(28), Acido 3,5-O-[E]- dicafeoil-quinico (29), Acido 4,5-O-
[E]-dicafeoil-quinico (30), Acido 5-O-[E]- (31), Acido
tricafeoil-quinico (32), Acido 4-O-[E]- cafeoil-1-metilquinico
(33).
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3.5 Baccharis burchellii Baker

Baccharis burchellii Baker apresenta distribuicdo exclusiva no Brasil, sendo
endémico da Regido Sudeste (MG, RJ, SP), com ocorréncia no Bioma Mata
Atlantica. No estado do Rio de Janeiro cresce acima de 2000 m de altitude, restrita
aos campos de altitude do macico do Itatiaia, na Serra da Mantiqueira. Populacdes
esparsas ocorrem em afloramentos rochosos e locais com solo raso sob sol pleno.
Floresce e frutifica entre setembro e dezembro. E pouco conhecida popularmente
pelo nome de Alecrim-carqueja (HEIDEN; IGANCI; MACIAS, 2009).

Baccharis burchellii € semelhante a B. regnelli, mas pode ser diferenciada
pelo caule alado e folhas sésseis. A FIGURA 2 representa as inflorescéncias
femininas e masculinas. Somente através da ampliacdo das flores é possivel
perceber a diferenca entre a planta feminina e masculina.

Em uma busca pela literatura, B. burchellii apresenta apenas uma referencia
sobre um estudo de atividade antioxidante, utilizando seu extrato hidroalcéolico
(OLIVEIRA, 2014). Também B. burchellii esta sendo descrita pela primeira vez no

estado do Parana.

FONTE: Autora prépria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

= 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 diametro das colunas variaram de acordo com
as guantidades de amostras a serem cromatografadas. A proporcédo de silica
utilizada para empacotar a coluna foi de aproximadamente 20 vezes a massa da
amostra a ser purificada.

» Cromatografia por exclusdo em coluna. Foi realizada utilizando como suporte
Sephadex LH-20, da GE Healthcare Bio-Sciences AB.

= Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). As analises em camada
delgada analitica foram realizadas em cromatofolhas Merck, silica gel 60, com
indicador de fluorescéncia Fzs4, com suporte em aluminio e 0,2 mm de espessura.

» Reveladores. A revelacdo das placas foi feita sob luz ultravioleta (UV) nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm e aspersdo de solucdo de etanol/acido
sulfdrico 5-10% e anisaldeido sulfdrico seguidas de aquecimento.

» Solventes: Todos os solventes (P.A) utilizados nas preparacdes dos extratos e
nos fracionamentos passaram pelo processo de destilacdo, para a retirada de

impurezas.

4.2 EQUIPAMENTOS

» Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Os espectros de ressonancia

magnética nuclear uni e bidimensionais foram registrados no equipamento
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Brucker 600 MHz, operando a 14,1 Tesla (T). Os experimentos foram realizados
no centro de RMN da UFPR.

= Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM): As
analises foram realizadas num CGEMQP-2010 Plus Shimadzu interface com um
auto sampler AOC-20s Shimadzu. Este experimento foi obtido no laboratério de
HPLC do Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da UNICAMP
em colaboracédo com o Prof. Dr. Marcos Jose Salvador.

» Espectometria de Massas (EM): Os espectros de massas foram obtidos atraves
de infuséo direta nos seguintes equipamentos:
- LH-MS, Thermo Scientific LTQ XL lon Trap Mass Spectrometer, equipado com
fonte de ionizacdo do tipo ESI. Os experimentos foram realizados no laboratério
de massas do departamento de quimica da UFPR.
- HR-MS, Bruker ESI-Qg-TOF MicrOTOF de alta resolucéo, equipado com fonte
de ionizacgao do tipo ESI. Os experimentos foram realizados no departamento de
bioquimica da UFPR.

4.3 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA

Baccharis burchellii foi coletada em 29 de outubro de 2013, no periodo da
manha, na estrada do morro do Canal, cidade de Piraquara, regido metropolitana de
Curitiba-PR (Coordenadas 25° 30' 52-39"S / 48° 59' 10-78" O elev. 1200 - 1300m). A
identificacdo ocorreu no Museu Botéanico de Curitiba (MBM) espécime feminino n°
386256 e espécime masculino n° 386257 pelo curador Osmar dos Santos Ribas.
Posteriores identificacbes ocorrem pelos especialistas no Género Baccharis Dr.
Gustavo Heiden (EMBRAPA-RS) e Dr. Angelo Schnneider (UNIPAMPA-RS). Para
poder realizar a pesquisa, foi submetido o projeto ao CGEN/CNPqg (Conselho de
Gestao do Patrimdénio Genético), ao qual foi obtida a autorizacdo, n°® 010304/2013-4

para 0 acesso ao patrimdnio genético.
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4.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS E FRACOES

Os cladddios de B. burchellii foram secos ao ar livre por trés dias e depois
reduzidos a pedacos menores, seguido de pulverizacdo em moedor tipo industrial.

As partes secas das plantas (cladédios planta masculina e planta feminina)
foram submetidas a maceracdo com uma mistura etanol:agua (90/10, v/v) por quatro
dias a temperatura ambiente, o macerado foi filtrado, recolhido e em seguida
concentrado em aparelho rotaevaporator sob pressdo reduzida. Repetiu-se esse
procedimento por cinco vezes até o esgotamento total da extracdo. Apads, realizou-se
liofilizacdo dos extratos. Os extratos brutos foram denominados de Bb-F para a
planta feminina e Bb-M para a planta masculina.

O extrato Bb-F foi resuspendido com uma mistura etanol: 4gua (1:2, v/v) e
posteriormente particionados com solventes de polaridade crescente, obtendo-se as
fracOes: Hexano (Bb-H), Diclorometano (Bb-D), Acetato de etila (Bb-A), sendo que o
material restante foi denominado de fracdo aquosa (Bb-Aq). Apds a particdo, as
fracGes foram rotaevaporadas e armazenadas em geladeira até o uso. O ESQUEMA
1 mostra um fluxograma de obtencdo dos extratos e fracdes e seus respectivos

pesos e rendimentos expressos em porcentagem.
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Material Botanico

B. burchellii
. ) .
Planta Masculina ( Planta Feminina
1.085,8 g 1.1919¢g
Cladédios secos e moidos L Cladédios secos e moidos
J
Maceracao
etanol:agua (90/10, v/v)
4 dias - 5 vezes
Bb-M Bb-F
191,19 252,6 g
Particdo com solventes -----------
Bb-H Bb-D Bb-A Bb-Aq
599 6,19 26,79 30,5¢

ESQUEMA 2: FLUXOGRAMA DE OBTENCAO DOS EXTRATOS E FRACOES E SEUS
RESPECTIVOS RENDIMENTOS EXPRESSOS EM PORCENTAGEM.

4.5 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

= Bb-A

A fracdo Bb-A (4,5 g) foi submetida ao fracionamento através de uma coluna
cromatografica (CC, altura x ¢ = 75 x 2,7 cm) utilizando como fase estacionaria silica
gel (0,063-0,200 mm, 125,0 g) e fase movel o sistema de solventes comegando com

Hex. 100% aumentando a concentragdo até 100% de CH,Cl, e desta mesma forma
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para AcOEt e MeOH. Obtiveram-se 181 fragcbes de 30 mL cada, as quais foram
analisadas por CCD. A partir disso reuniram-se as fracées em 10 grupos de acordo
com 0s seus respectivos Rfs. A partir das fracbes 26-50, 86-93, 94-99, 100-107 e
170-178, obteve-se as substancias Bb-1, Bb-2, Bb-3, Bb-4 e Bb-8. As outras
fragOes ainda néo permitiram a identificacdo de nenhuma substancia. O ESQUEMA
3 representa as fracdes obtidas pela coluna cromatografica de Bb-AE com suas

respectivas massas e sustancias identificadas.

Bb-A
45¢

{ Coluna Silica-gel

:10 suBbragGes

~N

1-25 26-50 51-85 86-93 94-99 |[100-107(| 108-120 || 121-169 || 170-178 || 179-181
40,5mg || 48,8 mg || 124,8 mg || 206,6 mg || 131,8 mg || 171,9 mg || 343,21 mg || 243,5mg 80,5 mg 325,4 mg

J
)
Bb-3
Bb-8
48,8 mg 30,3 mg

Bb-1
56,8 mg

ESQUEMA 3: FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DE Bb-A.
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= Bb-D

A fragédo Bb-D (3,2 g) foi submetida ao fracionamento através de uma coluna
cromatografica (CC, altura x ¢ = 75 x 2,7 cm) utilizando como fase estacionaria
silica gel (0,063-0,200 mm, 100,0 g) e fase movel o sistema de solventes
comecando com Hex. 100% aumentando a concentracédo até 100% de CH.CI, e
desta mesma forma para AcOEt e MeOH. Obtiveram-se 66 fragbes de 30 mL
cada, as quais foram analisadas por CCDA. A partir disso reuniram-se as fragdes
em 6 grupos de acordo com 0s seus respectivos Rfs. A partir das fracdes 19-24,
25-31 e 46-61, obteve-se as substancias Bb-1, Bb-2, Bb-4 e Bb-5. As outras
fracbes ainda ndo permitiram a identificacdo de nenhuma substancia. O
ESQUEMA 4 representa as fragcdes obtidas pela coluna cromatogréafica de Bb-D

com suas respectivas massas e sustancias identificadas.

Bb-D
3,29

£ Coluna Silica-gel

{6 suBbragGes

1-18 19-24 25-31 32-45 46-61 62-66
13,3 mg 639,5 mg 191,3 mg 49,3 mg 70,7 mg 76,3 mg
.
Bb-1 Bb-1
Bb-2 Bb-2 Bb-1
Bb-5 Bb-4 70,8 mg
48,8 mg 52,7 mg

ESQUEMA 4: FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DE Bb-D.
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= Bb-H

A fracdo Bb-H (2,7 g) foi submetida ao fracionamento através de
cromatografia por adsorcao, utilizando como fase estacionaria silica gel (0,063-
0,200 mm, 50,0 g) e fase movel o sistema de solventes comegando com Hex.
100% aumentando a concentracdo até 100% de CH,Cl, e desta mesma forma
para MeOH. Obtiveram-se 45 frac6es de 30 mL cada, as quais foram analisadas
por CCDA. A partir disso reuniram-se as fracbes em 6 grupos de acordo com 0s
seus respectivos Rfs. A fracdo 20-29 foi submetida a analises de espectrometria,
na qual resultaram na identificagdo das substancias Bb-6 e Bb-7. As outras
fragbes ainda ndo permitiram a identificagdo de nenhuma substancia. O
ESQUEMA 5 representa as fracdes obtidas pela coluna cromatografica de Bb-H

com suas respectivas massas e sustancias identificadas.

Bb-H
2,79

{ Coluna Silica-gel

16 suBbragdes

-
1-7 8-19 20-29 30-37 38-40 41-45
19,8 mg 30,5 mg 80,5 mg 125,7 mg 245,8 mg 159,1 mg

N

Bb-6
Bb-7
80,5 mg

Bb-1
40,7 mg

ESQUEMA 5: FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DE Bb-H.
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= Bb-Aq

A fracdo Bb-Aq (3,0 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 movel MeOH. Obteve-se 31 fracdes de 30 mL cada, na
qual foram analisadas por CCDA. A partir disso reuniram-se as fracdes em 5 grupos
de acordo com os seus respectivos Rfs. A partir da fragdo 10-11, obteve-se a
substancia Bb-9 O ESQUEMA 6 representa as fracbes obtidas pela coluna
cromatografica de Bb-Aqg com suas respectivas massas e sustancias identificadas.

Bb-Aq
304¢g

{ Coluna Sephadex

{5 suBbragGes

1-9 10-11 12-14 15-21 16-28
190,8 mg 485,6 mg 545,9 mg 586,8 mg 174,3 mg

Bb-9
70,9 mg

ESQUEMA 6: FLUXOGRAMA DO FRACIONAMENTO DE Bb-Ag.
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4.6 ANALISE DAS SUBSTANCIAS

As amostras foram identificadas por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e Espectrometria de Massas (EM).

» RMN: Foram utilizados cerca de 15 a 20 mg das amostras solubilizadas em
600 pL de solventes como: cloroférmio deuterado (CDCI3), metanol deuterado
(CD30D) e misturas destes, &gua deuterada (D,O) e Dimetildufoxido (DMSO-dg). A
escolha do solvente deuterado dependeu da polaridade das substancias. Utilizou-se
o tetrametilsilano (TMS) como padrdo de referéncia interna (& = 0 ppm). Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (d8) e as constantes de
acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz). Os espectros foram manipulados
no software Bruker TopSpin 3.1. ® e o programa FOMSC3_rmn © foi utilizado para
simular as multiplicidades dos acoplamentos.

» EM: Os espectros de massas foram adquiridos através de DIMS (infusdo
direta por espectrometria de massas) nos modos negativo e positivo, de acordo com
a molécula. Utilizou-se como solvente de diluicdo o metanol, metanol e formiato de
amoOnia para o0 modo negativo de ionizacdo e metanol e acido férmico para o modo
positivo de ionizagdo. As concentracdes das amostras variaram de 10-100 ng/mL
para substancia puras e fracdes enquanto que para extratos foram de 100-500
ng/mL A otimizagcdo dos parametros composto-dependente na fonte do
espectrometro de massas foi realizada para alcancar a melhor ionizacdo das
substancias:

- LH-MS: voltagem do capilar (IS, +/-): 5/-4,5 kV, temperatura: 250-280 °C, gas de

nebulizacdo: 8 psi, gas auxiliar: 2 psi e voltagens da lente: 70-110 V.

- HR-MS: voltagem do capilar (IS, -): -3 kV, temperatura: 250 °C, gas de

nebulizagao: 20 psi e voltagens da lente: 100 V.

Os espectros foram manipulados no software Thermo Xcalibur Qual Browser 2.1
para LH-MS e para HR-MS DataAnalysis Viewer 4.1°.
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4.7 EXTRACAO E ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAS

Os o6leos essenciais foram obtidos através da técnica de hidrodestilagéo,
utilizando-se um extrator do tipo Clevenger modificado. Foram utilizados 150g de
flores frescas diluidos em 1 200 ml de agua destilada, mantendo a temperatura a
100°C, por 4 horas. Os 0leos foram extraidos da destilacdo com éter etilico e secos
com anidrido sulfato de sédio (Na,SO,). O procedimento foi realizado em triplicata.
Os oleos foram mantidos a 4 °C, selados em vial até o uso. Os 0leos essenciais
foram denominados de BbO-F para flores femininas e BbO-M para flores
masculinas.

A andlise dos 6leos essenciais foi realizada em um equipamento CG-EM
utilizando uma coluna ZB-5MS Phenomenex Zebron (30 m x 0,25 milimetros x 0,25
mm. As condi¢des de injecdo foram as seguintes: concentracdo da amostra 1 pL em
CHCl,; volume de injecao de 1,0 mL; temperatura do injetor 240°C; A temperatura
do forno foi programada de 40 °C / 4 min., a uma taxa de 4 °C / min. até 240 ° C, em
seguida a 10 ° C / min. até 280 ° C, e temperatura de 280 ° C / 2 min.; 60 min. De
corrida cromatogréfica; split 1:30. O espectro de massas foi operado a 70 eV por
impacto eletrdnico. indices de retencédo foram obtidos com uma solucéo padréo de n-
alcanos (Cg-Cyg).

Os componentes dos 6leos essenciais foram identificados por comparacéo do
indice de retencdo (IR) e espectro de massas (EM) com a literatura de Adams,
(2007).



49

4.8 ATIVIDADE BIOLOGICA

4.8.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.8.1.1 ENSAIO PARA AVALIACAO DA REDUCAO DO RADICAL DPPH

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) € um radical livre com faixa de absor¢éo
entre 515 a 528 nm. O radical perde sua absorcdo quando recebe um elétron,
resultando na mudanca de coloracdo de purpura para amarelo. Este método é
simples e rapido, possibiltando a analise de inimeras amostras, sendo
extensamente usado para analises preliminares de atividade antioxidante de
compostos e de extratos de plantas. Para este ensaio foram utilizados 5,2 mg das
amostras (Bb-F, Bb-A, Bb-Aq, Bb-1+Bb-2) que foram dissolvidas em etanol 1 mL,
obtendo-se uma solucdo estoque, desta, realizaram-se varias diluicdes
subsequentes (de 6,25 a 200 pg/mL). A placa de 96 pocos foi preparada
adicionando-se 10 yL da amostra, 100 uL de tampao acetato, 100 uL de etanol e 50
ML de solugcdo de DPPH (10 mg/mL). Decorridos 30 min, a absorbancia foi medida
em um espectrofotdbmetro a 517 nm e a porcentagem de atividade antirradical
calculada. Para o controle positivo, utilizou-se o flavonoide quercetina (de 6,25 a 200
pMg/mL) e para o controle negativo, o diluente. Os valores de absorbancia em todas
as concentracOes testadas foram convertidos em porcentagem de atividade

antioxidante (AA), através da seguinte equacao:

{[Absamostra - (Abscontrole - Absbranco)]xloo}

Abscontrole

%AA =

Onde: Abscontrole é a absorbéancia inicial da solucdo etandlica de DPPH e
Absamostra € a absorbancia da mistura reacional mais DPPH adicionado a amostra
(Sousa et al., 2007). Assim, a concentracdo capaz de reduzir o radical em 50% foi

calculada, utilizando o programa Origin 8.0.
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4.8.1.2 ENSAIO ORACE_

A capacidade antioxidante dos extratos, fragdes e substancia isolada, foram
mensuradas utilizando um segundo teste in vitro, conhecido como Oxygen Radical
Absorbance Capacity (ORACg) com fluoresceina como fluorescente e 2,2-Azobis
(2-amidiopropane) dihydrochloride (AAPH) como fonte de radical livre.

Os experimentos foram realizados em placas de microdiluigdo com 96 pogos
como descrito por Prior et al (2003) com modificagbes. Para tanto foram preparadas
solucbes estoques dos extratos e fragdes (50 mg/mL) em tampao fosfato/dimetil-
sulféxido (DMSO) e diluidas 100, 500, 1000, 5000 e 10000 vezes com tampao
fosfato. O Trolox (substancia de referéncia (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-
2-carboxylic acid - analogo da vitamina E) foi utilizado como padrdo e analisado nas
concentracfes de 3,1; 6,2; 12,5; 25; 50 mcr/mL). A leitura foi realizada utilizando-se
filtro fluorescente (excitagdo a 485 nm e emissédo a 528nm) em leitor de microplaca
(Synergy-2) monitorando a cinética de reagdo a cada 2 min por um periodo de 70
min (T°C a 37 °C). Os resultados foram expressos como pumol de Trolox equivalente

(TE) por grama de extrato ou fragdo em base seca (umol de TE/g).

4.8.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS
IN VITRO

Os ensaios de citotoxicidade em linhagens de células tumorais in vitro foram
realizados em colaboragdo com a Fundagédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), centro de
pesquisas Gonc¢alo Muniz — Bahia, sob-responsabilidade do Pesquisador Dr. Daniel

Pereira Bezerra.

4.8.2.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

As substancias foram diluidos em DMSO puro estéril na concentracdo de 5
mg/mL (para substéncias puras) e 10mg/mL (para extratos, fracdes e Oleos

essenciais). As substancias foram testadas em concentragdes que variaram de 0,19-
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25ug/mL para substancias puras e 0,39-50ug/mL para extratos, fracdes e o6leos

essenciais.

4.8.2.2 CELULAS

Foram utilizadas as seguintes células tumorais, B16-F10 (melanoma murino),
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), K562 (leucemia mielocitica crénica
humana), HL-60 (leucemia promielocitica humana) doadas pelo Hospital A.C.
Camargo, Sao Paulo, SP, Brasil. As células foram cultivadas em garrafas especificas
(75 cm?®, volume de 250 mL), os meios utilizados foram RPMI 1640 e suplementados
com 10% de soro bovino fetal. As células foram mantidas em incubadoras com
atmosfera de 5 % de CO; a 37 °C e o crescimento celular foi acompanhado com a
utilizac@o de microscopio de inversao.

Para avaliar a citotoxicidade das substancias sobre a proliferacdo de células
ndo tumorais, PBMC (peripheral blood mononuclear cells — linfocitos e mondcitos
periféricos) foram obtidas a partir de sangue periférico de voluntarios saudaveis. As
PBMC foram isoladas a partir de uma amostra de cerca de 3 mL de sangue,
acrescida de 5 mL de salina. As etapas até o isolamento incluiram a adi¢cdo de 3 mL
de Ficoll, seguida por 15 minutos de centrifugacédo a 1.500 rpm, e feita a aspiracdo
dos PBMC, presentes na regido intermediaria entre as hemécias e o plasma. A
suspensao de PBMC foi transferida para um outro tubo o qual foi acrescido com
salina até o volume de 11 mL, sendo centrifugado por 5 minutos a 1.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de PBMC foi ressuspendido em meio
completo (RPMI 1640 acrescido de 20% de soro fetal bovino e 10 pg/mL de ConA) e
contado em camera de Newbauer para posterior diluigdo e plaqueamento.

4.8.2.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Para avaliar a citotoxicidade das substancias, o ensaio do alamar blue foi
realizado apds 72 horas de exposicdo com as substancias teste. O alamar blue,
identificado como resazurina (O'BRIEN et al, 2000), é um indicador
fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. Como os sais de tetrazolio, o

alamar blue reduz-se em células em proliferacdo. A forma oxidada € azul (ndo
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fluorecente/célula ndo viavel) e a forma reduzida é résea (fluorescente/célula viavel).
A reducao do alamar blue reflete a proliferagéo celular.

Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades (100
uL/poco de uma solucgéo de 0,3 x 10° células/mL para células em suspenséo e 0,7 x
10° células/mL para células aderidas). Apds 24 horas de incubacéo, as substancias
testes dissolvidas em DMSO foram adicionadas em cada pogo e incubadas por 72
horas. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. O controle negativo
recebeu a mesma quantidade de DMSO. Quatro horas (vinte e quatro horas para o
PBMC) antes do final do periodo de incubacédo, 20 pL da solucdo estoque (0,312
mg/mL) de alamar blue (resazurina)foram adicionados a cada poco. As
absorbancias foram mensuradas nos comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e
595 nm (oxidado) utilizando uma leitora de placa (AHMED et al., 1994). A

proliferacdo celular foi calculada utilizando a seguinte formula:
% proliferacio = Ay — (AgwxRo)x 100

Onde, A.w e Ayw S8o as absorbancias no menor e maior comprimento de
onda, respectivamente. O Ry foi calculado utilizando a seguinte férmula:
Ro=AO_w/AOhw. Onde, AOw e AOuww sao as absorbéncias do meio adicionado ao
alamar blue subtraido das absorbancias do meio isolado nos comprimentos de onda
menor e maior, respectivamente. A substancia foi testada em diluicdo seriada, em
triplicata. A porcentagem de inibicdo foi calculada e registrada a percentagem de
inibicdo x log da concentragédo e determinado suas ICsy realizado a partir de
regresséo ndo-linear utilizando o programa Prisma verséo 5.0 (GraphPad Software).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DOS EXTRATOS DA ESPECIE MASCULINA (Bb-M) E FEMININA

(Bb-F) POR RMN DE *H
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Foram realizados experimentos de RMN de *H (E1; E2), dos extratos Bb-F e

Bb-M, para comparacdo da semelhanga quimica entre os espécimens. Os

experimentos foram realizados com 20 mg de cada amostra. Através da analise dos

espectros e ampliacdes de regides especificas, como a regido do aromatico (8,0-6,0

ppm) foi possivel observar uma diversidade metabdlica muito semelhante entre o

espécime masculino e feminino de B. burchelli.

Pelo fato do extrato da planta feminina (Bb-F) ter apresentado um maior

rendimento e pelos sinais mais definidos no espectro, optou-se por dar continuidade

aos trabalhos com esse material.

Bb-M

75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppr

Bb-F

f T T T T T T T T T T T T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppr

E1: COMPARACAO DE ESPECTROS DE RMN DE H (600 MHz, CD30D) DE Bb-F E Bb-M.
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Bb-M

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

79 78 77 76 75 74 73 72 74 70 69 68 67 66 65 64 63 62 ppm

Bb-F

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
79 78 77 76 75 74 73 72 74 70 69 68 67 66 65 64 63 62 ppr

E2: COMPARAGAO DE ESPECTROS DE RMN DE *H (600 MHz, CD;0OD) de Bb-F e Bb-M,
AMPLIACAO DA REGIAO DE 8,0-6,1 ppm.

Nos vegetais, as plantas que sdo consideradas femininas investem mais
recursos e nutrientes em reproducdo do que em crescimento, produzem mais
metabdlitos secundarios defensivos e, consequentemente, sdo menos atacadas do
que plantas masculinas (ARAUJO, CARNEIRO E FERNANDES, 2003). Porém
estudos realizados com espécies de B. dracunculifolia e B. genistelloides subsp.
Crispa nao identificou diferencas na concentracdo de taninos e no teor de
flavondides totais, expresso em quercetina, nestas plantas didicas (SOUSA et al.,
2014; ESPIRITO-SANTO et al., 1999). Ainda trabalhos com fungos endofiticos entre
as espécies masculinas e femininas de B. dracunculifolia concluiu que a diversidade

de fungos € a mesma para esta planta didica (OKI, et al., 2009).
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5.2 ANALISE DO PERFIL QUIMICOS DO EXTRATO Bb-F POR DIMS

A analise de fingerprinting por espectrometria de massas utilizando como fonte de
ionizagdo a electrospray (ESI-MS) é conhecida por analisar matrizes de diversas
complexidades, tais como extratos de origem natural (Funari et al., 2013). Em geral,
as moléculas de baixo peso molecular (<1.000 Da), contendo sitios &cidos ou
bésicos, tém espectros de massa simples produzidos por ESI, onde um Unico ion
correspondente desprotonado (M-H) ou protonado (M + H)" é detectado. Uma
analise estrutural mais detalhada da composicdo quimica dos extratos pode ser
obtida por comparacdo de amostras auténticas ou por espectrometria de massa
MS/MS (MOLLER, CATHARINO E EBERLIN, 2007).

Os extrato Bb-M e Bb-F foram analisados por ESI/EM, modo negativo de
ionizacao (E3), onde foram evidenciadas as massas dos constituintes dos extratos e
a semelhanca quimica entre eles.

A partir do fracionamento do extrato, foi possivel caracterizar e identificar por
técnica de RMN de *H, uni e bidimensionais os componentes majoritarios, sendo Bb-
1 (escopoletina), Bb-8 (p-hidroxifenil-2’-O-trans-cafeoil-B3-D-glicopiranosideo) e Bb-9
(6-metoxi-cumarina-2’-O-trans-cafeoil-B-D-glicopiranosideo) os espectros de MS?
destas substancias estdo demonstrados nos espectros E7, E27 e E34,
respectivamente. Somente o ion molecular referente a m/z 353 ainda néo foi

identificado.
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5.3 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO Bb-F

O fracionamento cromatografico resultou na identificacdo de nove
substancias, denominadas Bb-1, Bb-2, Bb-3, Bb-4, Bb-5, Bb-6, Bb-7, Bb-8 e Bb-9.
As sete primeiras substancias ja sdo conhecidas, enquanto que a Bb-8 e Bb-9 estéo
sendo relatadas pela primeira vez. As substancias foram identificadas através de
andlise de espectros de RMN uni e bidimensionais e EM, juntamente com a

comparacao com dados da literatura.

5.3.1 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Bb-1

A fragéo Bb-A (ESQUEMA 3) forneceu o composto Bb-1, o qual foi isolado na
forma de cristais pontiagudos transparentes. A analise do espectro de RMN de *H
(E4) indicou tratar-se de uma cumarina, devido apresentar os sinais caracteristicos
da dupla ligacdo endociclica em & 7,58 (d, J = 9,4 Hz) e 6,26 (d, J = 9,4 H2z),
relacionados aos atomos de hidrogénios ligados respectivamente aos carbonos C-4
e C-3, além dos sinais em & 6,84 e 6,91, ambos simpletos, relacionados aos
hidrogénios ligados aos carbonos C-8 e C-5, respectivamente. Foi observado
também um sinal em & 3,95 (s) referente a um grupo metoxila. As atribuicdes de 5¢
foram obtidas através da analise de espectros de HSQC e HMBC (E5; E6) de uma
mistura contendo as substancias Bb-2 e Bb-4. A TABELA 3 mostra o0s
deslocamentos de RMN de 'H, *C, correlagdes de HMBC e comparacdo com a
literatura.

A formula molecular C;1oHsO4 foi deduzida com base nos dados obtidos do
espectro de massas ESI/EM modo positivo de ionizagédo (E7), o qual apresentou o
fon molecular de m/z 193 [M+H]", o pico base de m/z 175, referente a perda de uma

molécula de dgua e a presenca do ion diagnostico da cumarina de m/z 133.
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Baseando-se nos dados espectrais obtidos e nos dados da literatura a
substancia Bb-1 foi identificada como a 6-hidroxi-7-metoxicumarina, conhecida como
escopoletina. Esta substancia estd sendo relatada pela primeira vez na secéo
Caulopterae.

No género Baccharis, ha poucos relatos sobre a presenca de cumarinas. A
escopoletina foi relatada somente em B. tola (MARTIN; ROVIROSA; CASTILLO,
1983), B. tricuneata (WAGNER et al., 1978), B. megapotamica (JARVIS et al., 1986)
e B. salicifolia (DEL CORRAL et al., 2012). Existem relatos de outras cumarinas,
como anisocoumarina H, 7-geraniloxicoumarina e diversinina, que foram
encontradas em B. darwinii, nas quais apresentaram alta atividade antifiUngica
(KURDELAS et al., 2010). Em B. magellanica e B. tricuneata (CORDERO et al.,

2004) foi identificada a esculina.

HCO

HO o o
Escopoletina (Bb-1)

TABELA 2: DADOS DE RMN DE *H, **C, HMBC E COMPARACAO COM LITERATURA PARA Bb-1.

Bb-1° Escopoletina”

Posicéo 5" 5° HMBC 5" 5°
(mult., J em Hz) **c) (mult., J em Hz) *C)

]_ - - - - -
2 - 161,2 - - 161,4
3 6,26 (1H, d, 9,4) 113,6 2,10 6,27 (d, 9,4) 113,4
4 7,58 (1H, d, 9,4) 143,2 2,5,9 7,60 (d, 9,4) 143,3
5 6,84 (1H, s) 107,8 4,6,7 6,85 (s) 107,5
6 - 143,7 - - 144.6
7 - 150,3 - - 150,0
8 6,91 (1H, s) 104,2 6,7,10 | 6,92(s) 103,8
9 - 150,0 - - 149,7
10 - 111,7 - - 111,5

OCH; | 3,95 (3H, s) 56,4 6 3,95 (s) 56,4

2 Experimento de RMN de “H, HSQC e HMBC (600 MHz, CDCl,), utilizando TMS como referéncia
interna. As atribuicdes de 5 foram obtidas através da andlise de espectros de HSQC e HMBC.
®: Dados da literatura de acordo com Mogana, Teng-Jin e Wiart, (2013) e Terra et al., (2013).
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E4: ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, CDCl;) DA SUBSTANCIA Bb-1.
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E5: MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHz, CDCl;) DAS SUBSTANCIAS Bb-1, Bb-2 E Bb-3.
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5.3.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Bb-2

A fracdo Bb-A (ESQUEMA 3) forneceu o composto Bb-2 que foi identificado
em mistura com Bb-1 e Bb-4. O conjunto de dados obtidos mediante os espectros
de RMN de *H (E8) revelou sinais caracteristicos de uma porcéo fenilpropanoidica
com hidrogénios olefinicos em configuracdo trans, referentes aos dois sinais em &
7,56 (d, J = 15,9 Hz) e 6,25 (d, J = 15,9 Hz), diretamente ligados aos C-7 e C-8,
conforme observado no experimento de HSQC. Foi observado ainda os sinais de
hidrogénios caracteristicos de anel benzénico 3,4-dissubstituido em 6 6,87 (d, J =
2,1),6 7,00 (dd, J=2,1e 8,1 Hz) e 6 7,07 (d, J = 8,1) diretamente ligados em C-2,
C-5 e C-6. Ainda, o sinal em 6 1,33 (t, J = 7,1) referente a uma metila, acoplando
com os hidrogénios do sinal em & 4,25 (q, J = 7,1) caracterizando a esterificacao do
acido caféico. As atribuices de 8 foram obtidas através da analise de espectros de
HSQC e HMBC (E5; E6), para otimizar os experimentos bidimensionais, as
atribuicbes foram realizadas em uma mistura com substéancias Bb-1 e Bb-4. A
TABELA 4 mostra os deslocamentos de RMN de 'H, **C, correlacées de HMBC e
comparacao com dados da literatura.

A férmula molecular C11H;,0,4 foi deduzida com base nos dados obtidos pelo
espectro de massas ESI/EM modo negativo de ionizacao (E9), o qual apresentou o
ion molecular de m/z 207 [M-H] e o pico base de m/z 179 referente a perda do
grupamento etila da molécula (-CH,CHy3).

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e com dados da literatura a
substancia Bb-2 foi identificada como ester etilico do acido 3,4-dihidroxicinamico,
conhecida como cafeato de etila. Esta substancia esta sendo relatada pela primeira

vez no género Baccharis.

Cafeato de etila (Bb-2)
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TABELA 3: DADOS DE RMN DE *H, **C, HMBC E COMPARACAO COM LITERATURA PARA Bb-2.

Bb-22 Cafeato de etila®
. 5" 5€¢ 5" [
Posigao (mult., J em Hz) (*3C) HMBC (mult., J em Hz) (*3C)
1 - 127,4 - - 127,6
2 6,87 1H,d, (2,1) 1156 1346 6,881H,d,(1,8) 1152
3 - 146,3 - - 148,6
4 - 144.,9 - - 146,2
5 707 1H,d, (8,1) 1146 3,46 | 7,111H,d,(84) 1157
6 7,00 1H, dd (2,1:8,1) 1224 3,45 | 7,30 1H, dd (1,8;8,4) 122,5
7 7,56 1H, d, (15,9) 116,2 6,2,9 7,56 1H, d, (16,2) 116,3
8 6,25 1H, d, (15,9) 1444 1,9 6,28 1H, d, (16,2) 1455
9 - 167,4 - - 167,4
11 1,33 3H, t, (7,1) 60,7 9,12 1,37 3H, t, (7,2) 60,5
12 4,25 2H, g, (7,1) 141 11 4,30 2H, t, (7,2) 14,6

2 Experimento realizado a 600 MHz para "H, HSQC e HMBC em CDCl, , utilizando TMS como
referencia interna. As atribuicbes de & © foram obtidas através da analise de espectros de HSQC e

HMBC.

®: Dados da literatura de acordo com Wu et al., (2007) e Uwai et al., (2008).
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E9: EXPERIMENTO DE MASSAS (MS?) DO [ON MOLECULAR DE m/z 207 (CE 29 V, EM METANOL
COM 1% DE FORMIATO DE AMONIA) DE Bb-2.

5.3.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Bb-3

O composto Bb-3 (ESQUEMA 3) foi identificado em mistura com um possivel
diterpeno, na fragcdo Bb-A. Pela andlise do espectro de RMN *H (E10) foi possivel
observar sinais caracteristicos de uma porcdo fenilpropanoidica com hidrogénios
olefinicos em configuragéo trans, com sinais em & 7,60 (d, J = 15,9 Hz) e 6,28 (d, J
= 15,9 Hz), diretamente ligados aos C-7 e C-8. Foi observado ainda os sinais de
hidrogénios caracteristicos de anel benzénico 3,4-dissubstituido em & 7,03 (d, J =
1,9),067,07 (dd,J =19 e 8,2 Hz) e 8 6,91 (d, J = 8,2), diretamente ligados em C-2,
C-5 e C-6. Ainda o sinal em 3,92 (s) relacionado a metoxila ligada no C-3. As
atribuicdes de 8 foram obtidas através da anélise de espectros de HSQC e HMBC
(E11; E12). A TABELA 5 mostra os deslocamentos de RMN de *H, *3C, correlacdes
de HMBC e comparacéo com a literatura.
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A férmula molecular C1oH1004 foi deduzida com base nos dados obtidos pelo
espectro de massas ESI/EM modo positivo de ionizagao (E13), o qual apresentou o
fon molecular de m/z 195 [M+H]" e o pico base de m/z 177 referente a perda de uma
molécula de agua.

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e nos dados da literatura a
substancia Bb-4 foi identificada como sendo acido trans feralico (acido 4-hidroxi-3-
metoxi-trans-cinamico). Esta substancia esta sendo relatada pela primeira vez na
secao Caulopterae.

No género Bacchais esta substancia foi relatada nas espécies de B.
dracunculifolia, B. grisebachii e B. uncinella (FERESIN et al., 2003; DE SILVA FILHO
et al.,, 2004; LEMOS et al.,, 2007; BUFALO et al., 2009; GRECCO et al., 2010;
ZALEWSKI et al., 2011).

O
HsCO Xy OH

HO

Acido trans ferulico (Bb-3)

TABELA 4: DADOS DE RMN DE 'H, *C, HMBC E COMPARAGCAO COM LITERATURA PARA Bb-3.

Bb-3 A?idp _tragls
erulico

[ 5°¢ [ 5°¢
Posicao (mult., J em Hz) **C) HMBC (mult., J em Hz) (**c)
1 - 127,4 - - 127,7
2 7,03 1H, d, (1,9) 109,1  3,4,6,7 7,18 1H, d, (1,9) 111,6
3 - 148,9 - - 151,1
4 - 146,7 - - 149,9
5 6,91 1H, d, (8,2) 114,7 1,3 6,82 1H, d, (8,3) 116,4
6 7,07 1H, dd (1,9;8,2)  123,0 2,4 | 7,071H,dd (1,9:83) 1239
7 7,60 1H, d, (15,9) 1446  2,6,9 7,59 1H, d, (15,8) 115,8
8 6,28 1H, d, (15,9) 115,8 1,9 6,31 1H, d, (15,8) 146,9
9 - 167,1 - - 171,1
OCH; 3,92 3H, s 56,2 3 3,89 3H, s 56,4

% Experimento realizado de RMN de "H, HSQC e HMBC (600 MHz, CDCl,), utilizando TMS como
referéncia interna. As atribuicdes de 5 foram obtidas através da andlise de espectros de HSQC e
HMBC.

®: Dados da literatura de acordo com Prachayasittikul et al., (2009).
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MISTURA.
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5.3.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Bb-4

A fracdo Bb-A (ESQUEMA 3) forneceu o composto Bb-4 que foi identificado
em mistura com Bb-1 e Bb-2. Pela anélise do espectro de RMN H* (E14) indicou-se
tratar-se de um flavonoide pelo sinal em & 12,03 (s) referente ao hidrogénio quelado
ligado ao C-5, os sinais em 6 7,32 (d, J = 8,54 Hz, H-2’ e H6’) e em 6 6,88 (d, J =
8,54 Hz, H-3' e HYS’) referentes a um sistema de acoplamento de segunda ordem do
anel para-substituido (anel B do flavonéide). Dois sinais em & 6,00 (d, J =2,1 Hz) e
598 (d, J = 2,1 Hz), caracteristicos de um sistema de acoplamento entre dois
hidrogénios na posi¢cdo meta, relacionados aos C-6 e C-8. Ainda o sinal em & 5,35
(dd, J = 13,1 e 3,0 Hz) referente ao hidrogénio ligado no C-2, acoplando com os H-
3a, na conformacdo especial na posicdo axial, enquanto que o H-3b na posicéo
equatorial, os & 3,08 (dd, J = 13,1; 17,2 Hz) e & 2,72 (dd, J = 17,1; 3,1 Hz),
respectivamente, ligados ao C-3 do anel C do flavonéide. As atribuigdes de 5 foram
obtidas através da andlise de espectros de HSQC e HMBC (E5; E6), para otimizar
0s experimentos bidimensionais, as atribuicbes foram realizadas em uma mistura
com substancias Bb-1 e Bb-2. A TABELA 6 mostra os deslocamentos de RMN de
'H, B3¢, correlagbes de HMBC e comparacéo com a literatura.

A andlise do espectro de massas ESI/EM, no modo de ionizacdo negativo
(E15), revelou o ion molecular de m/z 271 [M-H], confirmando a férmula molecular
de C15H1,0s5. Os ions fragmentos de m/z 177 referente a perda do hidroxifenil e o ion
de m/z 150 referente a abertura do anel tetrahidropiranona com consequente perda
da unidade de C;HsO,, confirmaram o esqueleto do flavondide.

Baseando-se nos resultados espectrais obtidos e nos dados relatados pela
literatura, foi proposta a estrutura da substancia 4',5,7-trihidroxiflavanona, conhecido
como naringenina. Esta substancia esta sendo relatada pela primeira vez na se¢éo
Caulopterae.

Este flavondide ja foi relatado nas espécies de B. dracunculifolia, B. illinita, B.
pseudotenuifolia, B. retusa e B. salzmannii (DE OLIVEIRA et al., 2003; MOREIRA et
al., 2003; VERDI et al., 2004; GRECCO et al., 2012; FUKUDA et al., 2006; RIBEIRO
et al., 2013).
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TABELA 5: DADOS DE RMN DE *H, **C, HMBC E COMPARAGAO COM LITERATURA PARA Bb-4.

Bb-3% Narigenina’

Posicao 5" 5° HMBC 5" 5"

(multiplicidade; J em Hz) (&) (multiplicidade; J em Hz) (**C)
2 535 1H, dd, (13,1, 3,0) 79,0 - 545 1H, dd, (12,9, 3,1) _ 79,9
3a 3,08 1H, dd, (13,1; 17,2) 43,4 2,4 3,18 1H, dd, (12,9; 17,1) 43,4
3b 278 1H, dd, (3,0; 17,2) 43,4 4 272 1H, dd, (3,1;17,1)  43.4
4 - 196,0 197,3
5 12,03 s 163,8 56,7 12,1 1H, s 165,2
6 5,98 1H, d, (2,1) 95,4 5,8 5,96 2H, s 96,7
7 - * 167,3
8 6,00 1H, d, (2,1) 96,9 9 95 8
9 - 103,4 103,1
10 - 179,8 164,3
1’ - * 130,7
2 7,32 2H, d, (8,5) 1279 2,46 | 7,41 2H, d, (8,3) 128,9
3 6,88 2H, d, (8,5) 115.1 6,92 2H, d, (8,3) 116.1
4 - 156,0 158,6
5 6,88 2H, d, (8.5) 115.1 6,92 2H, d, (8,3) 116.1
6 7,32 2H, d, (8,5) 1279 2,24 | 7.412H, d, (8,3) 128,9

2 Experimento realizado de RMN de "H, HSQC e HMBC (600 MHz, CDCl,), utilizando TMS como
referéncia interna. As atribuices de 8¢ foram obtidas através da analise de espectros de HSQC e

HMBC.

®: Dados da literatura de acordo com a literatura Frontana-Uribe et al., (2011) e Faustino et al., (2010).
*: Valores ndo definidos.
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E14: ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, CDCl3;) DA SUBSTANCIA Bb-4, EM MISTURA.
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E15: EXPERIMENTO DE MASSAS (MS®) DO ION MOLECULAR DE m/z 271 (CE 23 V, EM
METANOL 1% DE FORMIATO DE AMONIA) DE Bb-4.
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5.3.5 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Bb-5

A fracdo Bb-D (ESQUEMA 4) forneceu o composto Bb-5 que foi identificado
em mistura com Bb-1 e Bb-2. Pela andlise do espectro de RMN de H! (E16) foi
observado a presenga de um sinal em & 9,76 (simpleto largo) caracteristico de um
grupamento aldeido, ainda os sinaisem 6 7,76 (d, J = 8,5 Hz, H-2' e H6’) e 6 6,93 (d,
J = 8,5 Hz, H-3' e H5’) referentes a um sistema de acoplamento de segunda ordem
do anel benzénico para-substituido. As atribuicdes de 3 foram obtidas através da
analise de espectros de HSQC e HMBC (E17; E18). A TABELA 7 mostra os
deslocamentos de RMN de 'H, *C, correlagbes de HMBC e comparacdo com a
literatura.

A analise do espectro de massas ESI/EM, no modo negativo de ionizacéo
revelou o ion molecular de m/z 121 [M-H], confirmando a férmula molecular de
C7HsO,. No experimento de MS? foram observados os fons fragmentos de m/z 106,
referente a perda de uma molécula de agua, ainda os ions de m/z 93 e 77,
referentes as perdas dos grupos aldeido e aldeido mais agua, respectivamente.

Baseando-se nos resultados espectrais obtidos e nos dados relatados pela
literatura, foi proposta a estrutura da substéncia 7-hidroxi-benzaldeido. Esta
substancia esta sendo relatada pela primeira vez no género Baccharis. Esta ja foi
descrita na composicdo quimica da prépolis verde, indicativo que pode estar na
constituicdo de B. dracunculifolia, uma vez que seu exsudato é utilizado pelas
abelhas para gerar a propolis verde brasileiro.

O

HO

7-hidroxi-benzaldeido (Bb-5)
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TABELA 6: DADOS DE RMN DE *H, **C, HMBC E COMPARACAO COM LITERATURA PARA Bb-5.

Bb-5° 7-hidroxi-benzaldeido °
- 5" 5° 5" [
Posi¢ao (mult., J em Hz) **c) HMBC (mult., J em Hz) **C)
1 - 128,3 - -129,5 129,5
2 7,76 2H, d, (8,5) 132,0 4,6,7 7,94 2H, d, (8,5) 132,6
3 6,93 2H, d, (8,5) 115,8 15 7,19 2H, d, (8,5) 116,8
4 - 163,2 - - 165,0
5 6,93 2H, d, (8,5) 115,8 4,6,7 7,19 2H, d, (8,5) 116,6
6 7,76 2H, d, (8,5) 132,0 15 7,94 2H, d, (8,5) 132,6
7 9,76 s 191,0 - 9,99 s 190,6

2 Experimento realizado de RMN de "H, HSQC e HMBC (600 MHz, DMSO-ds), utilizando TMS como
referéncia interna. As atribuicdes de 5 foram obtidas através da analise de espectros de HSQC e
HMBC.

®: Dados da literatura de acordo com Wang, Huang e Yang, (2011).
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E16: ESPECTRO DE RMN DE *H (600 MHz, DMSO-ds) DA SUBSTANCIA Bb-5, EM MISTURA.
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E18: MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHz, DMSO-ds) DAS SUBSTANCIAS Bb-5, EM
MISTURA.
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JBVFD19_23_141106114522 #839 RT: 2,35 AV:1 NL: 1,16E2
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E19: EXPERIMENTO DE MASSAS (MSZ) DO ION MOLECULAR DE m/z 121 (CE 35V, EM
METANOL 1% DE FORMIATO DE AMONIO) DE Bb-5.

5.3.6 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Bb-6 E Bb-7

A fracdo Bb-H (ESQUEMA 5) forneceu as substancias Bb-6 e Bb-7, que
foram identificados em mistura. Pela analise do espectro de RMN de *3C (E20) foi
observada a presenca de sinais caracteristicos de anéis esteroidais, provavelmente
em mistura, contendo no minimo dois esteroides. Foram observados os sinais em
comuns dos carbonos sp? C-22 e C-23 em & 138,2 e d 128,8, bem como os sinais
dos carbonos sp® C-22 e C-23 em & 33,9 e & 26,0. Observou-se também os sinais
em & 25,3 e & 23,1 referidos como sendo dos carbonos metilénicos C-28, assim
como os sinais em & 139,8 e & 121,7 caracteristicos dos carbonos olefinicos C-5 e
C-6, e o sinal em & 73,3 tipicos de carbono carbindlico atribuido a C-3. A partir da
analise destes sinais pode-se atribui-los aos compostos B-sitosterol (Bb-6) e
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estigmasterol (Bb-7), que apresentam praticamente 0S mesmos sinais,
diferenciando- se apenas nos C-22 e C-23 devido a dupla ligacdo do estigmasterol.
A TABELA 8 mostra os deslocamentos de RMN de *C e comparacédo com a
literatura.

Ainda foram realizados experimentos de massas ESI/EM, no modo positivo de
ionizacao (E21; E22), que revelou os ions fragmentos a partir dos seus respectivos
fons moleculares de m/z 415 [M+H]" e m/z 413 [M+H]" confirmando assim suas
estruturas, Estes fitoesterdides sdo de ampla ocorréncia nos vegetais, sendo

relatado em varias espécies de Baccharis.

Bb-6: B-sitosterol () Estigmasterol (Bb-7)
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TABELA 7: DADOS DE RMN DE "*C E COMPARACAO COM LITERATURA PARA Bb-6 E Bb-7.

Bb-1* B-sitosterol” Bb-2*  Estigmasterol®
Posicao [ [ [ [

(13C) (lBC) (13C) (13C)
1 37,3 37,2 37,3 37,2
2 31,6 31,6 31,6 31,6
3 73,2 71,7 73,2 71,7
4 42,2 42,2 42,2 42,2
5 139,8 140,7 139,8 140,7
6 121,6 121,6 121,7 121,6
7 32,0 31,8 32,0 31,8
8 32,0 31,8 32,0 31,8
9 50,1 50,1 50,1 50,1
10 36,7 36,4 36,7 36,4
11 21,0 21,0 21,0 21,0
12 39,7 39,6 39,7 39,6
13 41,9 42,2 41,9 42,2
14 56,0 56,7 56,0 56,7
15 24,3 24,2 24,3 24,2
16 28,2 28,2 29,2 29,1
17 56,0 56 56,0 56
18 11,9 11,8 12,0 12,0
19 19,2 19,3 19,2 19,3
20 36,1 36,1 40,1 40,4
21 18,6 18,7 20,9 21,0
22 33,9 33,9 138,2 138,3
23 26,0 26,0 128,8 129,2
24 45,9 45,8 51,2 51,2
25 29,2 29,1 31,6 31,8
26 19,8 19,8 21,1 21,2
27 19,2 19,3 18,9 18,9
28 23,1 23,0 25,3 25,3
29 12,2 12,2 12,1 12,2

2 Experimento realizado de RMN de “°C (600 MHz, CDCls), utilizando TMS como referéncia interna.
®: Dados da literatura de acordo com Costa, (2009).
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E 22: EXPERIMENTO DE MASSAS (MS?) DO iON MOLECULAR DE m/z 413 (CE 25 V, METANOL)
DE Bb-7.

5.3.7 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Bb-8

A fragdo Bb-A (ESQUEMA 3) forneceu o composto Bb-8 que foi identificado
em mistura. A andlise do seu espectro de RMN de 'H (E23, E24) revelou a presenca
de uma B-glicose ligada entre um acido fenolico e um anel p-substituido.

A presenca dos sinais em 0 4,97 (d, J =8,1 Hz) e 6 4,89 (dd, J = 8,1; 9,6 Hz),
juntamente com os sinais de hidrogénio carbindlicos entre & 3,74 — 3,27 forneceram
as caracteristicas de uma glicose com seus hidrogénios na configuracdo espacial na
posicéo axial, devido apresentar um J = 8,1 Hz, caracterizando assim uma (3-glicose.
Através da observagdo da correlagédo do sinal & 4,97 a trés ligagbes com o C-1 (&

150,0) foi possivel confirmar a jungcdo da unidade de B-glicose com o anel para-
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substituido. Os sinais caracteristicos em & 6,81 (d, J = 9,0 Hz, H-2" e H6’) e em &
6,66 (d, J = 9,0 Hz, H-3’ e H5’) sdo referentes a um sistema de acoplamento de
segunda ordem do anel para-substituido.

Ainda foi observado que o sinal com & 4,97 da B-glicose se correlaciona com
o C-9” (6 165,9) referente & carbonila da porcéo fenilpropanoidica com hidrogénios
olefinicos em configuracédo trans. Foi observado os sinais em & 7,53 (d, J = 16,0 Hz)
e 6,31 (d, J = 16,0 Hz), diretamente ligados aos C-7” e C-8”, ainda os sinais de
hidrogénios caracteristicos de anel benzénico 3,4-dissubstituido em 6 7,01 (d, J =
2,1Hz),67,09(dd,J=2,1e8,1Hz)e 6,79 (d, J = 8,1 Hz) ligados em C-2”, C-5" e
C-6".

As atribuicdes de 5° foram obtidas através da anélise de mapas de correlagéo
de HSQC e HMBC (E25; E26). A TABELA 9 mostra os deslocamentos de RMN de
'H, 3¢, correlacées de HMBC.

A estrutura foi confirmada com base nos dados de espectros de massas de
HR-MS Q-TOF, no modo negativo (E27), o qual apresentou o ion molecular de m/z
433,11347 [M-H] confirmando a formula molecular de C,;H,,010. No experimento de
MS? foi observado o pico base de m/z 323,0798, referente & perda neutra de 110 Da
referente ao anel para-substituido.

Baseando-se nos resultados espectrais obtidos, é a primeira vez que esta
substancia estd sendo descrita na literatura. O composto Bb-8 foi definido como p-
hidroxifenil,2’-O-trans-cafeoil-B-D-glicopiranosideo.

p-hidroxifenil,2’-O-trans-cafeoil-B-D-glicopiranosideo (Bb-8)
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TABELA 8: DADOS DE RMN DE *H, **C E HMBC PARA Bb-8.

Bb-6°
Posicao 5" 5° HMBC
(mult., J em Hz) *C)

1 - 150,0 -

2 6,81 2H, d, (8,5) 115,6 1,3,4,6
3 6,66 2H, d, (8,5) 117,9 1,2,45
4 - 152,7 -

5 6,81 2H, d, (8,5) 117,9 1,3,4,6
6 6,66 2H, d, (8,5) 115,6 1,2,45
1 4,97 d, (8,1) 100,4 1,25’
2 4,89 d, (8,1; 9,5) 74,2 1

3 3,41 m 77,8 1.4
4 3,33 m 70,5 5.6
5 3,27m 73,9 1
6'a 3,74 m 61,2 4
6'b 3,54 m -

17 - 121,4 374"
2" 7,01 1H, d, (2,1) 1221 -

3" - 145,20 -

4” - 148,2 -

5" 6,79 1H, d, (8,1) 114,7 -

6" 7,09 1H, d, (8,1; 2,1) 115,1 17,3 4"
7 7,53 1H, d, (16,0) 145,7 1”7, 8”
8” 6,31 1H, d, (16,0) 114,6 17,7°,9”
9” - 165,9 -

% Experimento realizado de RMN de "H, HSQC e HMBC (600 MHz, DMSO-ds), utilizando TMS como
referéncia interna. As atribuigbes de 8¢ foram obtidas através da andlise de espectros de HSQC e
HMBC.
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E23: ESPECTRO DE RMN DE *H (600 MHz, DMSO-ds) DA SUBSTANCIA Bb-8, EM MISTURA.



-

75 7.4 7.3 7.2 71

5l &

T T T T T T T

6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 ppm

E24: ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, DMSO-ds) DA SUBSTANCIA Bb-8, AMPLIAGAO DA
REGIAO DE AROMATICO (8,0-6,2 ppm).
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E26: MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHz, DMSO-ds) DAS SUBSTANCIAS Bb-8, EM
MISTURA.
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E27: EXPERIMENTO DE MASSAS (MSZ) DO ION MOLECULAR DE m/z 433 (CE 18 V, EM
METANOL COM 1% DE FORMIATO DE AMONIO) DE Bb-8.
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5.3.8 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Bb-9

A fracdo Bb-Aq (ESQUEMA 6) forneceu o composto Bb-9 que foi identificado
com aspecto de pé branco amorfo. A andlise do seu espectro de RMN de *H (E28,
E29 e E30) revelou a presenca de uma B-glicose ligada entre um acido fendlico e
uma cumarina.

A presenca dos sinais em & 5,29 (d, J =8,1 Hz) e 6 4,95 (dd, J = 8,1; 9,6 Hz),
juntamente com os sinais de hidrogénio carbindlicos entre & 3,76 — 3,30 forneceu a
ideia de uma glicose com seus hidrogénios na configuracdo espacial na posicao
axial com um acoplamento em 8,1 Hz, caracterizando assim uma [3-glicose.

Através da observagao da correlagédo do sinal & 5,29 a trés ligagdes com o C-
7 (6 149,6) foi possivel confirmar a jungado da unidade de B-glicose com a cumarina.
Os sinais caracteristicos da dupla ligacdo endociclica em & 7,93 (d, J = 9,5 Hz) e
6,34 (d, J = 9,5 Hz), relacionados aos &atomos de hidrogénios ligados
respectivamente aos carbonos C-4 e C-3, além dos sinais em & 7,24 e 7,25, ambos
simpletos, relacionados aos hidrogénios ligados aos carbonos C-8 e C-5
respectivamente, e a presenca de um sinal em 3,67 (s) referente ao grupo metoxila
ligado no C-6, caracterizam a estrutura da cumarina.

Ainda foi observado que o sinal com & 4,95 da B-glicose se correlaciona com
o C-9” (0 165,6) referente a carbonila da porgéo fenilpropanoidica com hidrogénios
olefinicos em configuracao trans. Foi observado os sinais em & 7,49 (d, J = 15,8 Hz)
e 6,25 (d, J = 15,8 Hz), diretamente ligados aos C-7” e C-8”, ainda os sinais de
hidrogénios caracteristicos de anel benzénico 3,4-dissubstituido em & 7,03 (d, J =
2,0Hz), 67,00 (dd,J=2,0e 8,3Hz)e & 6,75 (d, J = 8,3 Hz) ligados em C-2”, C-5" e
C-6".

As atribuicdes de 5° foram obtidas através da anélise de mapas de correlagdo
de HSQC e HMBC (E31; E32). A TABELA 10 mostra os deslocamentos de RMN de
'H, 13C e correlagdes de HMBC.

A estrutura foi confirmada com base nos dados de espectros de massas de
HR-MS Q-TOF, no modo negativo (E33), o qual apresentou o ion molecular de m/z

515,1217 [M-H] confirmando a formula molecular de CysH2401,. O experimento de
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MS? apresentou o fon do pico base de m/z 191,0372, indicativo da perda neutra de
324,9845 Da, referente ao acido fendlico ligado ao glicosideo.

Esta € a primeira vez que este composto esta sendo descrito na literatura. O
composto Bb-7 foi definido como 6-metoxi-cumarina,2”-O-trans-cafeoil-B-D-
glucopiranosideo.

Uma substancia semelhante denominada de iwayomin isolada por Ding et al.,
(2010), de Artemisia iwayomogi foi utilizada para comparacdo. A diferenca se
encontra na ligacado B-glicosidica em posicdes diferentes. Este composto mostrou
um alto potencial para estimular a formacdo osteoblastica podendo ser util para a

prevencao e/ou tratamento de osteoporose (DING et al., 2010).

6-metoxi-cumarina,2”-O-trans-cafeoil-B-D-glucopiranosideo (Bb-9)
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TABELA 9: DADOS DE RMN DE *H, **C, HMBC PARA Bb-9.

Bb-9
Posicao 5" 5° HMBC
(multipli.; J em Hz) **c)

1 - - -
2 - 163,8 -
3 6.34 1H, d, (9,5) 113,7 2,10
4 7,93 1H, d, (9,5) 144,0 2,5,9
5 7,25 1H, (s) 110,6 4,7,9
6 - 146,5 -
7 - 149,6 -
8 7,24 1H, (s) 104,5 6,7, 10
9 - 148,7 -
10 - 113,2 -

OCH, 3,67 3H, (s) 56,3 6
1 5,29 1H, d, (8,1) 98,8 7,35
2 4,95 1H, dd, (9,6; 8,1) 73,0 1,3,1"
3 3,57 1H, dd, (9,6; 9,2) 73,8 2,4
4 3,30 1H, dd, (9,6; 9,2) 69,8 3,56
5 3,53 1H, (m) 77,3 ek
6 3,76 1H, (m) 60,5 5

3,52 1H, (m) 60,5 -

1" - 125,5 -
2" 7,03 (1H, d, 2,0) 114,8 57, 7"
3” - 145,8 -
4" ] 148,4 -
5” 6,75 1H, d, (8,3) 115,7 4", 7", 8"
6” 7,00 1H, dd, (8,3; 2,0) 121,1 77,8", 9"
7 7,49 1H, d, (15,8) 145,0 2", 5"
8” 6,25 1H, d, (15,8) 114,0 17, 4"
9” - 165,6 -

2 Experimento realizado de RMN de "H, HSQC e HMBC (600 MHz, DMSO-ds), utilizando TMS como
referéncia interna. As atribuices de 8¢ foram obtidas através da andlise de espectros de HSQC e
HMBC.
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E30: ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHz, DMSO-ds) DA SUBSTANCIA Bb-9, AMPLIACAO DA

REGIAO DE 5,4-3,4 ppm.
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E31: MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHz, DMSO-dg) DA SUBSTANCIA Bb-9.
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E32: MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHz, DMSO-ds) DAS SUBSTANCIAS Bb-9.
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E33: EXPERIMENTO DE VARREDURA DE Bb-7 (METANOI).
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5.4 ANALISE OLEO ESSENCIAL

O rendimento da extracdo do 6leo essencial de B. burchellii foi de 0,69% para
BbO-M e BbO-F com aspecto de 6leo amarelo claro.

A caracterizacdo dos Oleos essenciais foi baseada pela comparacdo do
espectro de massas da substancia (EM) e do indice de retencdo (I.R.) com dados
reportados na literatura (ADAMS, 2007) e também pela NIST (Instituto Nacional de
Padrbes e Tecnologia) que é um sistema de banco de dados de espectros de
massas. Os Cromatogramas de BbO-M e BbO-F com seus respectivos picos estao
demonstrados na FIGURA 3.

Foi possivel identificar 28 compostos no BbO-F e 26 compostos no BbO-M
(TABELA 11). Todos os constituintes sdo sesquiterpenos e 42% sao oxigenados
para ambas as espécimes. Os componentes majoritarios do 6leo essencial de B.
burchelli (fémea/macho) foram: (E)-cariofileno (11,85/6,94%), y-gurjuneno
(10,75/7,33%), biciclogermacreno (17,83/20,74%), italiceno éter (7,21/2,02%),
thujopsan-2-a-ol (6,35/9,14%), acorenol (0,16/7,93), cubenol (8,22/0,61%), B-
eudesmol (0,35/12,27%) e a-cadinol (9,26/0,57). O composto selineno foi encontrado
apenas no espécime masculino com 5,55%, enquanto que o a-humuleno com 4,65%
somente no espécime feminino.

Em uma comparacdo entre os espécimes feminino e masculino, o composto
biciclogermacreno foi majoritario em ambos. Porém ficou evidente a diferenca entre
as outras substancias.

Os compostos volateis emitidos pelas flores sdo um sinal quimico para atrair
polinizadores e repelir predadores. A composi¢ao e variagdo quimica observadas no
Oleo das flores B. burchelli deve estar relacionada a sua estratégia reprodutiva.
Considerando que os polinizadores podem variar durante os meses de floragéo, a
variabilidade quimica observada pode ser explicada como uma adaptacdo da planta
para atracao de diferentes insetos (STEFANELLO et al., 2006).
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TABELA 10: CARACTERIZAGAO DOS OLEOS ESSENCIAS DE BbO-F E BbO-M.

Composto T.R.2 T.R2 ILR. ILR.C Area (%)  Area (%)
BBOF BBOM BbO-F BbO-M

1 Silpiperfol-5-ene 23,701 - 1325 1328 0,72 n.d.
2 a-longipineno 24,865 - 1361 1352 0,23 n.d.
3 a-isoledeno 25,150 25,168 1370 1375 2,31 0,21
4 B-panasinseno 25,699 25,714 1387 1382 1,47 2,35
5 (E)-cariofileno 26,547 26,541 1414 1417 11,85 6,94
6 B-copaeno 27,009 27,014 1429 1432 0,15 0,08
7 Aromadendreno 27,145 27,157 1434 1441 0,57 0,64
8 a-Humuleno 27,602 - 1449 1454 4,65 n.d.
9 y-gurjuneno 28,474 28,469 1477 1477 10,75 7,33
10 y-Himachaleno 28,612 28,622 1482 1482 0,44 0,28
11  Biciclogermacreno 28,971 28,956 1494 1493 17,83 20,74
12 Viridifloreno 29,079 29,089 1497 1496 1,15 0,82
13  B-bisaboleno 29,470 29,481 1510 1516 7,26 2,02
14  Selineno - 29,481 1521 1522 n.d. 5,55
15 (E) bisaboleno 30,015 30,028 1529 1529 0,22 0,14
16  Elemol 30,555 30,572 1548 1549 0,79 2,29
17 B-germacreno 30,722 30,733 1554 1557 1,54 0,18
18 Espatulenol 31,360 31,367 1576 1577 1,97 4,27
19 Tujopsan-2-a -ol 31,533 31,543 1581 1587 6,35 9,14
20 Ledol 31,761 31,766 1590 1590 1,29 2,91
21  Eudesmol 32,075 32,086 1600 1607 1,36 1,74
22  Humulene epoxido 32,250 32,277 1607 1608 0,85 0,33
23  Eremoligenol 32,798 32,919 1627 1631 0,67 1,72
24  Acorenol 32,910 33,201 1631 1633 0,16 7,93
25  Cubenol 33,198 33,334 1641 1646 8,22 0,61
26 a-muurolol 33,325 33,430 1646 1646 0,78 0,85
27 B-eudesmol 33,418 33,564 1649 1650 0,35 12,27
28 a-cadinol 33,560 33,928 1654 1654 9,26 0,57
29  Farnesol 34,544 34,555 1690 1698 0,36 1,63

Compostos Identificados 93,43 93,54

% T.R..Tempo de retencdo; :l.R. Indice de retencdo experimental; ®:I.R. Indice de retencéo da

literatura Adams, (2007); n.d.: ndo detectado.

Poucos sado os estudos que caracterizam os 6leos essenciais de espécimes
masculinos e femininos de Baccharis separadamente. Porém, alguns estudos tém
mostrado diferencas na composicao de 6leos entre macho e fémea. Ferracini et al.,
(1995) analisou diferentes Oleos essenciais de espécies de Baccharis, na qual
observou diferencas na composi¢cdo de Oleos de espécies masculinas e feminina.
Em B. dracunculifolia (fémea-macho): (E)-nerolidol (20.80%-12.02%) e em B.
erioclada (fémea-macho): B-pineno (21.44%-1.16%), limoneno (15.16%-2.68%),
cariofileno (4.21%-10.70%) e espatulenol (6.61%-12.57%). Outros estudos
semelhantes foram realizados com espécies de B. articulata, B. semiserrata, B.
caprariaefolia, B. coridifolia e B. pentaptera (ZUNINO et al., 2004; LAGO et al., 2008;
MENDES et al., 2008; BESTEN et al., 2012). Isto sugere que os estudos de plantas
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didicas requerem mais atencdo, onde os fatores genéticos e ecologicos sdo 0s
principais responsaveis pela variagdo quimica.

A maioria dos compostos majoritarios identificados nesta espécie ja foi
relatado, anteriormente, em outras espécies do género Baccharis e apresentam
promissoras atividades biolégicas como antimicrobiana, antioxidante, citotoxica,
antifingica e inseticida (AGOSTINI, et al., 2005; MASSIGNANI et al., 2009; ASCARI
et al., 2012; FLORAO et al., 2012). Dentre os compostos majoritarios identificados, o
biciclogermacreno apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram
positivas e Gram negativas (SANTOS et al., 2013).

5.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.5.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As atividades antioxidantes do extrato bruto, fragdes, substancias isoladas e
Oleos essenciais foram determinadas pelos métodos de sequestro de radicais livres
por DPPH e por ORACg. A TABELA 12 lista os resultados obtidos nos ensaios
antioxidantes das amostras.

Pelo método ORACE, foram testadas as amostras, Bb-F (extrato bruto
feminino), Bb-H (fracdo hexanica), Bb-D (fracdo diclorometano), Bb-A (fracédo
acetato de etila), Bb-Aq (fragcdo aquosa), Bb-1 (escopoletina), Bb-9 (6-metoxi-
cumarina,2’-O-trans-cafeoil-B-D-glicopiranosideo), BbO-F (6leos feminino), BbO-M
(6leo masculino) e as misturas de Bb-1+Bb-2 (escopoletina e cafeato de etila) e Bb-
1+Bb-2+Bb-3 (escopoletina, cafeato de etila e narigenina), de B. burchelli.

Os resultados obtidos variam de 8148,2 a 576,71 pymol Trolox equivalentes/g
de massa seca dos extratos, fragdes e substancias isoladas. A fracdo da mistura das
substancias Bb-1, Bb-2 e Bb-3 apresentou o melhor efeito antioxidante, com

resultado de 8148,2 Trolox umol equivalentes/g de massa seca. Dentre as amostras
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testadas, os Oleos essenciais e a fracdo hexanica apresentaram menor poder
antioxidante.

Ja pelo método de DPPH a concentracdo que inibiu 50% do radical (ICsp) foi
de 23,23 pg/mL para o extrato bruto (Bb-F) e 4,24 pg/mL para mistura das
substancias Bb-1, Bb-2 e Bb-3. Portanto esta fragdo em mistura, foi a mais

promissora testada nos dois ensaios antioxidantes.

TABELA 11: CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DETERMINADA PELOS ENSAIOS DPPH e ORACk_
DO EXTRATO BRUTO, FRACOES E SUBSTANCIAS DE B. burchelli.

Padrdo/Amostra ORACe,_(umol TE/g) DPPH ICs, (ug mL™)
Bb-F 6861,0 + 0,79 23,23+1,79
Bb-H 745,92 + 2,90 -

Bb-D 7336,2 + 0,69 -

Bb-A 7538,0 + 0,52 6,92 + 1,93
Bb-Aq 6745,4 + 0,37 35,87 + 3,02
Bb-1 7473,4 + 1,08 -
Bb-1+Bb-2 8083 +.0,46 -
Bb-1+Bb-2+Bb-3 8148,2 + 0,49 4,24 + 1,99
Bb-9 6745,0 + 0,37 -

BbO-F 626,05 + 1,88 -

BbO-M 576,71 + 2,38 -
Quercetina* - 13,1+1,8
Trolox * - 22+1,2

- ndo avaliado; *:Controles positivos

ICsq : concentragao que inibe 50% do radical DPPH em micrograma por mililitro (ug/mL).

pmol TE/g: micromol de Trolox equivalentes por grama de extrato ou fragdo em base seca.

Os resultados sdo expressos como média seguido da % coeficiente de variagdo (CV) dos ensaios em
triplicata.

Os compostos fendlicos estdo atraindo cada vez mais atencédo por causa de
suas atividades antioxidantes e o género Baccharis se destaca pela grande
producdo desses compostos. A acado sobre a presenca desta atividade tem sido
profundamente avaliada por varios autores com ensaio in vitro, tais como DPPH
(ZIELINSKI et al., 2014; ARGOTI et al., 2013; SARTOR et al., 2013; FABRI et al.,
2011; MORAIS et al., 2009; DE TOLEDO-DIAS, et al., 2009; SIMOES-PIRES et al.,
2005; AKAIKE et al., 2003), reacdo enzima xantina oxidase (BORGO et al., 2010),
TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) (DE OLIVEIRA et al., 2004),
TRAP (Total radical trapping Power) (DE OLIVEIRA et al., 2004) and FRAP
(Fluorescence Recovery After Photobleaching) (ZIELINSKI et al., 2014). Além disso,
em experimentos in vivo com modelos animais, o extrato hidroalcodélico de B. trimera
mostrou uma reducao na liberacdo de espécies reativas de oxigénio em neutrofilos
(PADUA et al. 2010).
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Em contrapartida, sdo poucos os estudos sobre a atividade antioxidante dos
Oleos essenciais de Baccharis. Somente 0s Oleos essenciais de B. dracunculifolia e
B. uncinella mostraram inibicdo na formacdo de espécies reativas de oxigénio
(FERRONATO et al., 2006).

5.5.2 CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS

Foi testada a atividade citotoxica contra linhagens de células tumorais de
algumas amostras de B. burchelli. As seguintes linhagens celulares utilizadas foram:
B16-F10 (melanoma murino), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), K562
(leucemia mielocitica crénica humana), HL-60 (leucemia promielocitica humana) e
PBMC (peripheral blood mononuclear cell ativados com ConA — células néo
tumorais). A TABELA 13 apresenta os dados de ICso obtidos dos extratos, fracoes,
sustancias e controle doxorrubicina em cultura de células tumorais humanas versus
células ndo tumorais.

Segunda a literatura, extratos que apresentam valores de ICsp < 30 pg/mL e
compostos isolados com valores de ICsg < 4 pg/mL sé@o considerados promissores
(SUFENESS; PEZZUTO, 1990; BOIK, 2001).

Deste modo, dentre as amostras testadas, as fracbes Bb-A (fracdo acetato
de etila), Bb-D (fracdo diclorometano) e a BbO-M (6leo essencial masculino),
apresentaram atividade citotéxica significativa, enquanto que a mistura de Bb-1+Bb-
2+Bb-3 (escopoletina, cafeato de etila e narigenina) apresentaram o melhor
resultado citotoxico, principalmente sobre a linhagem celular HL-60 (leucemia
promielocitica humana) com ICso de 6,06 pg/mL.
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TABELA 12: VALORES DE 1Cso PARA A ATIVIDADE CITOTOXICA EM LINHAGENS DE CELULAS
TUMORAIS VERSUS CELULAS NAO TUMORAIS.

Compostos ICs0 (Ug/mL)
PBMC HepG2 K562 HL-60 B16-F10
Bb-F >50 >50 >50 >50 >50
Bb-H >50 >50 >50 >50 >50
Bb-D >50 >50 >50 16,29 45,47
11,93-22,22 37,10-55,73
Bb-A >50 >50 >50 35,18 >50
20,72 — 59,76
Bb-Aq >50 >50 >50 >50 >50
BbO-F >50 >50 >50 42,92 49,25
37,42 -49,22 37,50 - 64,68
BbO-M >50 43,99 40,56 33,53 34,40
38,64 — 50,08 37,36 —44,03 29,04 -38,72 29,84 — 39,65
Bb-1 >25 >25 >25 >25 >25
Bb-1+Bb-2 >25 >25 >25 >25 >25
Bb-1+Bb-2+Bb-3 8,94 14,49 14,09 6,06 11,93
520-12,34 11,01-19,07 12,20-16,27 494 —-7,43 9,41 - 15,14
Bb-7 >25 >25 >25 >25 >25
Doxorrubicina* 0,40 0,16 0,40 0,10 0,13
0,32-0,49 0,13-0,21 0,34 -0,46 0,09-0,11 0,11 -0,16

ICso (concentracdo inibitéria média) com intervalos de confianca de 95% obtidos a partir de trés

experimentos ;
*controle positivo.

Os quimioterapicos geralmente ndo sdo seletivos para as células, isto é,

atacam tanto células cancerosas quanto células normais, principalmente as que se
dividem rapidamente, produzindo efeitos colaterais agressivos ou toxicos. Assim, a
busca de novas substancias com atividade antiproliferativa, € muito importante,
principalmente para obter compostos menos toxicos para células saudaveis.

Os compostos fendlicos sdo  responsaveis por  propriedades
guimiopreventivas como, efeitos antioxidantes, antimutagénico e anti-inflamatorios e
também por contribuir na regulacdo do metabolismo carcinogénico e expressao
oncogeénica, inibindo adeséo celular, migracéo, proliferacédo, diferenciacao e bloqueio
de vias de sinalizacdo das células cancerigenas (HUANG; CAIl; ZHANG, 2010).

Esteres de &cido cafeico apresentam uma variedade de efeitos biolégicos tais
como antitumoral, antioxidante e atividades anti-inflamatérias (UWAI, et al., 2008). Ja
um estudo de modificagcdo estrutural na escopoletina conseguiu aumentar

significativamente sua atividade antitumural (LIU, 2012).
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CONSIDERACOES FINAIS

A comparacdo dos extratos Bb-M e Bb-F por RMN de 'H revela uma
similaridade muito grande B. burchelli. Apesar de estudos relatarem diferencas na
composicdo quimica entre plantas didicas, n&o foi observado diferengas
consideraveis, utilizando a técnica de RMN.

O estudo quimico de Bb-F possibilitou a identificacdo das seguintes substancias:
escopoletina (Bb-1), cafeato de etila (Bb-2), acido trans ferulico (Bb-3), narigenina
(Bb-4), 7-hidroxi-benzaldeido (Bb-5), B-sitosterol (Bb-6), estigmasterol (Bb-7), p-
hidroxifenil,2”-O-trans-cafeolil-B-D-glicopiranosideo (Bb-8) e 6-metoxi-cumarina,2”-O-
trans-cafeoil-B-D-glicopiranosideo (Bb-9). Destas substancias sete estdo sendo
relatadas pela primeira vez na sec¢do Caulopetare, enquanto que Bb-8 e Bb-9 sdo
produtos naturais inéditos. Ainda quando investigou-se este extrato bruto por ESI-
EM foi possivel identificar as substancias Bb-1, Bb-8 e Bb-9. Vale ressaltar que o
uso das técnicas de RMN e EM para analise direta de extratos e fracdes possibilitou
a identificagéo da maioria destas substancias, mesmo em mistura complexas.

Do estudo dos 6leos essenciais foi possivel identificar 28 compostos no BbO-F e
26 compostos no BbO-M todos sesquiterpénicos. Os componentes majoritarios em
B. burchelli (fémea/macho) foram: (E)-cariofileno (11,85/6,94%), y-gurjuneno
(10,75/7,33%), biciclogermagreno (17,83/20,74%), italiceno éter (7,21/2,02%),
tujopsan-2-a-ol (6,35/9,14%), acorenol (0,16/7,93), cubenol (8,22/0,61%), B-
eudesmol (0,35/12,27%) e a-cadinol (9,26/0,57). O composto selineno foi encontrado
apenas no espécime masculino com 5,55%, enquanto que o a-humuleno com 4,65%
somente no espécime feminino. Apesar do composto majoritario ser igual para
ambas, ficou evidente a diferenca entre as outras substancias.

Realizou-se a avaliacdo in vitro da atividade antioxidante e antiproliferativa de
extratos, fracbes e substancias isoladas, frente a linhagens de células tumorais.
Dentre estas, a mistura composta de Bb-1, Bb-2, Bb-3 foi a mais ativa antioxidante
e citotoxica, principalmente sobre a linhagem celular HL-60 (leucemia promielocitica
humana) com ICsy de 6,06 pg/mL. Portanto, os resultados obtidos indicam que as
atividades antioxidantes e antiproliferativa de B. burchelli podem estar relacionadas
com a grande a diversidade de compostos fenélicos acumulados no vegetal.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam que a espécie estudada B.

burchellii é tipica do género Baccharis, uma vez que seus principais constituintes
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quimicos sdo encontrados em outras espécies deste género, como compostos
fendlicos. Os resultados também confirmam o grande potencial dessa espécie, uma
vez que foram identificados compostos novos, ha qual necessitam de maiores

investigacdes biologicas.
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