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RESUMO

Baccharis L. (Asteraceae) contém aproximadamente 400 espécies, sendo que 178
estéo catalogadas no Brasil, principalmente nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste.
Esse género tem sido descrito na literatura por apresentar varias propriedades
biologicas, tais como atividade antioxidante, anti-inflamatéria, citotdxica,
leishmanicida, tripanocida, anti-hipertensiva, hipoglicemiante, diurética, digestiva e
antimicrobiana. Tendo em vista o potencial terapéutico do género, o presente trabalho
teve como objetivos caracterizar os constituintes quimicos e avaliar as atividades
antioxidante e antimicrobiana de B. aracatubaensis Malag. e B. organensis Baker. Os
individuos masculinos e femininos, de ambas as espécies, foram coletados no
municipio de Piraquara-PR, durante o periodo de floracdo. A partir do material
botanico coletado foram separadas as inflorescéncias de B. aracatubaensis e B.
organensis para extragdo do 6leo essencial. Este foi obtido através de hidrodestilagao
em aparelho de Clevenger modificado e os constituintes quimicos foram identificados
por CG-EM. Foi possivel identificar um total de 25 compostos para B. aracatubaensis
e 32 para B. organensis. Os componentes majoritarios (masc./fem.) de B.
aracatubaensis foram y-muuroleno (21,4/23,9%), biciclogermacreno (21,4/21,7%), B3-
cariofileno (10,9/12,7%), 6-cadineno (6,6/8,2%) e limoneno (5,5% apenas para o
individuo masculino). J& em B. organensis foram identificados como majoritarios
(masc./fem.), viridiflorol (23,0/11,9%), biciclogermacreno (15,2/15,1%), y-muuroleno
(6,8/10,4%), epiglobulol (7,4/6,4%). Os compostos a-cadinol e curcufenol (7,5% e
5,9%, respectivamente) foram majoritarios somente para os individuos masculinos de
B. organensis. Os extratos brutos foram obtidos a partir da extracao hidroalcodlica das
folhas de B. aracatubaensis e B. organensis, sendo individuos masculinos (Ba-M e
Bo-M) e femininos (Ba-F e Bo-F), respectivamente. A analise de espectros de RMN
de H dos extratos masculinos e femininos, de ambas as espécies, apresentaram perfil
guimico muito semelhante. Assim os extratos Ba-F e Bo-F foram fracionados por
procedimentos cromatogréficos e as fracbes de Bo-F analisadas por técnicas de RMN
de H e espectrometria de massas, resultando na identificacdo de 19 substancias: 3-
(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-al, acido trans-ferudlico, 1-etoxietil-3,5-dimetoxi-4-
hidroxifenol, siringaldeido, cafeato de etila, cirsimaritina, hispidulina, apigenina, acido
trans-isoferdlico, ferulato de etila, acido siringico, acido cafeico, alcool siringico, 8-
metoxi  apigenina, cafeato de 4’-O-B-D-glucopiranosil-3’,5’-dimetoxibenzila,
kaempferol, acido 3,5-dicafeoilquinico, escopoletina e acido tricafeoilquinico. Também
foram realizadas avaliacao in vitro das atividades antioxidante (DPPH e ORACKFL) e
antimicrobiana (técnica de microdiluicdo) dos 6leos essenciais, extratos e fracdes de
ambas as espécies. Todas as amostras apresentaram atividade antioxidante
promissora. No ensaio antimicrobiano os extratos e fracdes apresentaram atividade
que variou de moderada a fraca, entretanto, os 6leos essenciais ndo apresentaram
atividade antimicrobiana frente aos micro-organismos testados.

Palavras-chave: Baccharis, atividade biolégica, RMN, CG-EM, espectrometria de
massas.



ABSTRACT

Baccharis L. (Asteraceae) contains approximately 400 species, of that 178 are
cataloged in Brazil, mainly in the Sul, Sudeste, and Centro-Oeste regions. This genus
has been described in the literature due the several biological properties, such as
antioxidant, anti-inflammatory, cytotoxic, leishmanicidal, trypanocidal,
antihypertensive, hypoglycemic, diuretic, digestive, and antimicrobial. Considering the
therapeutic potential of the genus, the present work had as objectives to characterize
the chemical constituents and to evaluate the antioxidant and antimicrobial activities of
the B. aracatubaensis Malag. and B. organensis Baker. The male and female
individuals of both species were collected in the municipality of Piraquara-PR, during
the flowering period. The inflorescences of B. aracatubaensis and B. organensis were
extracted to obtain the essential oils. The was obtained by hydrodistillation in a
modified Clevenger apparatus and the chemical constituents were identified by GC-
MS. It was possible to identify a total of 25 compounds for B. aracatubaensis and 32
for B. organensis. The major components (male / female) of B. aracatubaensis were -
muurolene (21.4 / 23.9%), bicyclogermacrene (21.4 / 21.7%), B-caryophyllene (10.9 /
12), a-cadinene (6.6 / 8.2%) and limonene (5.5% for male subjects only). In the B.
organensis, the majorites (male / female), viridiflorol (23.0 / 11.9%),
bicyclogermacrene (15.2 / 15.1%), Y -muurolene (6,8 / 10.4%), epiglobulol (7.4 /
6.4%). The compounds a-cadinol and curcufenol (7.5% and 5.9%, respectively) were
predominant only for male individuals of B. organensis. The crude extracts were
obtained from the hydroalcoholic extraction of the leaves of B. aracatubaensis and
B. organensis, being male (Ba-M and Bo-M) and female (Ba-F and Bo-F)
respectively.The analysis of H NMR spectra of male and female extracts of both
species presented a very similar chemical profile. Thus, the Ba-F and Bo-F extracts
were fractionated by chromatographic procedures and the Bo-F fractions analyzed by
'H NMR and mass spectrometry techniques, resulting in the identification of 19
substances: 3-(3, 4, 5-trimethoxyphenyl)propenal acetate, trans-ferulic acid, 1-
ethoxyethyl-3,5-dimethoxy-4-hydroxyphenol,  syringaldehyde, ethyl caffeate,
cirsimaritine, apigenin, trans-isoferulic acid, ethyl ferulate, syringic acid, caffeic acid,
siringeal alcohol, 4'- glucopyranosyl-3 ', 5'-dimethoxybenzyl caffeate, kaempferol, 3,5-
dicaffeoyl quinic acid, scopoletin and trycaffeoyl quinic acid. Were also evaluated the
antioxidant (DPPH and ORACEFL) and antimicrobial (microdilution technique) in vitro
activities of essential oils, extracts and fractions of both species. All the samples
presented promising antioxidant activity. In the antimicrobial assay the extracts and
fractions presented activity that varied from moderate to weak, however, the essential
oils did not present antimicrobial activity against the tested microorganisms.

Keywords: Baccharis, biologic activity, NMR, GC-MS, mass spectrometry.



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1 - AGRUPAMENTO DAS CLASSIFICACOES TAXONOMICAS DA

ASTERACEAE .......coiovieeeeeeee ettt ean st 35
FIGURA 2 — POSICAO TAXONOMICA DO GENERO Baccharis NA FAMILIA
ASTERACEAE ...ttt ettt 37
FIGURA 3 — ROTA METABOLICA DE FORMACAO DOS COMPOSTOS
FENOLICOS PELA VIA DO CHIQUIMATO ....ccoveveirieeeeceeee e, 43
FIGURA 4 — ESQUELETO BASICO DE FLAVONOIDES ........cceovvieieeeeeceeeee e 44
FIGURA 5 — ESTRUTURA QUIMICA DOS ACIDOS HIDROXIBENZOICOS (A) E
HIDROXICINAMICOS (B) ....cuvveeeeeeeeceeeeie e, 44
FIGURA 6 — SINTESE DE TERPENOIDES PELA VIA BIOSSINTETICA DO
MEVALONATO ..ottt ettt n e 46
FIGURA 7 — Baccharis aracatubaensis MALAG. .........coooviiiieiiiiiiieeeeeiee e, 48
FIGURA 8 — Baccharis organensis BakKer ...............uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennes 49

FIGURA 9 — ANALISE DO PERFIL QUIMICO POR RMN DE H (600 MHz, CD30D)
DOS EXTRATOS BRUTOS DAS FOLHAS DE B. aracatubaensis

MASCULINA (Ba-M) E B. aracatubaensis FEMININA (Ba-F) .............. 66
FIGURA 10 — AMPLIAQAO DA REGIAO ESPECTRAL DE 8,0-6,0 PPM OBTIDA DO
EXPERIMENTO DE RMN DE 'H DA FIGURA 9......ccoeeiiiieeiieeceie 66

FIGURA 11 — ANALISE DO PERFIL QUIMICO POR RMN DE 'H (600 MHz, CD30D)
DOS EXTRATOS BRUTOS DAS FOLHAS DE B. organensis

MASCULINA (Bo-M) E B. organensis FEMININA (Bo-F) ........ccccc........ 67
FIGURA 12 — AMPLIACAO DA REGIAO ESPECTRAL DE 8,0-6,0 PPM OBTIDA DO
EXPERIMENTO DE RMN DE 'H DA FIGURA 11........cocovveeiiieceine, 67

FIGURA 13- EXPERIMENTO DE VARREDURA NO MODO NEGATIVO DE
IONIZACAO DOS EXTRATOS BRUTOS DAS FOLHAS DE B.
aracatubaensis MASCULINA (Ba-M) E B. aracatubaensis FEMININA
(Ba-F) (ACN:H20 70:30 V/IV) ...t 70

FIGURA 14 — EXPERIMENTO DE varredura NO MODO NEGATIVO DE ionizacao
dos EXTRATOS BRUTOS DAS FOLHAS DE B. organensis
MASCULINA (Bo-M) e B. organensis FEMININA (Bo-F) (ACN:H20
70230 V/V) ettt 70



FIGURA 15 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-1 (3-(3,4,5-TRIMETOXIFENIL) PROP-

2 = L I OO 72
FIGURA 16 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-dg) DA
FRACAO BO-D_8 ..ottt sttt 74
FIGURA 17 - MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-dgs) DA
FRACAO BO-D_8 ..., 74
FIGURA 18 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-2 (ACIDO trans-FERULICO)............ 76
FIGURA 19 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-3 (1-ETOXIETIL-3,5-DIMETOXI-4-
HIDROXIFENOL) ...ttt n et 80
FIGURA 20 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, CDCls) DA FRACAO
= o 0 R 81
FIGURA 21 — MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, CDCls) DA FRACAO
=10 I 0 F TP 82
FIGURA 22 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-4 (SIRINGALDEIDO) .......c..ccceve.... 84
FIGURA 23 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-d6) DA
FRAGAO BO-D 12 ...ttt 85
FIGURA 24 — MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-d6) DA
FRACAO BO-D_12 ..., 86
FIGURA 25 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-5 (CAFEATO DE ETILA).................. 88
FIGURA 26 — ESTRUTURA QUIMICA DE B0-6 (CIRSIMARITINA) ........ceevereiennan 92
FIGURA 27— MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, CDCls) DA FRACAO
=10 0 I < J TSP 94
Figura 28 — MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, CDCls) DA FRACAO
=T < TR 94
FIGURA 29 - ESTRUTURA QUIMICA DE B0-7 (HISPIDULINA)........ccoveveverreieenane 97
FIGURA 30 - MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-ds) DA
FRAGCAO BO-D_17 ..o, 98
FIGURA 31 - MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA
FRACAO BO-D_17 .ottt 99
FIGURA 32 — ESTRUTURA QUIMICA DE B0-8 (APIGENINA)........ccocveererieerne. 101
FIGURA 33 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-dg) DA
FRAGCAO BO-D_18/2 ...t 103

FIGURA 34 — MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA
FRACAO BO-D_18/2 ...ocueeeeeeeeeeeeeeeeeee et 103



FIGURA 35 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-9 (ACIDO trans-ISOFERULICO)....106
FIGURA 36— MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-ds) DA

FRACAO BO-D_18/3 .....ocuiueeeeeeeeeeeeeeeieeeee e, 107
FIGURA 37— MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA
FRACAO BO-D_18/3 ...oeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 108
FIGURA 38 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-10 (FERULATO DE
ETILA) oottt ettt ettt en ettt een e, 110
FIGURA 39 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-11 (ACIDO SIRINGICO)
........................................................................................................... 114
FIGURA 40 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-12 (ACIDO CAFEICO)
........................................................................................................... 117
FIGURA 41 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-13 (ALCOOL SIRINGICO).............. 120
FIGURA 42 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-dg) DA
FRACAO BO-D_18/5 ....cueeeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeee e 122
FIGURA 43 — MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA
FRACAO BO-D_18/5 ......coeeeieeieeeeeeeeeieeeee e enen e, 122
FIGURA 44 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-13 (8-
METOXIAPIGENINA) ......cvovirieeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeesseeeeeetes e eeeaeenaaenns 125
FIGURA 45 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-dg) DA
FRACAO BO-D_19/6 ..o, 126
FIGURA 46— MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA
FRACAO BO-D_19/6 ...ocueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 127
FIGURA 47 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-15 (CAFEATO DE 4'-O-
B-D-GLUCOPIRANOSIL-3',5-DIMETOXIBENZILA) ........ccceevevererennnn 129
FIGURA 48 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, DMSO-ds) DA
FRACAO BO-AC 3 ..ot 131
FIGURA 49 — MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, DMSO-ds) DA
FRACAO BO-AB_3 ..ot 132

FIGURA 50 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-16 (KAEMPFEROL).134

FIGURA 51 - MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-ds) DA
FRACAO BO-AC 5 ..ot 135

FIGURA 52— MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA
FRACAO BO-AB 5 ..ottt 136



FIGURA 53 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-17 (ACIDO 3,5-O-

DICAFEOILQUINICO) ....uiiiiieiceecteeee ettt 139
FIGURA 54 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-dg) DA
FRAGCAO BO-AC 8 ...ttt 141
FIGURA 55 — MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA
FRACAO BO-AC 8 ...ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 141
FIGURA 56 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO B0-18 (ESCOPOLETINA)
........................................................................................................... 143
FIGURA 57 — ESTRUTURA QUIMICA DOS DERIVADOS DO ACIDO
TRICAFEOILQUINICO .......oiiieieee et 145
FIGURA 58 — CROMATOGRAMAS DE Ba-OM E Ba-OF ........c.ccoccovvirieiercenne, 147

FIGURA 59 — CROMATOGRAMAS DE Bo-OM E BO-OF ... 148



LISTA DE ESPECTROS

ESPECTRO 1 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-D_8 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-1 ............uueeeeee 73
ESPECTRO 2 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (20 eV) DO ION DE m/z 267,3 DE

ESPECTRO 3 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-D_8 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA B0o-2 ........cccceeeeeee 77
ESPECTRO 4 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (20 eV) DO ION DE m/z 193,1 DE

ESPECTRO 5 — ESPECTRO DE RMN DE H (600 MHZ, CDCIls) DA FRACAO Bo-
D_10 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA DE Bo-3.................. 81
ESPECTRO 6 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (12 eV) DO ION DE m/z 211,2 DE

ESPECTRO 7 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-d6) DA FRACAO
Bo-D_12 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-4 .................. 85
ESPECTRO 8 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (14 eV) DO ION DE m/z 181,2 DE

ESPECTRO 9 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-D_12 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA B0o-5 .................. 89
ESPECTRO 10 — EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (24 eV) DO iON DE m/z 207,2

D_16 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA BO-6........ccvvvviinennn. 93
ESPECTRO 12 — EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (24 eV) DO iON DE m/z 313,2

ESPECTRO 13 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-D_17 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA BO-7 ......ccoviieenn. 98
ESPECTRO 14 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (20 eV) DO ION DE m/z 299,2 DE

ESPECTRO 15 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-D_18/2 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA DE Bo-8 ....... 102



ESPECTRO 16 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (33 eV) DO ION DE m/z 269,2 DE

ESPECTRO 17 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-D_18/3 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA B0-9 ............. 107
ESPECTRO 18 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (20 eV) DO ION DE m/z 193,2 DE

ESPECTRO 19 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-D_18/3 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-10 ........... 111
ESPECTRO 20 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (20 eV) DO ION DE m/z 221,2 DE

ESPECTRO 21 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-D_18/3 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-11 ........... 115
ESPECTRO 22 — EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (15 eV) DO iON DE m/z 197,2
DE BO-1l oo 115
ESPECTRO 23 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MEOD-ds DA FRACAO
Bo-D_18/3 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-12 ........... 118
ESPECTRO 24 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (18 eV) DO ION DE m/z 179,2 DE

ESPECTRO 25 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-D_18/5 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-13 ........... 121
ESPECTRO 26 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (16 eV) DO iON DE m/z 183,2 DE

ESPECTRO 27 — ESPECTRO DE RMN DE 1H (600 MHZ, MeOD-d6) DA FRACAO
Bo-D_19/6 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-13 ........... 126
ESPECTRO 28 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (19 eV) DO iON DE m/z 299,2 DE

ESPECTRO 29 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, DMSO-ds) DA FRACAO
Bo-Ae_3 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-15............... 131
ESPECTRO 30 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (24 eV) DO ION DE m/z 507,1556
DE BO-15 e 132
ESPECTRO 31 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-Ae_5 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-16............... 135
ESPECTRO 32 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (38 eV) DO iON DE m/z 285,2 DE



ESPECTRO 33 — ESPECTRO DE RMN DE 'H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO
Bo-Ae_8 COM OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-16............... 140
ESPECTRO 34 — EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (17 eV) DO iON DE m/z 515,3

ESPECTRO 35 — EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (22 eV) DO iON DE m/z 193,2
DE BO-18 .. 143



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — FRACIONAMENTO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO
DICLOROMETANO (BO-D) ....oeveeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeseeeseeenennes 54

TABELA 2 — FRACIONAMENTO DAS SUBFRACOES XVIII (Bo-D_18), XIX (Bo-
D_19) E XX (Bo-D_20) OBTIDAS DA FRACAO DICLOROMETANO..55

TABELA 3 — FRACIONAMENTO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO ACETATO

DE ETILA (BO-AC) ..ot eeeeeeeee et et eeee et en et 56
TABELA 4 — FRACIONAMENTO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO AQUOSA
(BIO-A]) -ttt 56
TABELA 5 — OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FLORES DE B.
aracatubaensis E B. Organensis............cccccuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenns 59
TABELA 6 — CONCENTRACAO DAS AMOSTRAS E DILUENTES UTILIZADOS
PARA OS ENSAIOS ANTIMICROBIANOS. ... 64
TABELA 7 — DADOS DE RMN DE H, 13C e HMBC DE Bo-1 EM COMPARACAO
COM A LITERATURA L. et 12
TABELA 8 — DADOS DE RMN DE *H, 13C E HMBC DE Bo-2 EM COMPARACAQO
COM A LITERATURA L. et 77
TABELA 9 — DADOS DE RMN DE *H, 3C EHMBC DE BO-3........ccccveeeeieeeeeee, 80
TABELA 10 — DADOS DE RMN DE 'H, 13C E HMBC DE Bo-4 EM COMPARACAO
COM A LITERATURA L. e 84
TABELA 11 - DADOS DE RMN DE *H, 13C E HMBC DE Bo-5 EM COMPARACAQO
COM A LITERATURA L. et 89
TABELA 12 — DADOS DE RMN DE 'H, 13C E HMBC DE Bo-6 EM COMPARACAO
COM A LITERATURA L. e 92
TABELA 13 — DADOS DE RMN DE !H, 13C E HMBC DE Bo-7 EM COMPARAGCAO
COM A LITERATURA L. et 97
TABELA 14 — DADOS DE RMN DE 'H, 13C E HMBC DE Bo-8 EM COMPARACAO
COM A LITERATURA L.t 101
TABELA 15 — DADOS DE RMN DE H, 13C E HMBC DE BO-9 EM COMPARACAO
COM A LITERATURA L. e 106

TABELA 16 — DADOS DE RMN DE *H, 3C E HMBC DE Bo-10 EM COMPARACAO
COM A LITERATURA .o 111



TABELA 17 — DADOS DE RMN DE !H, 13C E HMBC DE Bo-11 EM COMPARAC}AO
COM LITERATURA . .o 114
TABELA 18 — DADOS DE RMN DE 'H, 13C E HMBC DE Bo-12 EM COMPARACAO
COM LITERATURA . ...ttt 117
TABELA 19 — DADOS DE RMN DE !H, 13C E HMBC DE Bo-13 EM COMPARAC}AO
COM A LITERATURA L. e 121
TABELA 20 — DADOS DE RMN DE 'H, 13C E HMBC DE Bo-14 EM COMPARACAO
COM A LITERATURA ..ottt 125
TABELA 21 — DADOS DE RMN DE !H, 13C E HMBC DE Bo-15 EM COMPARAC}AO
COM A LITERATURA L. e 129
TABELA 22 — DADOS DE RMN DE H, 13C E HMBC DE Bo-15 EM COMPARACAO
COM A LITERATURA ...ttt ettt 130
TABELA 23 — DADOS DE RMN DE H, 13C E HMBC DE Bo-16 EM COMPARAQAO
COM A LITERATURA L. 134
TABELA 24 — DADOS DE RMN DE 'H, 13C E HMBC DE Bo-17 EM COMPARACAO
COM A LITERATURA ..ottt 139
TABELA 25 — COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAS DAS
INFLORESCENCIAS DOS INDIVIDUOS MASCULINOS E FEMININOS
DE B. aracatubaensis MALAG. E B. organensis BAKER................... 149
TABELA 26 — CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DETERMINADA PELOS ENSAIOS
DPPH E ORACr. DO OLEO ESSENCIAL, EXTRATO BRUTO E
FRACOES DE B. aracatubaensis E B. organensis..............cc.c....... 152
TABELA 27 — VALORES DE CIM (mg.mL*) OBTIDOS PARA OS EXTRATOS
BRUTOS, FRACOES E OLEOS ESSENCIAS DE B. aracatubaensis E
B. OFJANENSIS ...coiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 155



LISTA DE SIGLAS

) - Deslocamento quimico

OH - Deslocamento quimico do hidrogénio

dc - Deslocamento quimico do carbono

¢ - Diametro da coluna

1D - Unidimensional

2D - Bidimesional

AAPH - 2,2’-azobis(2-amidiopropano)

ABTS - Acido 2, 2-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6 sulfénico
ACN - Acetonitrila

AcOEt - Acetato de etila

CC - Cromatografia em coluna

CCDA - Cromatografia de camada delgada analitica
CCDP - Cromatografia em camada delgada preparativa
CDsOD - Metanol deuterado

CDCls - Cloroférmio deuterado

CG-EM - Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
CH2Cl2 - Diclorometano

CIM - Concentracdao Inibitoria Minima

d - Dupleto

D20 - Agua deuterada

dd - Duplo dupleto

ddd - Duplo duplo dupleto

DIMS - Direct Infusion Mass Spectrometry

dl - Dupleto largo

DMSO - Dimetilsulfoxido

DMSO-ds - Dimetilsulféxido deuterado

DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

dt - Dupilo tripleto

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

EM - Espectrometria de massas

ESI - Electrospray ionization

ESI-EM/EM - Espectrometria de massas tandem

EtOH - Etanol

eV - Eletron-volt

H20 - Agua

HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HMG-CoA - Hidroximetilglutaril-Coenzima A

HSQC Heteronuclear Sigle Quantum Coherence



Hz Hertz

IE Impacto eletrénico

IPP Isopentil pirofosfato

IR indice de retencédo

IS lon Spray voltage

J Constante de Acoplamento

m Multipleto

m/z Razao massa-carga

MeOD-ds Metanol deuterado

MeOH Metanol

MEV Microscopia eletronica de varredura
MHz Megahertz

ORACFL Oxygen Radical Absorbance Capacity
PAL Enzima fenilalanina amonia-liase
PEP Fosfoenolpiruvato

Phe Fenilalanina

q Quarteto

QQQ Triplo-quadrupolo

gTOF Quadrupole-Time of Fligth

Rf Fator de retencéo

RMN de 13C - Ressonancia magnética nuclear de Carbono 13
RMN de 'H - Ressonancia magnética nuclear de Hidrogénio
RPMI - Meio sintético complexo

s - Simpleto

t - Tripleto

TE - Trolox equivalente

TMS - Tetrametilsilano

Trp - Triptofano

TSA - Agar triptona de soja

TSB - Caldo triptona de soja

TTC - Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
Tyr - Tirosina

UFC - Unidades formadoras de colbnia

uv - Ultravioleta



Ba-F
Ba-M
Ba-H
Ba-Ae

Ba-Aq

Ba-OF
Ba-OM
Bo-F
Bo-M
Bo-H
Bo-D
Bo-Ae
Bo-Aq
Bo-OF
Bo-OM

LISTA DE ABREVIATURAS

Extrato bruto feminino de Baccharis aracatubaensis
Extrato bruto masculino de Baccharis aracatubaensis
Fracdo hexano de Baccharis aracatubaensis feminina

Fracdo acetato de etila de Baccharis aracatubaensis feminina
Fracdo remanescente aquosa de Baccharis aracatubaensis

feminina

Oleo essencial de Baccharis aracatubaensis feminina

Oleo essencial de Baccharis aracatubaensis masculina

Extrato bruto feminino de Baccharis organensis

Extrato bruto masculino de Baccharis organensis

Fracdo hexano de Baccharis organensis feminina

Fracdo diclorometano de Baccharis organensis feminina

Fracdo acetato de etila de Baccharis organensis feminina
Fracdo remanescente aquosa de Baccharis organensis feminina
Oleo essencial de Baccharis organensis feminina

Oleo essencial de Baccharis organensis masculina



SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt en e, 28
OBJIETIVOS ... et 30
2.1 OBJIETIVO GERAL ... 30
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ... 30
REVISAO BIBLIOGRAFICA .....ooeveeeeeeeeeeeeeeee ettt 31
3.1 AS PLANTAS MEDICINAIS ... 31
3.2  FAMILIAASTERACEAE ....oov oot 33
3.3 BACCNAIIS L.ttt 36

3.3.1 SEeCA0 AXIIANS ..uvuuiiiec e 39

3.3.2 SeCa0 CaulOpterae .........ccuvuviiiiiii e 40

3.3.3 Constituintes quimicos de Baccharis L. ..........ccccevvvviiiiiieeeeeinnnns 41
3.4  Baccharis aracatubaensis MALAG. .........cccuueiiiiiiieiiieee e 47
3.5 Baccharis organensis BAKER .............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennes 48
METODOLOGIA ...t e e e e e e eea e e e eeaans 50
41 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO.........cccco....... 50
4.2 PREPARO DOS EXTRATOS E FRACOES .......cccoovieeeeeeeeeee e 50

4.3 FRACIONAMENTO, IDENTIFICACAO E DETERMINACAO
ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE B. organensis .52

4.3.1 FRACIONAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE
Baccharis organensis BAKER ..............cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiin e 53

4.3.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL .....oovoveieececeeee e, 57

4.4 OBTENCAO E ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DE B. aracatubaensis

o 0 0 F= =T ] 58
4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS . ...cooo oot e, 60
4.5.1 Ensaios de atividade antioxXidante ..........ooeveveeieii e, 60

4.5.2 Ensaio antimiCrobiano.. ..o 62



RESULTADOS E DISCUSSAOD ....oooeeeeeeeeee ettt eeeiaa e 65

5.1

5.2

5.3

ANALISE DOS EXTRATOS BRUTOS DOS INDIVIDUOS MASCULINOS
E FEMININOS DE B. aracatubaensis E B. organensis POR RMN DE H
65

ANALISE DO PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS BRUTOS DOS
INDIVIDUOS MASCULINOS E FEMININOS DE B. aracatubaensis E B.

organensis POR DIMS (ESI/EM).........coouuiiiiiiieeceeeeiiee e 68
ANALISE DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE B. organensis.......... 71
5.3.1 Determinagao estrutural de Bo-1.............uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiines 71
5.3.2 Determinagao estrutural de BO-2.............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 75
5.3.3 Determinacdo estrutural de BO-3...........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 78
5.3.4 Determinacao estrutural de BO-4...........cccoeviieiiiiiiiiiiiiiie e, 82
5.3.5 Determinacédo estrutural de BO-5...........ccooiviiiiiiiiiiiiiiie e, 87
5.3.6 Determinacédo estrutural de BO-6...........ccccooevieeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenns 91
5.3.7 Determinacao estrutural de BO-7..........ccceeiviiiiiiiiiiiiiiiiie e, 95
5.3.8 Determinacéao estrutural de Bo-8..........ccccoooeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 100
5.3.9 Determinacgéo estrutural de Bo-9.........ccccovviiiiiiiiiiiiiiiie e, 105
5.3.10 Determinacao estrutural de Bo-10........cccceeeevvvveiiiiniiniieeeeeeeenns 109
5.3.11 Determinagéo estrutural de Bo-11 ...........ccccuvvvvmimvvmminnnnnniniinnnnns 112
5.3.12 Determinacao estrutural de Bo-12 .........c.ccceevvvvviiiiniinineeeeeenenns 116
5.3.13 Determinacao estrutural de Bo-13.........c.ccoeevviiviiiiniinieeeeeeeeeens 119
5.3.14 Determinacao estrutural de Bo-14 .........cccoeeevvevveiviiiiieeeeeeeeenns 123
5.3.15 Determinacao estrutural de Bo-15........cccccoeevvviviiiiiiiiiieeeeeeeenns 128
5.3.16 Determinacéo estrutural de Bo-16 ............ccoeeveviiiiiniiiineeieeennns 132
5.3.17 Determinacdo Estrutural de BO-17........cccooeeiiiiviiiiiiiininneeeeeeeans 137
5.3.18 Determinacéo estrutural de Bo-18............ccooeviiiiiiiiiniieeiieeees 142

5.3.19 Determinacéo estrutural de Bo-19 ...........oooeeviviiiiiiiiiniieeeieeeeiis 144



54  ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DOS INDIVIDUOS MASCULINOS E

FEMININOS DE B. aracatubaensis E B. organensis.............ccccceeeeveens 146
5.5 ENSAIOS BIOLOGICOS.....coiuiuiiimiiiaieienenesieieieesesesieiee e 151
5.5.1 Ensaios de atividade antioxidante ............cccccceeeeeinniiiiiinineeeenn. 151
5.5.2 Ensaio antimiCrobian0..............uuvviiiieaiiiiiiiiieee e 154

CONSIDERACOES FINAIS

REFERENCIAS ..ottt ettt 158



SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS

o)
HaC0O )k
\ 5
HACO

OCHs,

Bo-1: Acetato de trans-3-(3,4,5-trimetoxifenil propenal)

H,CO
O/\
HO
OCHj

Bo-3: 1-Etoxietil-3,5-dimetoxi-4-hidroxifenol

Howo/\

Bo-5: Cafeato de Etila

(o]
HaCO
Q/V[\OH
HO
Bo-2: Acido trans Fertlico

H4CO
HO
OCH;

Bo-4: Siringaldeido

OH
HaCO o

H4CO

OH o}

Bo-6: Cirsimaritina



OH OH

HO (o) HO o
H,CO
OH (o}
OH o]
Bo-7: Hispidulina Bo-8: Apigenina
o (@]
HsCO
HO N , X o/\
H4CO HO
Bo-9: Acido trans isofertlico Bo-10: Ferulato de etila
(o] (0]
H3CO HO
OH \ OH
HO HO
OCH;

Bo-11: Acido Siringico Bo-12: Acido Cafeico



OH

OCH;
HaCO HO o
OH
HO
OCH;3 OH 0
Bo-13: Alcool Siringico Bo-14: 8-Metoxi Apigenina
HO
OCHs4
o
O OH
HO
HO
HO
(0]
H3CO \ OH
o
Bo-15: Cafeato de 4'-O-B-Glucopiranosil-3',5'-dimetoxibenzila
OH
HO (0] o
// \
OH HO 0 o
OH (0]

Bo16: Kaempferol Bo18: Escopoletina



o
HO OH
o) o)
HO OH
N o o N
OH
HO OH

Bo-17: Acido 3,5-dicafeoilquinico

(@]
OH
R{O
o) 0
HO OH
\ 5 o /

OR,

HO OH

R‘]: H R2= / OH

Acido 3,4,5-tricafeoil quinico >

R1=
et

/ OH R2= H

. OH
Acido 1,3,5-tricafeoil quinico

Bo-19: Acido tricafeoilquinico



28

1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais conhecido por sua biodiversidade. E constituido por seis
biomas principais, com caracteristicas distintas de flora e fauna: Amazonia, Cerrado,
Caatinga, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal. (BRASIL. MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2017). Dentre estes, o bioma Mata Atlantica apresenta uma formagéo
vegetal que abrange uma grande parte da regido litoranea que se estende do Rio
Grande do Norte até o Rio Grande do Sul. Entretanto, a forte pressdo antropica e a
exploracé@o predatéria a que foi submetida resultou em uma perda de 93% da sua
extensdo. (SOS MATA ATLANTICA & INPE, 2014). Assim, muitas espécies nativas
com possivel potencial farmacolégico correm o risco de desaparecer sem nenhum tipo
de registro.

A utilizagdo de plantas medicinais como recurso terapéutico alternativo tem
sido amplamente utilizado pela populacdo. A partir disso, uma abordagem
etnobotanica ou etnofarmacolégica pode ser uma estratégia para combinar
informacBes adquiridas por estas populacdes com estudos cientificos. Este
aprendizado aumenta as perspectivas de sucesso na descoberta de moléculas
bioativas, trazendo contribuicdes para o desenvolvimento da pesquisa em produtos
naturais. (SOUZA et al., 2013; MEDEIROS et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2014).

Um vegetal pode produzir inUmeros metabdlitos secundarios, os quais,
apresentam grande importancia ecoldgica, atuando na atracdo de polinizadores,
protecdo contra raios UV, defesa quimica e/ou interacdo entre as espécies. (DIAS et
al., 2012; GARCEZ et al., 2013). Sado encontrados, normalmente, em diferentes
concentracfes durante os estagios de vida do vegetal. Isto pode ser atribuido a fatores
edafoclimaticos, poluicdo atmosférica, fatores mecanicos, ou ainda, simbiose com
patégenos. (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). A atencédo a estes compostos geralmente
€ voltada aos constituintes majoritarios. Entretanto, os compostos minoritarios podem
apresentar os efeitos bioldgicos mais promissores, sendo indispensavel analisar a
atividade de extratos, fracdes e substancias puras. A partir desta avaliacdo, pode-se
sugerir o composto responsavel pela atividade biolégica como o componente
majoritario, ou se ha um possivel sinergismo entre as substancias. (CECHINEL
FILHO; YUNES, 1998; BRAZ FILHO, 2010).

Diversas estratégias e metodologias estao disponiveis para a descoberta de

novas moléculas e sintese com potencial farmacolégico, entre essas, a quimica de
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produtos naturais representa uma alternativa de sucesso. (BARREIRO; BOLZANI,
2009). Auxiliados por técnicas espectroscopicas, 0s pesquisadores das mais diversas
areas podem identificar rapidamente estruturas moleculares em matrizes complexas
como extratos e fracbes semipurificadas. Isto € um grande diferencial para a
descoberta e desenvolvimento de fitofarmacos e também a padronizacéo de extratos
bioativos. (BARISON; BIAVATTI, 2012). Estima-se que cerca de 65% do total de
medicamentos consumidos, mundialmente, sejam oriundos de produtos naturais ou
derivados destes. (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Asteraceae esté entre as familias com mais espécies empregadas na medicina
popular, como por exemplo, Artemisia absinthium L. (losna), Baccharis trimera DC.
(carqueja), Bidens pilosa L. (picao), Cynara scolymus L. (alcachofra), Dahlia pinnata
Cav. (délia), Egletes viscosa Less. (macela), Matricaria recutita L. (camomila) e
Mikania glomerata Spreng. (guaco). (BERETTA et al., 2008; SILVA; ANDRADE,
2013). E o grupo sistematico mais numeroso dentro das angiospermas. (FIELDING,
2001; GIULIANO, 2001; PANERO; FUNK, 2008). Dentre os géneros descritos para
esta familia, encontra-se Baccharis L. que é descrito como o maior, compreendendo
cerca de 400 espécies. (FIELDING, 2001; GIULIANO, 2001; HEIDEN; PIRANI, 2016).
Este grupo apresenta importantes atividades bioldgicas como antioxidante,
gastroprotetora e anti-inflamatoria, que estao relacionadas as substancias presentes,
como flavondides, acidos fendlicos e diterpenos. (CAMPOS et al., 2016).

No Brasil, estdo catalogadas atualmente 178 espécies, presentes em todos
0s biomas, sendo mais abundantes nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste.
(HEIDEN, 2016). Muitas espécies, entre elas, Baccharis aracatubaensis Malag.,
Baccharis elliptica Gardner e Baccharis paranensis Heering & Dusén, estéo inclusas
na “Red list” sob as classificacdes, “em perigo”, “vulneravel” e “quase ameacada”,
respectivamente. (INSTITUTO DE PESQUISAS JARDIM BOTANICO DO RIO DE
JANEIRO, 2015).

Este trabalho é o primeiro relato de investigacdo quimica, bioldgica e
morfoanatdmica realizada com estas espécies. Tendo em vista a importancia do
género em relacédo ao isolamento de substancias importantes farmacologicamente e
a devastacao dos biomas brasileiros, somado a incluséo de B. aracatubaensis Malag.
na lista de espécies ameacadas de extin¢do, justifica-se o interesse na investigacao
do perfil quimico e atividades biologicas de B. aracatubaensis Malag. e B. organensis

Baker.


http://www.cncflora.jbrj.gov.br/portal/pt-br/profile/Baccharis%20elliptica
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar os constituintes quimicos de Baccharis organensis Baker e

avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana e citotdxica de Baccharis

aracatubaensis Malag. e Baccharis organensis Baker.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar e identificar inflorescéncias e folhas dos individuos masculinos e
femininos de Baccharis aracatubaensis Malag. e Baccharis organensis Baker;
Obter 6leo essencial e extratos vegetais do material botanico (infloreséncias
e folhas) coletado;

Realizar a caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais, através de CG-EM,;
Obter os extratos brutos masculinos e femininos das folhas de B.
aracatubaensis e B. organensis;

Investigar diferengas na constituicdo quimica nos individuos masculinos e
femininos;

Fracionar os extratos brutos através de técnicas cromatogréficas;

Identificar os metabdlitos secundarios diretamente nos extratos e fracdes semi
purificadas, através das técnicas espectroscopicas de RMN uni e
bidimensional e EM;

Realizar ensaios de atividade antioxidante e antimicrobiana dos oOleos,

extratos e fracbes de ambas as espécies.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AS PLANTAS MEDICINAIS

Planta medicinal, de acordo com a organizacdo Mundial da Saude (OMS), é
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem
ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos”. (WHO, 1998).

Os primeiros relatos escritos do uso de plantas para fins curativos datam,
aproximadamente, de 2.800 anos antes de Cristo (a.C.), quando o imperador chinés
Shen Nung catalogou diversas espécies em um manuscrito chamado Pen Ts’ao (“A
Grande Fitoterapia”). No ocidente, estes relatos sdo mais recentes datando do século
V a.C. Na obra escrita pelo grego Pedéanio Dioscorides, denominada “De Matéria
Médica”, foram catalogadas e ilustradas aproximadamente 600 plantas medicinais.
Até os dias atuais, muitos dos nomes apresentados por esse meédico grego séo
utilizados na botanica, tornando esta obra uma das principais referéncias ocidentais
para a area de plantas medicinais até o Renascimento. (ALONSO, 1998; TOMAZZONI
et al., 2006).

No final do século XIX, acompanhando a Revolucéo Industrial, teve inicio a
fase de crescimento da industria farmacéutica, visando a sintese de moléculas
guimicas, até entdo, derivadas somente de plantas medicinais. (CALIXTO, 2000). Nos
dias atuais, a utilizacdo de espécies vegetais com fins preventivos, paliativos ou
curativos tem ressurgido e segue em expansao em nivel mundial. Essa prética pode
ser associada a busca da populacao por produtos “naturais”, na crenga de que o que
provém de vegetais esta isento de efeitos toxicos.

Os vastos biomas da flora brasileira, concedem ao pais, figurar entre os 17
paises com a maior biodiversidade do planeta. (VALLI et al., 2013; PIMENTEL et al.,
2015). Este fato, aliado a influéncia das culturas indigena, africana e europeia
(MARTINS et al., 2000) tém despertado interesse econdémico e cientifico desde a
época da colonizacao. Esta riqueza é revelada, principalmente na Floresta Amazonica
e no Bioma Mata Atlantica onde sdo encontradas plantas com as mais diversas
propriedades, desde tintoriais até alucinégenas, enquanto outras fornecem madeiras
Uteis para varios fins, portanto, sujeitas a exploracdo. (DI STASI et al.,, 2002). A

diversidade, aliada ao conhecimento popular transmitido através das geracdes, deram
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origem ao comércio de plantas medicinais em feiras livres e mercados populares,
muitas delas sendo usadas para curar varias enfermidades da populacdo. (DUARTE,
2006). Em todas as regifes do mundo, em particular nos paises em desenvolvimento,
onde a disponibilidade dos servi¢cos de saude € limitada, o uso de plantas medicinais
contribui significativamente com os primeiros cuidados com a saude. (MACIEL et al.,
2002; AGRA et al., 2007).

No Brasil, um numero significativo de plantas é usado na forma de extratos ou
tinturas para tratar doencas comuns, embora poucas evidéncias cientificas sejam
relatadas comprovando a efichcia desses tratamentos. Estudos recentes
comprovaram que as plantas sdo produtoras de substancias quimicas que podem ser
Gteis no tratamento de uma grande variedade de doencas em homens e animais.
(MCGAW; ELOFF, 2008). Estas substancias podem ser originadas de dois tipos de
metabdlitos: primarios e secundarios. Em vegetais superiores, os metabdlitos
primarios geralmente estdo concentrados em sementes e 6rgdos de armazenamento,
sendo necessarios no metabolismo celular basico. Os metabolitos secundarios séo
compostos derivados biologicamente dos metabdlitos primarios e, frequentemente,
desempenham papéis ecoldgicos, como atrativo para polinizadores, adaptadores
quimicos ao ambiente ou defensores quimicos contra microrganismos, insetos e
predadores superiores. (RAVEN, 1988). As atividades biologicas das plantas
medicinais geralmente sao atribuidas aos metabdlitos secundarios, que na maioria
das vezes, possuem estrutura quimica complexa, o que determina as mais variadas
acOes farmacoldgicas. (AGRA et al., 2007).

Na tentativa de reconhecer o potencial terapéutico das plantas medicinais e
visando o seu melhor aproveitamento para a populacdo brasileira, o Ministério da
Saude através do Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos
(DAF), 6rgao da Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos (SCTIE),
aprovou a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de
Saude (RENISUS), que inclui 71 espécies vegetais, as quais foram selecionadas por
serem amplamente utilizadas pela populacdo brasileira. A finalidade da relacdo é
orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracado da lista de plantas
medicinal e fitoterapica a serem disponibilizados para uso da populacdo, com
seguranca e eficacia para o tratamento de determinada doenca. (BRASIL, 2009,

2010a). Entre as inimeras espécies vegetais de interesse medicinal que constam na
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RENISUS, 14 destas plantas pertencem a Asteraceae, que apresentam espécies de
importancia terapéutica, ecoldgica e econdmica (HEIDEN; BARBIERI; et al., 2006).

3.2 FAMILIA ASTERACEAE

Asteraceae, denominada inicialmente Compositae, pertence a ordem
Asterales e constitui o grupo sistematico mais numeroso dentro das angiospermas.
Compreende 23.000 espécies distribuidas em 1.600 géneros. (ALVARENGA et al.,
2001; PANERO; FUNK, 2008; GUIMARAES et al., 2012). Esta familia foi descrita pela
primeira vez ha aproximadamente 300 anos antes de Cristo (a.C) por um fildsofo grego
chamado Teofrasto. (KATINAS et al., 2007).

Sao plantas com distribuicdo cosmopolita e de aspecto extremamente diverso;
apresentam uma grande variabilidade morfolégica quanto aos seus atributos florais,
caracteres estes cruciais para o reconhecimento de tribos e géneros. Nesta familia
estdo principalmente pequenas ervas ou arbustos e raramente arvores, sendo a maior
familia de plantas com flores. (PANERO; FUNK, 2008). As inflorescéncias sdo em
capitulo, podendo ser capitulos solitarios no &pice do pedunculo floral ou formando
sinflorescéncia cimosa, corimbiforme, panicula-tirsoide, racemo, ou agrupados em
sinflorescéncia, livres ou fundidos entre si. O capitulo apresenta-se modificado com
ovario bicarpelar infero que se desenvolve em cipsela com évulo basal e reto, com
anteras sinanteras. (JANSEN; PALMER, 1987). As flores podem ser bissexuais,
unissexuais (monoicas ou raramente dioicas), estéreis (gineceu e androceu estéreis)
ou neutras (sem androceu e gineceu), ndo apresenta céalice ou ser modificado em
papus, que serve para disseminacdo do fruto. O fruto, classificado como seco
indeiscente, tipo aquénio, disperso pelo vento ou encerrado no capitulo. (JOLY, 2002;
SOUZA; LORENZI, 2005; ROQUE; BAUTISTA, 2008; FORZZA et al., 2010).

Devido a seu extraordinario poder de adaptacdo ambiental, podem ser
encontradas nos mais diversos habitats, desde regifes tropicais, subtropicais até
temperadas, com excecdo da Antartida. O seu sucesso biolégico deve-se, em parte,
a sua grande capacidade de dispersao devido a presenca de sementes com papus
plumosos, apéndices e estruturas de aderéncia. Além disso, ha o desenvolvimento de
um sistema quimico de defesa que inclui a producdo combinada de metabdlitos
secundarios, muitos derivados do tipo poliacetienos e lactonas
sesquiterpénicias. (CRONQUIST, 1988; BREMER, 1994). Além destes, ha relatos
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também de terpenoides (KHAN et al., 2010; MALDONADO, 2014; MALDONADO et
al., 2014), cumarinas (MIYAZAKI et al., 2013; OLENNIKOV; KASHCHENKO, 2014),
benzofuranos (TOYODA et al., 2006; ROMANO et al., 2008), alcaloides (TIDJANI et
al., 2013; BOSI et al., 2013) e flavonoides. (BENYAHIA et al., 2014; AL-MUSAYEIB et
al., 2014). Talvez essa caracteristica peculiar seja a principal responsavel pela
importancia econdmica da familia na medicina tradicional, visto que a familia
Asteraceae é conhecida pelas propriedades terapéuticas, cosméticas e aromaticas. E
relatado na literatura o uso medicinal dessa familia como anti-helmintico, anti-
inflamatdrio, adstringente, colerético, anti-hemorragico, antimicrobiano, diurético,
analgésico, antiespasmaodico, citotéxico e antioxidante. (PORTILLO et al., 2001;
ISCAN et al., 2006; ABAD; BERMEJO, 2006; BENEDEK et al., 2007; JEON et al.,
2008; FABRI et al., 2011; MOJARRAB et al., 2017).

Dentre as inUmeras representantes deste clado, muitas sdo usadas na
medicina popular para uma variedade de indicagdes, incluindo espécies conhecidas
como Artemisia vulgaris L. (Artemisia), Artemisia absinthium L. (losna), Baccharis
trimera DC. (carqueja), Cynara scolymus L. (alcachofra), Egletes viscosa Less.
(macela), Matricaria recutita L. (camomila) e Mikania glomerata Spreng. (guaco).
(BERETTA et al., 2008; SILVA; ANDRADE, 2013). Outras espécies apresentam
grande importancia econdmica, sendo usadas na alimentacdo humana e animal, como
€ o0 caso de Helianthus annuus L. (girassol), ou ainda ornamental, como
Chrysanthemum coronarium L. (crisdntemo) e Dahlia pinnata Cav. (dalia), (PEREIRA
et al., 2016). Essa familia, também, inclui inUmeras espécies invasoras, como
Baccharis dracunculifolia DC., Bidens pilosa L., Sonchus oleraceus L. e Taraxacum
officinale F. H. Wigg. (RIBEIRO et al., 2004; SOUZA; LORENZI, 2005).

O grande namero de espécies aliado a diversidade morfoldgica e filogenética
da familia, dificultam a delimitacdo das subfamilias, tribos e subtribos, levando
diversos botanicos a estabelecer sua prépria classificacdo taxonémica. (WAGENITZ,
1976; JANSEN et al., 1990; BAYER; STARR, 1998; FUNK et al., 2005). A classificacao
mais recente (FIGURA 1) reconhece 12 subfamilias e 28 tribos (PANERO; FUNK,
2008; PATTERSON, 2009), embora, a classificagcdo proposta por Bremer em 1994,
seja amplamente aceita por diversos pesquisadores. Esta classifica a familia em 17
tribos distribuidas em trés subfamilias: Asteroideae (10 tribos), Cichorioideae (6 tribos)

e Barnadesioideae (1 tribo).
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FIGURA 1 — AGRUPAMENTO DAS CLASSIFICAGOES TAXONOMICAS DA ASTERACEAE
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No Brasil, os estudos relacionados a familia como um todo, tiveram inicio com
trabalho de Baker. (BAKER, 1882). Novas pesquisas, com o intuito de realizar um
levantamento da incidéncia desta familia ou de suas tribos foram feitas em estados
ou localidades especificas, entre os quais, encontram-se a regido de lItatiaia e cidade
do Rio de Janeiro (RJ), Mucugé e Pico das Almas (BA), Chapada dos Veadeiros (GO),
Picinguaba e Fontes do Ipiranga (SP), além dos estados do Mato Grosso, Rio Grande
do Sul e Parana. (HATTORI; NAKAJIMA, 2008).

A tribo Astereae emerge como um grupo monofilético dentro da familia, ou
seja, todos os representantes derivam de um ancestral comum. Esta tribo ocorre
amplamente em regides temperadas e tropicais, compreendendo cerca de 205
géneros e 3.080 espécies classificadas em 18 subtribos, dentre estas Baccharidinae
Less., muito importante, e exclusivamente americana. E constituida pelos géneros
Archibaccharis Heering, com 32 espécies, e Baccharis L. (FIELDING, 2001;
GIULIANO, 2001; MULLER, 2006), que compreende cerca de 400 espécies
distribuidas entre o Canada e o sudeste da Argentina e Chile. (ABAD; BERMEJO,
2006). A alta concentracdo de espécies no Brasil e nos Andes indica que uma dessas

areas é o provavel centro de origem desse género.

3.3 Baccharis L.

Baccharis L. € descrito como o maior género pertencente a Asteraceae,
compreendendo entre 388 a 400 espécies (FIELDING, 2001; GIULIANO, 2001,
HEIDEN; PIRANI, 2016). No Brasil, estdo catalogadas atualmente 178 espécies,
presentes em todos 0s biomas, sendo mais abundantes nas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste. (HEIDEN, 2016). A FIGURA 2 apresenta a posi¢édo do género dentro
da familia.

As espécies deste género sao classificadas em secbes de acordo com suas
caracteristicas morfoanatbmicas. Atualmente, a classificacdo mais aceita € a que
subdivide o género em 26 sec¢fes: Angustifoliae (Baker) O. Hoffm., Aphyllae (Baker)
O. Hoffm., Aristidentes G. L. Nesom, Axillaris DC., Baccharidastrum (Cabrera) G. L.
Nesom, Caulopterae DC., Corymbosae Heering, Discolores DC., Distichae DC.,
Glandulicarpae G. L. Nesom, Glomeruliflorae Heering, Lepidophyllae DC.,
Macrophyllae Heering, Molina (Pers.) Cuatrec., Nitidae Cuatrec., Oblongifoliae DC.,

Pseudobaccharis (Cabrera) Cuatrec., Psila (Phil.) Cuatrec., Racemosae Ariza,
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Scandentes Cuatrec., Sergilae DC., Subliguliflorae Giuliano, Tarchonanthoides
(Heering) Cuatrec., Trinervatae DC. e Tubulatae Cuatrec. (MULLER, 2006; HEIDEN;
PIRANI, 2016). No geral sdo subarbustos perenes, ramificados, com caules e ramos
cilindricos e medem em média de 0,5 a 4,0 m de altura, apresentando folhas sésseis
e pecioladas. (BARROSO; BUENO, 2002). Possuem capitulos florais pequenos,
geralmente dioicos e flores de coloragdo branca, podendo apresentar variagdes.
(BREMER, 1994).

FIGURA 2 — POSICAO TAXONOMICA DO GENERO Baccharis NA FAMILIA ASTERACEAE
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FONTE: O autor (2016).

Desde 1900 o género tem sido avaliado cientificamente, quanto aos aspectos
quimicos, biolégicos e morfoanatébmicos. Atualmente, sdo mais de 150 compostos
isolados e identificados (CAMPOS et al., 2016) e cerca de 120 espécies de Baccharis
analisadas quimica e biologicamente. (VERDI et al., 2005; ABAD; BERMEJO, 2006;
FREIRE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014; CAMPOS et al., 2016).

A espécie mais conhecida do género e descrita pela Farmacopéia Brasileira,
Baccharis trimera (Less.) DC., faz parte de um grupo conhecido como “carquejas”, o
qual é constituido por outras espécies que também apresentam ramos e caules alados
(BRASIL, 2010b). Essa semelhanca induz a populagdo ao consumo indiscriminado e
incorreto. (BARROSO; BUENO, 2002). Para sanar e esclarecer as davidas resultantes
dessa semelhanca, muitos especialistas utilizam-se da investigacdo morfoanatdémica
das espécies. (BARROSO, 1976; GIANELLO et al., 2000; ORTINS; AKISUE, 2000;
BUDEL et al., 2004; FREIRE et al., 2007; PETENATTI et al., 2007; RODRIGUEZ et
al., 2008; JASINSKI et al., 2014). O estudo da morfologia fornece um conjunto de
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pardmetros como as caracteristicas dos caules e ramos, das folhas, das
capitulescéncias, das flores masculinas e femininas, entre outros, com o proposito de
fornecer informacdes que possam auxiliar na identificacdo e/ou diferenciacdo das
espécies do género. Observa-se, entretanto, que mesmo com estes estudos em
andamento, ainda h4 uma grande dificuldade de diferenciacédo botanica, bem como,
de delimitacdo das espécies de Baccharis que ainda € confusa devido ao polimorfismo
apresentado. Isso pode ser evidenciado em um trabalho realizado por Scheneider
(2009), no qual, um estudo de microscopia eletronica de varredura (MEV) considerou
que as espécies denominadas dentro do complexo das carquejas apresentam o
mesmo padrdo de microestrutura. Também utilizando marcadores moleculares do tipo
ISSR (sequéncias internas simples repetidas) revelou a existéncia de similaridade
genética superior a 50% entre essas espécies. Assim sugere-se que as espécies
deste complexo sdo apresentadas na sinonimia de B. genistelloides subsp. crispa
Spreng. (SCHNEIDER et al., 2009).

O carater dioico da maioria destas espécies apesar de ser, tradicionalmente,
considerado como uma informacéo para o reconhecimento do género, acarreta uma
consideravel variacdo nas suas caracteristicas. (PAUCAR; GIULIANO, 2004).

A diversidade de espécies deste género representa um potencial ainda nao
estimado de recursos de matéria-prima, podendo fornecer 6leos essenciais e
moléculas bioativas para a industria. Apresentam elevado valor socioeconémico,
sendo que um grande numero delas é utilizado na medicina popular para controle ou
tratamento de varias doencas. Sdo consumidas principalmente na forma de chas com
indicacdes para males do estbmago, figado, anemias, inflamacdes, diabetes, doencas
na prostata, sendo também descritas como remédio para 0 processo de
desintoxicacdo do organismo, infecces urinarias, amigdalite e verminoses. (VERDI
et al., 2005; HEIDEN; MACIAS,; et al., 2006; HEIDEN et al., 2009).

No Brasil as espécies reconhecidas na medicina popular sédo B. trimera e B.
articulata (Lam.) Pers. (CORTADI et al., 1999), muito usadas para uma variedade de
doencas, tais como desordens digestivas e do figado, maléria, Ulceras, diabetes,
anemia, diarréia, mal de Hansen, entre outras. (VERDI et al., 2005; ABREU; ONOFRE,
2010). Além dos usos na medicina popular podem apresentar-se como plantas
ornamentais, como é o caso de B. hamilifolia L., ou ainda, como plantas invasoras de
dificiil combate em pastagens, podendo causar envenenamento no gado, como
B. coridifolia DC. (JARVIS et al., 1991; JARVIS, 1992; VARASCHIN et al., 1998). Um
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exemplo de espécie cultivada para a extracao de Oleo essencial para exportacéo é B.
dracunculifolia DC. que apesenta em sua composi¢cao o trans-nerolidol, importante
metabalito utilizado na industria de perfumes.

Apesar da importancia e do grande namero de secfes e espécies deste
género, somente 30% apresentam algum tipo de estudo quimico ou biolégico. Com
base nisso e na importancia etnobotanica do género, somados a devastacdo dos
biomas brasileiros, o0 estudo com espécies de novas secdes é de grande importancia,

uma vez que os estudos quimicos e bioldgicos sdo escassos.

3.3.1 Secéo Axillaris

Entre as 26 secdes de Baccharis encontra-se a Axillaris que esta
representada por 25 espécies, distribuidas principalmente no sul (Santa Catarina e
Parana), sudeste (Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais) e nordeste (Bahia) do
Brasil. (OLIVEIRA et al., 2006). Sdo estas: B. angusticeps Dusén, B. aracatubensis
Malag., B. axillaris DC., B. bahiensis Baker, B. concinna G. M. Barroso, B. cultrata
Baker, B. hypericifolia Baker, B. incisa Hooker & Arnott var. incisa, Baccharis incisa
Hooker & Arnott var. dentata (DC.) Baker, B. inexspectata sp., B. lateralis Baker, B.
lymannii G. M. Barroso, B. minutiflora Martius ex Baker, B. nassauvioides sp. nov.,
ined., B. pampeana An. S. de Oliveira, Deble & Marchiori, B. parvidentata Malag., B.
pauciflosculosa DC., B. perlata Sch.-Bip. Ex Baker, B. polyphylla Gardner, B.
pseudovaccinioides Malag., B. selloi Baker, B. serrula Sch.-Bip. ex Baker, B. truncata
Gardner, B. vauthierii DC., B. xyphophylla Baker.

Axillaris relne espécies com capitulescéncia disposta na axila das folhas,
difusas ou compondo pseudo-espigas folhosas terminais, invélucro feminino cilindrico
e pappus ndo acrescente. Demonstra relagdo com a se¢do Retusae, da qual separa-

se principalmente pelo arranjo da capitulescéncia. (OLIVEIRA et al., 2006).
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3.3.2 Secéao Caulopterae

Em Caulopterae encontram-se espécies com uma representacdo econdmica
expressiva, dentre as quais, plantas Uteis na medicina popular, na apicultura e
paisagismo (HEIDEN; BARBIERI; et al., 2006), o que justifica o0 maior interesse por
parte dos pesquisadores. Sua ocorréncia é restrita a América do Sul e entre estas, 23
espécies sdo encontradas no Brasil. (SCHNEIDER et al., 2009).

Esta é representada por 32 espécies: 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 Heering e B. vincifolia Baker.
(SCHNEIDER et al., 2009).

As principais caracteristicas apresentadas pelas espécies desta secao
incluem a presenca de caule alado na maioria dos individuos, sdo arbustivas ou
subarbustivas e atingem 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. (BARROSO, 1976).

Uma abordagem taxondmica envolvendo caracteres quimicos para Baccharis
sect. Caulopterae revelou diferencas na composicao dos 6leos essenciais, justificadas
em parte pelas variagdes genéticas devido a fecundacdo cruzada que ocorre em
populacdes de plantas silvestres (SIMOES-PIRES et al., 2005), resultando em
variagdes na composi¢cédo quimica dos Oleos essenciais e nas atividades biolégicas
que Ihes séo atribuidas. (CIMANGA et al., 2002).
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3.3.3 Constituintes quimicos de Baccharis L.

Dentre os reinos mineral, animal e vegetal, este ultimo € o que vem
contribuindo de forma mais significativa para a descoberta de novas moléculas com
fins terapéuticos, cosméticos ou alimenticios. Os vegetais tém a capacidade de
produzir suas proprias defesas ao longo do ciclo evolutivo, e isso os auxilia na
protecdo contra predadores herbivoros, insetos e micro-organismos; além, de auxiliar
na adaptacdo do vegetal as agressdes do meio ambiente, e dessa forma garantir
vantagens para assegurar sua sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie. (LINDROTH
et al., 1987; BOWERS; STAMP, 1993; HARTMANN, 1996; DARROW; BOWERS,
1997). Para tanto, € necessario que o vegetal produza, metabolize e acumule
compostos organicos, atravées de uma rede integrada de reacfes quimicas,
denominada metabolismo secundario. Entretanto, existem fatores que podem
coordenar ou alterar a taxa de producao destes metabolitos e podem estar associados
ao desenvolvimento do vegetal, sazonalidade, temperatura, altitude, bem como com
0 processo extrativo empregado, entre outros. (FRIZZO et al., 2008). Em geral, estes
fatores apresentam correlac@o entre si e ndo atuam isoladamente, portanto a época
de analise do vegetal € um fator que deve ser levado em consideragdo. (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). E importante ressaltar que em espécies com desenvolvimento
anual e/ou dioicas, como é o caso da extensa maioria de espécies de Baccharis, as
variacbes de sazonalidade devem ser avaliadas em conjunto com as alteracdes
metabolicas, que estdo envolvidas no processo de desenvolvimento interno do
vegetal. (CRANKSHAW; LANGENHEIM, 1981; GERSHENZON, 1984; PALO et al.,
1985; LILOV; ANGELOVA, 1987).

Na ultima década, foram relatados para as espécies de Baccharis um ndimero
expressivo de compostos organicos, entre 0s quais encontram-se, principalmente, os
compostos fendlicos (acidos fendlicos e flavonoides). Além destes, cumarinas e
terpenos também sao relatados. (VERDI et al., 2005; CAMPOS et al., 2016).

3.3.3.1  Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos compreendem estruturas que podem variar de
moléculas simples, com um anel aromatico (Ce) ligado a um ou varios grupamentos

hidroxilas, até moléculas altamente ramificadas. (BRAVO, 1998). E encontram-se
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amplamente distribuidos no reino vegetal, constituindo a maior classe de metabdlitos
secundérios (NACZK; SHAHIDI, 2004) essenciais no crescimento e reproducdo das
plantas (KING; YOUNG, 1999). Também sdo os metabdlitos responsaveis por
fornecer protecéo contra raios ultravioleta (UV), além de atuarem como fitoalexinas,
que conferem resisténcia contra organismos patdgenos e predadores. (BRAVO, 1998;
FARAH; DONANGELO, 2006). Sendo assim, estes compostos também apresentam
diferencas na taxa de producdo, de acordo com fatores ambientais e tempo de
evolucdo do vegetal. Em periodos de floracdo por exemplo, ha um aumento na
producéo dos derivados fendélicos e um decréscimo na producdo de aleloquimicos, o
que sugere uma estratégia metabdlica para atracédo de polinizadores e dispersores de
frutos e sementes; além de fornecer protecdo contra herbivoros e patégenos, que
poderiam dificultar a perpetuacdo das espécies. (CRANKSHAW; LANGENHEIM,
1981; GERSHENZON, 1984; PALO et al., 1985; LILOV; ANGELOVA, 1987,
SAKIHAMA, 2002; NACZK; SHAHIDI, 2004; CHAROENYING et al., 2010; SOSA et
al., 2010). A altitude também estd envolvida no aumento da producdo destes
compostos, com a finalidade de proteger contra a radiacdo excessiva de luz visivel e
UV, uma vez que o desequilibrio na utilizacdo e dissipacdo da energia luminosa
podem levar & necessidade de acumulo de antioxidantes. (GRACE; LOGAN, 2000;
LEE et al., 2003; NACZK; SHAHIDI, 2004; CLOSE et al., 2007).

A via metabdlica do &cido chiquimico é responsavel pela sintese de uma parte
dos compostos fendlicos (SIMOES-PIRES et al., 2003). De maneira simplificada, a
formacao destes compostos pela via metabdlica do chiquimato (FIGURA 3) acontece
com a condensacdo do fosfoenolpiruvato (PEP) e eritrose-4-fosfato, originando o
acido chiquimico. A partir deste composto e outra molécula de PEP forma-se
corismato (acido corismico), molécula precursora dos aminoacidos fenilalanina (Phe),
tirosina (Tyr) e triptofano (Trp). O aminoacido Phe sofre acdo da enzima fenilalanina
amonia-liase (PAL), a qual, retira uma molécula de amdnia do aminoacido, levando a
formacdo do acido trans-cinamico. Nas reacdes enzimaticas subsequentes séo
originados 0s esqueletos fenilpropanoides, que servirdo de substrato para a
biossintese de flavonas e outros compostos fenolicos. Nos acidos cinamicos a
iIsomerizacao cis/trans pode ocorrer facilmente sob a presenca de radiagcdo UV.
(DEWICK, 2002; SIMOES-PIRES et al., 2003).

Estes compostos fendlicos subdividem-se em dois grandes grupos, de acordo

com a similaridade das suas cadeias em flavonoides e nao flavonoides (MANACH et
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al., 2004; MICHALAK, 2006). Nas espécies de Baccharis sdo encontrados compostos
de ambos os grupos. (VERDI et al., 2005; CAMPOS et al., 2016).

FIGURA 3 — ROTA METABOLICA DE FORMAGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS PELA VIA DO
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FONTE: Adaptado de DEWIC (2002).
LEGENDA: A - Aldolase; B - Desidroquinato Sintase; C - Desidroquinato Desidratase; D - Corismato

Mutase; E - Prefenato Desidrogenase.

. Flavonoides — estes compostos sao formados a partir da unido da via do
chiquimato e da via acetato, originando moléculas que apresentam uma estrutura
quimica difenilpropano (Ce-C3-Cs), a qual consiste de dois anéis aromaticos A e B
unidos por um anel C heterociclico oxigenado (FIGURA 4). As substituices nos anéis
A e B originam diferentes compostos que podem ser subdivididas em 11 diferentes
classes: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonois, dihidroflavonois, isoflavonoides,
flavanois, chalconas, dihidrochalconas, antocianidinas e catequinas. (PIETTA, 2000;
ROSS; KASUM, 2002; MANACH et al., 2004; CORRADINI et al., 2011).
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FIGURA 4 — ESQUELETO BASICO DE FLAVONOIDES

FONTE: O autor (2016).

. N&o Flavonoides — esse grupo é composto por acidos fendlicos,

lignanas, cromonas, cromanonas, acetofenonas, benzofuranos, antraquinonas,
cromenos, cumarinas, taninos hidrolisaveis, dentre outros. (CHEYNIER, 2005). Deste
grupo, os acidos fendlicos sdo os compostos mais comuns em Baccharis (VERDI et
al., 2005; CAMPOS et al., 2016) e caracterizam-se por apresentarem em sua estrutura
um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de
hidroxila e/ou metoxila. Estes compostos sdo subdivididos em dois grupos, 0s
derivados do acido hidroxibenzdico com uma estrutura comum Ce—C1 (FIGURA 5 A)
(BALASUNDRAM et al., 2006), e derivados do &cido hidroxicinAmico que sao
compostos aromaticos com uma cadeia lateral de trés carbonos (Ceé—C3s) (FIGURA 5
B). (BRAVO, 1998).

FIGURA 5 - ESTRUTURA QUIMICA DOS ACIDOS HIDROXIBENZOICOS (A) E HIDROXICINAMICOS
(B)
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HO HO

R4 COOH Ry COOH
A B

FONTE: O autor (2016).

Os flavonoides e os acidos fendlicos fazem parte do grupo de compostos
naturais mais identificados em Baccharis (MOREIRA et al., 2003; VERDI et al., 2004,
2005; ABAD; BERMEJO, 2006; BARREIRO; BOLZANI, 2009) devido as suas

propriedades antioxidantes que afetam os radicais livres do oxigénio e a peroxidagao
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lipidica. (GIANELLO et al., 2000; SHARP et al., 2001; SIMOES-PIRES et al., 2005;
FAN et al., 2014; WANG et al.,, 2015; WANG et al.,, 2016). Além da atividade
antioxidante, ainda sao atribuidas a estes compostos as atividades citotoxica
(AZOFEIFA et al., 2013; PARVEEN et al., 2014; LI et al., 2014; KUETE et al., 2014;
ESHWARAPPA et al., 2015; KOSANIC et al., 2016; RANA et al., 2016), anti-
inflamatoria (AZOFEIFA et al., 2013; FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013; LI et al.,
2014), antibacteriana (TSUCHIYA et al., 1996; ZHU et al., 2004; D’ALMEIDA et al.,
2012; COPPO; MARCHESE, 2014; TOYAMA et al., 2014; GRECCO et al., 2014;
RASHED et al., 2014; PINHO et al., 2015; ZUCCOLOTTO et al., 2016; ARASOGLU
et al., 2016; PANYO et al., 2016), antifangica (ALVES et al., 2014; RASHED et al.,
2014; PIZZOLITTO et al.,, 2015; PAGNUSSATT et al., 2016), antimalérica,
antiparasitaria, tripanocida (GADETSKAYA et al., 2015; CUNHA et al., 2016; LIMA et
al., 2016), vasodilatadora (LIU et al., 2014; WANG et al., 2014, 2015; AREND et al.,
2015; HE et al., 2016) e inseticida. (SINGH et al., 2014, 2016).

3.3.3.2 Oleos essenciais

Os O6leos essenciais sdo misturas complexas de compostos naturais
extremamente volateis, podendo ter entre dezenas a centenas de compostos,
caracterizadas por exalarem odores fortes e possuirem acfes terapéuticas. S&o
produzidos por 6rgdos anatdbmicos especializados (tricomas glandulares, células
oleiferas e cavidades oleiferas) que podem estar distribuidos por toda a planta ou em
algum 6rgao especifico. (JANSSEN et al., 1987; QUEIROGA et al., 1990; COUTINHO
et al., 1998; SIMOES-PIRES et al., 2003).

Muitos destes compostos tém sua origem pela via biossintética do mevalonato
(FIGURA 6). De um modo geral, essa sintese ocorre inicialmente, através da
condensacao de uma molécula de acetoacetil-CoA com o acetil-CoA, seguida de uma
hidrolise que leva a formacdo do 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA); esse
composto, através da acdo enzimatica da HMG-CoA redutase origina o0 mevalonato.
As moléculas de mevalonato formadas s&o rearranjadas por uma série de reacdes
enzimaticas a um composto conhecido como isopentenil-pirofosfato (IPP) ou isopreno.
O IPP é uma molécula ramificada de cinco atomos de carbono ligada a dois grupos
fosfato. Essas unidades de cinco carbonos sdo o ponto de partida para a formacéo
dos terpenos. (RAVEN, 1988; DEWICK, 2002; SIMOES-PIRES et al., 2003).
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FIGURA 6 — SINTESE DE TERPENOIDES PELA VIA BIOSSINTETICA DO MEVALONATO
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FONTE: Adaptado de DEWIC (2002).
LEGENDA: EnzSH - Acetil-CoA-Acetiltransferase; A - Mevalonato quinase; B - Fosfomevalonato
quinase; C - Difosfomevalonato descarboxilase; D - Isopentenildifosfato isomerase.

Baccharis é uma rica fonte de 6leos essenciais, mas o niumero de espécies
que foram investigadas a este respeito é relativamente pequeno. (VERDI et al., 2005;
CAMPOS et al., 2016). As pesquisas realizadas com os 6leos essenciais de Baccharis
demonstraram que estes possuem um alto percentual de compostos, principalmente
monoterpenos e sesquiterpenos. (BESTEN et al., 2012, 2013, 2014; CAMPOS et al.,
2016). Além disto, apresentam um amplo espectro de atividades biologicas que tem
despertado o interesse de varios grupos de pesquisa. Entre as atividades relatadas
para estes compostos estdo atividades biolégicas como antioxidante, antifangica,
antibacteriana, antihemolitica, antiulcerogénica e inseticida. (ABAD; BERMEJO,
2006; BESTEN et al., 2014; CAMPOS et al., 2014; BARUD et al., 2014; VALAREZO
et al., 2015; CANESCHI et al., 2015; MIRANDA et al., 2016a; MIRANDA et al., 2016b;
NOGUEIRA SOBRINHO et al., 2016; CHAN et al., 2016; PEREIRA et al., 2016). Ainda
podem atuar em afeccdes do sistema respiratorio, gastrointestinal, sistema nervoso
central, sistema circulatorio e cardiaco, entre outras patologias. (ISCAN et al., 2006;
CUNHA et al., 2012; GALVAO et al., 2012; LANG; BUCHBAUER, 2012; AISSI et al.,
2016; BRAHMI et al., 2016; CIOANCA et al., 2016; OMAR et al., 2016).
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Os Oleos essenciais, tem entre outras funcbes de atuarem como um sinal
quimico para atrair polinizadores ou, repelir predadores (GERSHENZON;
DUDAREVA, 2007), podendo variar a composicdo quimica, entre os individuos
masculinos e femininos, em espécies dioicas (ARAUJO et al., 2003; ZUNINO et al.,
2011), como € o caso da maioria das espécies do género. Atuam ainda, como
inibidores de germinagdo garantindo vantagens que assegurem a sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie vegetal. Entretanto, assim como o0s outros metabdlitos
secundarios, a composicdo quimica destes pode variar de acordo com fatores
genéticos e ambientais (temperatura, umidade, luz, solo, latitude, altitude), por
exemplo, a formagdo de Oleos essenciais, em geral, parece aumentar em
temperaturas mais elevadas, apesar de dias muito quentes levarem a uma perda
excessiva destes metabolitos por volatilizacdo. (RAVEN, 1988; PALA-PAUL et al.,
2001; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MORAIS, 2009). Além destes, existem ainda
outros fatores, como o horéario e a fase de desenvolvimento da planta na época da
coleta. Estes podem interferir na constituicdo quimica do 6leo essencial, levando a
diferencas na aparéncia e diversidade dos vegetais. (KERROLA et al.,, 1994;
BORSATO et al., 2007; BARROS et al., 2009; MORAIS, 2009).

3.4 Baccharis aracatubaensis MALAG.

Conhecida como vassoura, a espécie Baccharis aracatubaensis (FIGURA 7)
pertence a secdo Axillaris, e € um sub-arbusto ramoso nativo do Brasil, com
aproximadamente 1,2 m de altura, e de distribuicdo restrita aos estados de Santa
Catarina e Parana. Ocorrendo em altitudes superiores a 1400 m e ambientes
ensolarados. Floresce de outubro a dezembro, frutificando em seguida. (BARROSO;
BUENO, 2002).
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FIGURA 7 — Baccharis aracatubaensis MALAG.

- feminina

masculina

FONTE: O autor (2015).

Esta espécie foi incluida na lista de espécies ameacadas de extin¢cdo, o que
justifica o interesse de estudo da mesma. Neste sentido, este trabalho é o primeiro

relato de investigacao quimica, bioldgica e morfoanatémica realizada com esta planta.

3.5 Baccharis organensis BAKER

Conhecida como vassoura, a espécie Baccharis organensis (FIGURA 8)
pertence a secdo Caulopterae, e é um arbusto ramificado nativo do Brasil, com
aproximadamente 1,0 m de altura, e de distribuicdo geografica no Rio de Janeiro
(Serra dos 6rgaos e Itatiaia), Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Ocorrendo
em altitudes superiores a 1200 m e ambientes ensolarados, floresce de outubro a
fevereiro, frutificando em seguida. (BARROSO; BUENO, 2002).
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FIGURA 8 — Baccharis organensis BAKER

masculina

FONTE: O autor (2015).

Este trabalho € o primeiro relato de investigacdo quimica, biolégica e
morfoanatdmica realizada com esta planta. De acordo com estudos de outras
espécies do mesmo género, substancias importantes farmacologicamente tém sido

isoladas, o que justifica o interesse na investigacao quimica e bioldgica desta espécie.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico composto por inflorescéncias e folhas de
Baccharis aracatubaensis e Baccharis organensis foi realizada em 10 de novembro
de 2013, no periodo da manha entre as 10h00min as 12h00min. A coleta realizou-se
no morro do Canal nas coordenadas 25°51'46.29”S/48°58’53.8’0 e
25°30'52.48"S/48°59'10.41"0, elev. 1200 - 1400 m, cidade de Piraquara, regiao
metropolitana de Curitiba/PR.

Para a identificacdo do material botanico foram preparadas exsicatas dos
individuos masculino e feminino, de cada uma das espécies, utilizando-se um ramo
contendo folhas e flores. As amostras foram identificadas pelo especialista em
Baccharis, Dr. Gustavo Heiden e pelo curador do Museu Botanico Municipal de
Curitiba, Osmar dos Santos Ribas. Estas foram depositadas no Herbario do Museu
Botanico Municipal de Curitiba como Baccharis aracatubaensis Malag. sob os
nameros MBM-286267 (25/11/2013) para o individuo feminino e MBM-286268
(25/11/2013) para o individuo masculino e Baccharis organensis Baker sob os
ndameros MBM-386266 (10/11/2013) para o individuo feminino e MBM-386275
(10/11/2013) para o individuo masculino.

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS E FRACOES

A partir do material botanico coletado foram separadas as inflorescéncias de
B. aracatubaensis e B. organensis para extracao do 6leo essencial que seréa discutido
na secao 4.4. As folhas foram dessecadas a sombra por trés dias e depois reduzidas
a fragmentos menores, seguido de pulverizacdo em moedor tipo industrial, modelo
LQOO03 - Vithory. O material seco e triturado de Baccharis aracatubaensis (0,986 kg
individuo masculino - Ba-M e 1,0 kg individuo feminino - Ba-F) e Baccharis organensis
(0,563 kg individuo masculino - Bo-M e 0,470 kg individuo feminino - Bo-F) foi
submetido a maceracéo em recipiente fechado, a temperatura ambiente e ao abrigo
de luz, conforme demonstrado nos FLUXOGRAMA 1 e FLUXOGRAMA 2. O solvente
extrator utilizado foi uma mistura etanol:H20 (90:10, v/v) na proporc¢ao de 2 partes de

solvente para 1 parte do material botanico. O solvente extrator foi renovado em
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intervalos de 72 horas, por aproximadamente 15 dias, até esgotamento total. Ap6s o
periodo de maceracao, o extrato foi filtrado e o solvente removido em rotaevaporador
rotativo a presséo reduzida. A seguir, realizou-se liofilizacdo dos extratos. Para este
processo utilizou-se o liofilizador da marca Virtis SP Scientifica, modelo Benchtop Pro
8L XL-70.

Parte dos extratos brutos (45 g) obtidos dos individuos femininos Ba-F e Bo-
F foi ressuspendido com uma mistura etanol:H20 (1:2, v/v) e posteriormente
particionado com solventes de polaridades crescentes (hexano, CH2Cl2 e AcOEt).
Através deste processo obtiveram-se as fracbes: Hexano (Ba-H e Bo-H),
diclorometano (Bo-D), acetato de etila (Ba-Ae e Bo-Ae) e, por fim o material
remanescente denominado de fracdo aquosa (Ba-Aq e Bo-Aq) (FLUXOGRAMA 1 e
FLUXOGRAMA 2). Apos a particdo, as fracdes foram rotaevaporadas, liofilizadas e

armazenadas em dessecador e ao abrigo da luz até o uso.

FLUXOGRAMA 1 — FLUXOGRAMA DE OBTEN(;AO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRAC;OES DAS
FOLHAS DE B. aracatubaensis

B. aracatubaensis

(folhas secas e moidas)

Individuo masculino Individuo feminino
(986,0 g) (1.033,0 g)
Maceracdo
etanol:agua (90:10 v/v)
Esgotamento total
Ba-M Ba-F
(129,2 g) (1216 g)
Particdo com solventes de
polaridades crescentes
(459)
Ba-H Ba-Ae Ba-Aq
(769 6,29 (26,2 9)

FONTE: O autor (2016).
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FLUXOGRAMA 2 — FLUXOGRAMA DE OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES DAS
FOLHAS DE B. organensis

B. organensis

(folhas secas e moidas)

Individuo masculino Individuo feminino
(470,0 g) (563,0 g)
Maceracgéo
etanol:agua (90:10 vA)
Esgotamento total
Bo-M Bo-F
(158,2 g) (154,7 g)
Particdo com solventes de
polaridades crescentes
(459)
Bo-H Bo-D Bo-Ae Bo-Aq
(2449 (14,5 9) (969 (18,8 g)

FONTE: O autor (2016).

4.3 FRACIONAMENTO, IDENTIFICACAO E DETERMINACAO ESTRUTURAL
DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE B. organensis

As técnicas de fracionamento foram realizadas por cromatografia em
coluna (CC), utilizando como fase estacionéria silica gel 60 com granulometria de
0,063-0,200 mm (70-230 mesh ASTM) da Merck®. Os eluentes empregados nos
procedimentos cromatograficos foram hexano, CH2Cl2, AcOEt e MeOH em misturas
binarias, com gradiente crescente de polaridade. Utilizou-se também a excluséo por
tamanho molecular, realizada em gel de dextrana Sephadex® LH-20, de procedéncia
da GE Healthcare®; empregando MeOH ou MeOH:H20 como fases mdveis. O
comprimento e diametro das colunas variaram de acordo com as quantidades de
amostras cromatografadas. Todos os solventes organicos de grau P.A. utilizados

foram destilados.
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As fracOes obtidas em coluna foram monitoradas por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) e/ou RMN de 'H. As cromatoplacas utilizadas foram
de silica gel 60 (250 um) sobre aluminio, da marca Merck®, com indicador de
fluorescéncia na faixa de 254 nm. As placas foram reveladas sob exposi¢do a luz
ultravioleta (UV), nos comprimentos de onda curto (254 nm) e longo (365 nm), seguido
de aspersdo com solucdo acido sulftrico 5% em etanol e vanilina sulfirica 1% em
etanol seguidos de aquecimento das placas por, aproximadamente, 1 minuto a
150 °C.

4.3.1 FRACIONAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE

Baccharis organensis BAKER

43.1.1 Fracionamento dos constituintes da fragéo diclorometano (Bo-D)

Uma parte da fracdo Bo-D (5,1 g) foi submetida ao fracionamento através de
CC [altura (h) x diametro ( @) = 32,0 x 2,6 cm] utilizando como fase estacionaria silica
gel (0,063-0,200 mm, 100,0 g) e eluida com quantidades crescentes de AcCOEt em
hexano, seguida por eluicdo com AcOEt 100% e por ultimo com quantidades
crescentes de metanol em AcOEt, até a eluicdo com MeOH 100%. Foram recolhidas
106 fracdes de 30 mL cada, as quais foram reunidas em 20 grupos de fracdes (I - XX),

apos comparacao por CCDA de acordo com o0s seus respectivos Rfs (TABELA 1).
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TABELA 1 — FRACIONAMENTO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO DICLOROMETANO (Bo-D)

Grupos Fracdes Solvente Codigos Massa Subst.
b ¢ (V/Iv) 9 (mq) Identificadas
Hex:AcOEt
I 1-17 (95:5) Bo-D 1 16,5 NI
Hex:AcOEt
1 18 - 27 (90:10) Bo-D 2 9,7 NI
Hex:AcOEt
11| 28 — 30 (85:15) Bo-D_3 59 NI
Hex:AcOEt NI
\Y 31-33 (85:15) Bo-D 4 6,8
Hex:AcOEt NI
V 34 -35 (80:20) Bo-D 5 10,6
Hex:AcOEt NI
VI 36 -37 (80:20) Bo-D 6 9,0
Hex:AcOEt
VIl 38-41 (80:20) Bo-D 7 7,7 GRAXA
Hex:AcOEt
VIII 42 — 46 (80:20) Bo-D 8 8,7 Bo-1+Bo-2
Hex:AcOEt
IX 47 - 51 (75:25) Bo-D 9 9,2 Bo-1+Bo-2
Hex:AcOEt
X 52 -61 (70:30) Bo-D 10 28,3 Bo-3
Hex:AcOEt
Xl 62 — 68 (60:40) Bo-D 11 20,1 Bo-4
Hex:AcOEt
Xl 69 —-74 (50:50) Bo-D 12 25,3 Bo-4+Bo-5
Hex:AcOEt Bo-4+Bo-5
Xl 75 =77 (50:50) Bo-D 13 13,8
Hex:AcOEt Bo-4+Bo-5
XV 78 — 83 (40:60) Bo-D_14 25,1
Hex:AcOEt Bo-4+Bo-5
XV 84 — 86 (40:60) Bo-D 15 12,3
Hex:AcOEt
XVI 87 — 89 (40:60) Bo-D 16 20,9 Bo-4+Bo-6
Hex:AcOEt Bo-6+Bo-7+
Xl 90 - 95 (30:70) Bo-D 17 21,2 B0-9+Bo-18
XVIII 96 - 101 AcOEt (100) Bo-D_18 128,2
XIX 102 — 105 AC%ESEE"O‘E)OH Bo-D 19 2402 TABELA 2
XX 106 MeOH (100) Bo-D 20 3.117,0

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: NI - ndo identificado.

Os grupos XVIII (128,2 mg), XIX (240,2 mg) e XX (3,12 g) foram submetidos

a novo fracionamento através de cromatografia por exclusédo, utilizando fase

estacionaria Sephadex LH-20 e eluidas com MeOH 100%. Para os grupos XVIII e XIX

foi utilizada CC com especificagbes de 50,0 x 1,6 cm (altura x ¢) e para o grupo XX foi
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utilizada CC com especificacdes de 62,0 x 2,6 cm (altura x ¢). Foram recolhidas 11,
12 e 33 subfragbes respectivamente, com aproximadamente 30 mL cada. Estas foram
reunidas em grupos de fragbes, apds comparacao por CCDA de acordo com 0s seus
respectivos Rfs (TABELA 2).

TABELA 2 — FRACIONAMENTO DAS SUBFRACOES XVIII (Bo-D_18), XIX (Bo-
D_19) E XX (Bo-D_20) OBTIDAS DA FRACAO DICLOROMETANO

~ . Massa Subst.
Grupos FracOes Caodigos (M) Identificadas
1-2 Bo-D _18/1 28,0 Bo-4+Bo-6
3 Bo-D_18/2 7,5 Bo-8
Bo-9+Bo-10+Bo-
XVIII 4 Bo-D_18/3 17.9 11+Bo12
5 Bo-D_18/4 8,6 Bo-4+Bo-6+Bo-12
6-9 Bo-D_18/5 72,9 Bo-4+Bo-13
10-11 Bo-D 18/6 1,8 NI
1-2 Bo-D_19/1 12,2 NI
3 Bo-D_19/2 57,7 NI
4 Bo-D_19/3 90,5 NI
IX 5-6 Bo-D_19/4 29,4 Bo-4+B0-9+Bo-12
7 Bo-D_19/5 10,6 Bo-6
8 Bo-D_19/6 4,6 Bo-6+Bo-14
9-12 Bo-D 19/7 5,7 NI
1-2 Bo-D_20/1 65,9 NI
3 Bo-D_20/2 145,6 NI
4 Bo-D_20/3 600,3 NI
5 Bo-D_20/4 879,3 NI
XX 6 Bo-D_20/5 303,4 Bo-15
7 Bo-D_20/6 2129 Bo-15
8 Bo-D_20/7 64,5 Bo-15
9-13 Bo-D_20/8 100,2 NI
14 - 33 Bo-D 20/9 10,0 NI

FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: NI - ndo identificado.

4.3.1.2 Fracionamento dos constituintes da fragédo acetato de etila (Bo-
Ae)

Parte da fracdo Bo-Ae (3,4 g) foi submetida ao fracionamento através de
cromatografia por exclusdo, utilizando fase estacionaria Sephadex LH-20
(CC, altura x ¢ = 62,0 x 2,6 cm) e fase movel MeOH 100%. Obtiveram-se 34 fracbes

de 30 mL cada. Estas foram analisadas por CCDA e reunidas em 10 grupos de fracdes
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(I = X), apés comparacdo por CCDA de acordo com o0s seus respectivos Rfs
(TABELA 3).

TABELA 3 — FRACIONAMENTO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO ACETATO DE ETILA (Bo-Ae)

Grupos FracOes Caddigos Massa (mg) Subst. Identificadas
I 1-6 Bo-Ae_1 87,4 NI
I 7-9 Bo-Ae_2 681,2 NI
Il 10 Bo-Ae_ 3 362,8 Bo-15
\Y 11-12 Bo-Ae_4 263,9 Bo-15
\% 13-14 Bo-Ae_5 110,7 Bo-12+ Bo-15+Bo0-16
VI 15-16 Bo-Ae_6 301,7 NI
VI 17-18 Bo-Ae_7 467,2 NI
VI 19-21 Bo-Ae_8 247,8 Bo-17
IX 22 -25 Bo-Ae_ 9 106,2 NI
X 26 -34 Bo-Ae_10 19,2 Bo-19

FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: NI - ndo identificado.

43.1.3 Fracionamento dos constituintes da fracdo remanescente
aquosa (Bo-Aq)

Parte da fracdo Bo-Aq (5,1 g) foi submetida ao fracionamento através de
cromatografia por exclusdo, utilizando fase estaciondria Sephadex LH-20
(CC, alturax ¢ = 62,0 x 2,6 cm) e fase movel MeOH:H20, na proporcao inicial de
70:30 (v/v) até H20 100%. Obtiveram-se 32 fracbes de 20 mL cada. Estas foram
analisadas por CCDA e reunidas em nove grupos de fracdes (I — I1X), apdés comparacéo

de acordo com os seus respectivos Rfs (TABELA 4).

TABELA 4 — FRACIONAMENTO DOS CONSTITUINTES DA FRACAO AQUOSA (Bo-Aq)

~ Ly Subst.
Grupos Fracoes Codigos Massa (mg) Identificadas
I 1-2 Bo-Aq_1 36,5 NI
I 3 Bo-Aq_2 122,2 NI
i 4-6 Bo-Ag_3 1826,2 Glicose
v 7-14 Bo-Ag_4 1668,5 Glicose
Vv 15 Bo-Aq_5 24,0 NI
Vi 16 - 18 Bo-Aq_6 56,6 Bo-15
VI 19-25 Bo-Aq_7 65,8 Bo-15+B0-16
VIl 26 — 28 Bo-Aqg_8 8,7 NI
Bo-15+Bo-
IX 29 - 32 Bo-Aq_9 33,5 164B0-17

FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: NI - ndo identificado.
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4.3.2 DETERMINAGAO ESTRUTURAL

4.3.2.1 Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

A elucidacao estrutural foi realizada por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) com o auxilio dos espectros de RMN de !H, além dos
mapas de correlagao HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Correlation) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) para determinacéo
dos valores de 13C. Os espectros de RMN foram registrados no equipamento Brucker
600 MHz, operando a 14,1 Tesla (T). Os experimentos foram realizados no centro de
RMN da Universidade Federal do Parand (UFPR) sob responsabilidade do
Prof. Dr. Andersson Barison.

Utilizou-se aproximadamente 15 a 20 mg das amostras, solubilizadas em
600 L de solventes como cloroférmio deuterado (CDCls), metanol deuterado
(CD3OD-ds) e misturas destes, agua deuterada (D20) e dimetilsulféxido deuterado
(DMSO-de) da marca Cambridge Isotope Laboratories. A selecdo dos solventes foi de
acordo com a solubilidade apresentada pelas substancias. O tetrametilsilano (TMS)
foi usado como padréo de referéncia interna (6 = 0 ppm); os deslocamentos quimicos
foram expressos em ppm (8) 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 utlizado para simular as multiplicidades dos

acoplamentos.

4.3.2.2 Espectrometria de Massas (EM)

Os experimentos de ESI-EM e ESI-EM/EM foram conduzidos em um
espectrometro de massas do tipo triploquadrupolo (QgQ) Waters Xevo TQD de baixa
resolucdo acoplado a um cromatégrafo de ultra performance Acquity UPLC H-Class
System equipaqdo com uma fonte de ionizac&o por electrospray (ESI) operando nos
modos positivo e negativo. As amostras foram diluidas em uma mistura de solventes
de metanol:H20 (90:10 v/v) e injetadas (10 pL) na concentragdo de 100 a 500 ng.mL" 1.

Os parametros de analise foram ajustados manualmente no equipamento
para estabilizacdo do sinal e melhor ionizagdo das substancias. A voltagem do capilar

foi ajustada em 3.000 V para os modos positivo e negativo, e temperatura da fonte



58

ajustada em 150 °C. O nitrogénio foi utilizado como gas de nebulizagdo com fluxo de
300 L.h'! e a pressdo do gas de interface foi 50 L.h™t. O tempo de aquisicdo dos
espectros de massas (scan time) foi de um espectro por segundo, adquiridos com uma
janela de massas de 100 a 1000 Da, durante dois minutos.

Os espectros de massas adquiridos foram tratados no software Waters
MassLynx® 4.1.

Os experimentos de infusdo direta por espectrometria de massas de alta
resolucao foram conduzidos em um espectrémetro de massas do tipo qTOF Bruker
Daltonics micrOTOF-Q Il equipado com uma fonte de ionizac&o por electrospray (ESI).
A fonte de ionizacéo foi operada nos modos positivo e negativo utilizando-se, como
solvente de diluicdo acetonitrila:H20 (70:30 v/v). A bomba seringa operou em
velocidade de 4 pL.mint e a concentracdo das amostras utilizada para analise foi de
100 a 500 ng.mL.

Os parametros de analise foram ajustados manualmente no equipamento
para estabilizacdo do sinal e melhor ionizacdo das substancias. A voltagem do capilar
foi ajustada em 5.000 V para o modo positivo e 4.500 V para o modo negativo, com a
temperatura da fonte ajustada em 180 °C. O nitrogénio foi utilizado como gas de
nebulizacdo: 5 L.min' e gas de interface: 0,4 BAR. O tempo de aquisicdo dos
espectros de massas (scan time) foi de 4 espectros por segundo, adquiridos com uma
janela de massas de 100 a 1000 Da, durante 5 minutos. Os espectros de massas

adquiridos foram tratados no software Bruker Daltonics DataAnalysis 4.1®

4.4 OBTENCAO E ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DE B. aracatubaensis E

B. organensis

As inflorescéncias de B. aracatubaensis e B. organensis dos individuos
masculinos e femininos (Ba-OM, Ba-OF, Bo-OM e Bo-OF, respectivamente) foram
mantidas a temperatura ambiente e protegidas da luz solar por 48 horas. Em seguida,
foram submetidas ao processo de hidrodestilagdo para extracdo do 6leo essencial,
durante 4 horas, em um sistema Clevenger modificado. O material vegetal, descrito
na TABELA 5, foi imerso em agua sob aquecimento até a temperatura de 100 °C. O
6leo obtido foi recuperado do sistema Clevenger em éter etilico e seco em sulfato de

sédio anidro. Em seguida, o 6leo recuperado foi transferido para tubos vial, e o éter
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etilico foi removido com gas nitrogénio. Os 6leos foram mantidos a 4 °C, selados em
frascos vial até o uso.

A analise dos Oleos essenciais de inflorescéncias de B. aracatubaensis
individuo feminino (Ba-OF) e masculino (Ba-OM) e B. organensis individuo feminino
(Bo-OF) e masculino (Bo-OM) foram realizadas em um cromatografo a gas acoplado
a um espectrometro de massas Varian Saturn 2000 CG-EM, com ionizagao por
impacto eletrénico (IE), 70 eV. O cromatégrafo foi equipado com uma coluna ZB-5MS
Phenomenex Zebron (30 m x 0,25 mm, 0,25 mm) As condi¢cfes de analise foram:
concentracdo da amostra 1:100 (uL) em CH2Cl2; volume de inje¢do de 1,0 pL;
temperatura do injetor 240 °C. A temperatura do forno foi programada de
40 °C / 4 min., seguida de aumento com 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
cromatografica; split 1:30. Os indices de retencdo foram obtidos com uma solucéo
padrdo de n-alcanos (Cs-C1s). A porcentagem da area do pico foi calculada usando o

software GC-MS Solution software (Shimadzu).

TABELA 5 — OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FLORES DE B. aracatubaensis E B.

organensis
. Ly Massa (g) — Rendimento
Individuo Codigo material vegetal (%)
B. aracatubaensis - 100,2
Masculina Ba-OM 100,6 0,2
100,4
B. aracatubaensis - 150,5
Feminina Ba-OF 150,6 0,1
150,3
. . 40,3
B. organensis - Masculina Bo-OM 421 0,1
. . 136,0
B. organensis - Feminina Bo-OF 135.9 0,1

FONTE: O autor (2016).

Os componentes dos Oleos essenciais foram identificados por comparacao
dos indices de retencdo (IR) e espectros de massas (EM) com a literatura de
Adams (2007) e a biblioteca NIST.
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4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

451 Ensaios de atividade antioxidante

Para o monitoramento e avaliagdo da atividade antioxidante dos O6leos
essenciais, extratos e fracées dos individuos de B. aracatubaensis e B. organensis
foram utilizados os ensaios ORACF. e DPPH. Estes testes foram realizados no
Instituto de Biologia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), em
colaboragédo com o Prof. Dr. Marcos José Salvador.

4511 Ensaio para avaliacdo da reducgéo do radical DPPH

O 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) é uma molécula contendo um radical
livre, com faixa de absorcao entre 515 a 528 nm. Esta molécula perde sua absor¢ao
guando recebe um elétron, resultando na mudanca de coloracdo de puarpura para
amarelo. E um método simples e rapido, que possibilita a analise de inimeras
amostras, sendo largamente utilizado para analises preliminares da atividade
antioxidante em compostos, extratos e fragdes provenientes de vegetais.

Para o ensaio de avaliacdo da reducdo do radical DPPH foram utilizados
5,0 mg das amostras (Ba-F, Ba-Ae, Bo-F, Bo-D e Bo-Ae) dissolvidas em 1 mL de
etanol, obtendo-se uma solucao estoque. A partir desta, realizaram-se varias diluicdes
subsequentes (de 6,25 a 200 ug.mL?). Uma placa de 96 pocos foi preparada
adicionando-se 10 pyL da amostra, 100 uL de tampéo acetato, 100 uL de etanol e 50 uL
de solucdo de DPPH (10 mg.mL™1). Decorridos 30 min, a absorbancia foi medida em
um espectrofotdmetro a 517 nm e a porcentagem de atividade antirradical calculada.
Para o controle positivo, utilizou-se o flavonoide quercetina (de 6,25 a 200 yg.mL?) e
para o controle negativo, 100 yuL de tampao acetato, 110 yL de etanol e 50 uL de
solucdo de DPPH (10 mg.mL?). Os valores de absorbancia em todas as
concentracdes testadas foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante
(%AA), através da seguinte equacéo: (SOUSA et al., 2007).
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{[Absamostra - (Abscontrole - Absbranco)]xloo}

0%AA =
Abscontrale

sendo:

%AA = porcentagem de atividade antioxidante

Absamostra = absorbancia da mistura reacional mais DPPH adicionado a
amostra

Abscontrole = @absorbancia inicial da solugéo etandlica de DPPH

AbSpranco = branco

Assim, a concentragdo capaz de reduzir o radical em 50% foi calculada,
utilizando o programa Origin 8.0.

As amostras de 0Oleo essencial de B. aracatubaensis (Ba-OF, Ba-OM) e B.
organensis (Bo-OF e Bo-OM) foram avaliadas, qualitativamente, quanto a sua
capacidade de sequestro do radical livre 2,2’-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), por
cromatografia em camada delgada (CCD). Para este experimento foram aplicados
10 uL de cada solucdo das amostras (1 mg.mL?) e da substancia de referéncia
(quercetina) dissolvida em metanol sobre a cromatoplaca. Apds a evaporagdo do
solvente a placa foi nebulizada com a solugcéo de DPPH. Decorridos trinta segundos
foi realizada a leitura da placa, em que halos amarelados sobre fundo de coloragéo

purpura, foram considerados positivos.

451.2 Ensaio ORACFL

A capacidade antioxidante dos extratos e fracbes foram mensuradas
utilizando um segundo teste in vitro, conhecido como Oxygen Radical Absorbance
Capacity (ORACkFL). A fluoresceina e o dicloridrato de 2,2’-Azobis(2-
amidiopropano) (AAPH) foram utilizados como fluorescente e fonte de radicais livres,
respectivamente. Foram preparadas solugbes estoques dos extratos e
fracGes (50 mg.mL?) em tampdo fosfato:DMSO pH 7,0 (99:1), e diluidas 100, 500,
1000, 5000 e 10000 vezes com tampéao fosfato. A solucdo de fluoresceina em tampéao

fosfato (0,3 uL.mL"?') foi preparada somente no momento do uso. Os experimentos
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foram realizados em placa de microdiluicdo com 96 poc¢os conforme descrito por Prior
e colaboradores (2003), com modificagdes.

Para o preparo da placa foram adicionados 50 pL das amostras para obtencéo
as respectivas concentragées: 1,25; 2,5; 12,5; 25; 125 pg.mLt, 100 uL de solucédo de
fluoresceina, e 50 uL da solucdo de AAPH em tampéo fosfato (81,8 mg.mL™?). Para
obtencéo da curva de calibragdo adicionou-se 50 pL da solucdo de Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), um analogo da vitamina E utilizado
como substancia padréo, nas concentracées de 3,125; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0 pg.mL™,
em substituicdo as amostras e 50 uL de tampéo fosfato como branco.

A leitura foi realizada utilizando-se filtro fluorescente (excitacdo a 485 nm e
emissdo a 528 nm) em leitor de microplaca (Synergy-2), monitorando a cinética de
reacao a cada 2 min por um periodo de 70 min (temperatura a 37 °C). Os resultados
foram expressos como pmol de Trolox equivalente (TE) por grama de extrato ou fragao

em base seca (umol de TE.g™).

452 Ensaio antimicrobiano

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratorio de Controle de
Qualidade Il — Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana (UFPR)
em colaborac&o com o Prof. Dr. Fabio Seigi Murakami.

Para realizacdo dos ensaios foram utilizadas as cepas padrdo da American
Type Culture Collection (ATCC), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia
coli (ATCC 8738), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Candida albicans (ATCC
10231).

Os micro-organismos liofilizados, submetidos aos ensaios antibacterianos,
foram previamente colocados em tubos estéreis contendo caldo triptona de soja (TSB)
e incubados por 24 h a 35 °C + 0,5 °C, para revitalizacao das células. Decorrido este
periodo de incubacao, foi realizada cultura por esgotamento em agar triptona de
soja (TSA) para bactérias e em agar sabouraud para levedura. As placas foram
incubadas a 35 °C e 25 °C, respectivamente, pelo periodo entre 20 a 23 horas. A partir
do crescimento em agar foram realizadas as suspensfes de cada micro-organismo,
transferindo-se uma coldénia ou metade de uma coldnia isolada para solucéo

salina 0,9%. Em seguida, as suspensdes foram padronizadas através da comparacao
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visual da turbidez com tubo equivalente a escala 0,5 de Mc Farland, para obtencéo de
uma cultura com, aproximadamente, 1,0x108 UFC (unidades formadoras de col6nias)
por mililitro.

Os testes foram realizados pela técnica de diluicdo em microplacas, de 96
pocos dispostos em doze colunas (1 — 12) e oito linhas (A — H), de acordo com a
metodologia descrita por Veiga (2016). As anélises foram realizadas em capela de
fluxo laminar, utilizando-se uma microplaca para cada micro-organismo. Para
realizacdo dos ensaios em todos os pocos foram adicionados 100 yL do caldo
especifico para cada micro-organismo (caldo Mueller Hinton para bactérias e caldo
Sabouraud para leveduras). No primeiro poc¢o de cada coluna (exceto nas colunas 11
e 12 reservadas para os controles positivo, negativo e branco) foram adicionados
100 yL das amostras a serem testadas, nas concentragdes iniciais descritas na
TABELA 6. Em seguida, apds homogeneiza¢éo, com auxilio de uma micropipetadora
multicanal, uma aliquota de 100 uL do conteudo de cada poco foi transferida para os
pocinhos subsequentes das colunas obtendo-se, assim, diluicdes seriadas de 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256. ApoOs a diluicdo foram adicionados 10 uL da
suspensao de micro-organismos em cada poc¢o. Os controles consistiram em 100 uL
de caldo, 100 uL da solugao diluente das amostras e 10 yL de solucéo salina 0,9%
(controle negativo); 100 uL de caldo + 100 uL de solugao antimicrobiano (cloranfenicol
100 pyg.mL? para bactérias e cetoconazol 250 ug.mL* para levedura) e 10 yL da
suspensao de micro-organismos (controle positivo); 100 yL de caldo, 100 pL da

amostra testada e 10 pL de solugéo salina 0,9% (branco).
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TABELA 6 — CONCENTRAGCAO DAS AMOSTRAS E DILUENTES UTILIZADOS PARA OS ENSAIOS
ANTIMICROBIANOS

Espécie Amostra Concentra}?ao Diluente
(mg.mL™)
Ba-OM 10,0 H20:DMSO (95:5 v/v)
Ba-OF 10,0 H20:DMSO (95:5 v/v)
H20:MeOH:DMSO
Baccharis Ba-M 64,0 (75:20:5 vIVIv)
aracatubaensis H20:MeOH:DMSO
Ba-F 8.8 (75:20:5 vIVIv)
Ba-Ae 9,0 H20
Ba-Aq 52,9 H20
Bo-OM 10,0 H20:DMSO (95:5 v/v)
Bo-OF 10,0 H20:DMSO (95:5 v/v)
H20:MeOH:DMSO
Bo-M 575 (75:20:5 VIVIv)
Baccharis H20:MeOH:DMSO
organensis Bo-F 64,0 (75:20:5 viviv)
H20:MeOH:DMSO
Bo-D 20,9 (75:20:5 vIVIv)
Bo-Ae 46,9 H20
Bo-Aq 52,9 H20

FONTE: O autor (2016).

As microplacas foram incubadas a 35 °C por 22 horas. Decorrido esse
intervalo de tempo, adicionou-se em cada poc¢o 20 pL da solugao de TTC (cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazdlio) a 0,125%, e as microplacas foram novamente incubadas por
mais duas horas. Durante este periodo os po¢os em que houve atividade dos extratos
ou fracdes permanecem incolores, enquanto 0Ss pog¢os nos quais houve crescimento
microbiano coram de tom réseo a vermelho. (DUARTE et al., 2005). O TTC € um
indicador de oxirreducao utilizado para diferenciar tecidos metabolicamente ativos
daqueles ndo ativos, principalmente viabilidade celular. O mecanismo baseia-se na
reducdo enziméatica do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (incolor) em 1,3,5-
trifenilformazan (cor avermelhada), em tecidos vivos devido a atividade de varias
desidrogenases, enzimas importantes na oxidacdo de compostos organicos e no
metabolismo celular.(GABRIELSON et al., 2002).

De acordo com a leitura visual das microplacas apos adicdo do TTC
determinou-se a concentragao inibitéria minima (CIM), ou a ultima concentracdo na
qual ndo houve desenvolvimento de coloragdo résea para cada um dos

microrganismos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DOS EXTRATOS BRUTOS DOS INDIVIDUOS MASCULINOS E
FEMININOS DE B. aracatubaensis E B. organensis POR RMN DE 'H

A partir dos extratos brutos, obtidos por maceragdo do material botanico
(folhas) até esgotamento total utilizando EtOH 90% como liquido extrator, foi possivel
analisar e comparar o perfil quimico dos individuos masculinos e femininos de cada
espécie. A escolha do EtOH 90% como solvente extrator foi a baixa toxicidade, baixo
risco ambiental e elevada polaridade, o que o0 torna capaz de extrair uma grande
variedade de metabolitos secundarios.

Para analise e comparacdo quimica entre os individuos masculinos e
femininos de B. aracatubaensis (Ba-M e Ba-F) e B. organensis (Bo-M e Bo-F) foram
realizados os experimentos de RMN de 'H dos extratos brutos. Os experimentos foram
realizados com 20 mg de cada amostra e, conforme pode ser observado nas
FIGURAS 9 e 11 e nas ampliacdes de regides especificas, como a regido de sinais
de hidrogénios arométicos (8,0-6,0 ppm) (FIGURAS 10 e 12), foi possivel observar
uma alta similaridade nos sinais entre os individuos masculinos e femininos. A
comparagdo visual dos espectros de RMN de !H ndo evidenciou diferengas
significativas na composicdo quimica entre estes individuos. Entretanto, devido as
coletas dos exemplares terem acontecido no periodo de floracdo das espécies, optou-
se por dar continuidade aos trabalhos com os individuos femininos de ambas as

espécies.
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FIGURA 9 — ANALISE DO PERFIL QUIMICO POR RMN DE H (600 MHz, CDsOD) DOS EXTRATOS
BRUTOS DAS FOLHAS DE B. aracatubaensis MASCULINA (Ba-M) E B. aracatubaensis
FEMININA (Ba-F)

Ba-M

T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 ppm

Ba-F

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 ppm

FONTE: O autor (2016).

FIGURA 10 — AMPLIACAO DA REGIAO ESPECTRAL DE 8,0-6,0 PPM OBTIDA DO EXPERIMENTO
DE RMN DE *H DA FIGURA 9
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FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 11 — ANALISE DO PERFIL QUIMICO POR RMN DE H (600 MHz, CDsOD) DOS EXTRATOS
BRUTOS DAS FOLHAS DE B. organensis MASCULINA (Bo-M) E B. organensis
FEMININA (Bo-F)

Bo-M

T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Bo-F

FONTE: O autor (2016).

FIGURA 12 — AMPLIACAO DA REGIAO ESPECTRAL DE 8,0-6,0 PPM OBTIDA DO EXPERIMENTO
DE RMN DE 'H DA FIGURA 11

Bo-M
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FONTE: O autor (2016).
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Ainda buscando comprovar a existéncia de diferencas na constituicdo quimica
de individuos masculinos e femininos, Oliveira e colaboradores submeteram os
extratos brutos de B. burchellii e B. crispa a testes de quimiluminescéncia do luminol,
DPPH colorimétrico e ABTS (acido 2, 2-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico)
para avaliacdo da atividade antirradicalar. Foi observado que existem diferengas na
constituicdo quimica entre os individuos masculinos e femininos de ambas as
espécies. (OLIVEIRA et al., 2014).

As espécies deste estudo fazem parte do grupo de plantas dioicas, que tém
como caracteristica a presenca de flores estaminadas (individuos masculinos) e
pistiladas (individuos femininos), separadamente, ao longo de seu ciclo reprodutivo.
(BAWA, 1980). A necessidade de recursos e nutrientes difere entre plantas
masculinas e femininas. Para reproducédo, os individuos masculinos limitam-se a
investir recursos apenas na floragdo, enquanto os individuos femininos necessitam
além das flores, as sementes e frutos que sdo mais complexos para produzir. Portanto,
0s custos de reproducdo sdo geralmente maiores para as plantas femininas em
comparacao com as plantas masculinas, que investem mais recursos no crescimento
e menos em reproducdo. (OBESO, 1997; SCHMIDT, 2008; VARGA; KYTOVIITA,
2011). Além disso, os individuos femininos produzem mais metabdlitos secundarios
defensivos, 0 que 0s protege contra o ataque de insetos, garantindo a perpetuacédo da
espécie. (ARAUJO et al., 2003; CARNEIRO et al., 2006).

Entretanto, estudos realizados para avaliar o teor de taninos, em individuos
de B. dracunculifolia, e o teor de flavonoides totais expressos em quercetina, em
individuos de B. genistelloides subsp. crispa, ndo foi observado diferencas nestas
plantas dioicas. (ESPIRITO-SANTO et al., 1999; SOUSA et al., 2014).

5.2 ANALISE DO PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS BRUTOS DOS
INDIVIDUOS MASCULINOS E FEMININOS DE B. aracatubaensis E B.
organensis POR DIMS (ESI/EM)

Na analise de fingerprint ou “impressao digital” quimica, utilizando a técnica
DIMS (ESI/EM), é possivel avaliar de forma rapida um grande e diferenciado nimero
de metabdlitos, além de ser possivel a analise de diversos tipos de matrizes
bioldgicas, sejam estas de natureza humana, mineral ou vegetal. (DETTMER et al.,

2007). Em geral, andlises por infusdo direta utilizam como fonte de ionizacdo a
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electrospray (ESI-EM), conhecida por analisar matrizes de diversas complexidades,
tais como os extratos de origem natural (FUNARI et al., 2013), além disso essa técnica
de ionizacao permite a inducdo da producéo de ions a pressao atmosférica, sem a
necessidade de vacuo. (FENN et al., 1989).

Apesar de os extratos vegetais serem misturas organicas complexas, a ESI é
capaz de produzir espectros de massas mais simples para moléculas de baixo peso
molecular (<1.000 Da) e que apresentam sitios acidos ou basicos, pois a ionizacéo é
obtida pela protonacdo (M + H)* ou deprotonacdo (M - H) destas. Uma analise
estrutural mais detalhada da composi¢cdo quimica dos extratos pode ser obtida por
comparacdo de amostras auténticas ou por espectrometria de massas
sequencial. (MOLLER et al., 2007; CABRAL et al., 2013).

Os extratos brutos Ba-M e Ba-F (FIGURA 13) e Bo-M e Bo-F (FIGURA 14)
foram analisados por ESI-EM, no modo negativo de ionizacdo, no qual foi possivel a
comparacgdo dos perfis quimicos entre os individuos masculinos e femininos de
B. aracatubaensis e B. organensis.

Analisando os espectros de massas dos individuos masculinos e femininos das
espécies (FIGURA 13 e FIGURA 14) foi observado uma alta similaridade quimica,
sendo possivel verificar a presenca de varios ions da classe dos compostos fenélicos.

De acordo com reviséo elaborada por Campos e colaboradores, este género
apresenta em sua constituicdo quimica inameros flavonoides e acidos fendlicos. Estas
classes de metabdlitos secundarios exercem diversas funcdes bioldgicas, entre elas
sdo descritas as atividades antimicrobiana, anti-inflamatéria, antileishmania,
antitumoral, tripanocida, entre outras. (CAMPOS et al., 2016).

Os dados observados na espectrometria de massas corroboram com os dados
observados nos experimentos de RMN de 'H quanto a semelhanca quimica dos
extratos brutos de individuos masculinos e femininos de ambas as espécies. Neste
sentido, para uma melhor diferenciacéo entre os individuos masculinos e femininos

seriam necessarios experimentos utilizando analises multivariadas.
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FIGURA 13- EXPERIMENTO DE VARREDURA NO MODO NEGATIVO DE IONIZAGAO DOS
EXTRATOS BRUTOS DAS FOLHAS DE B. aracatubaensis MASCULINA (Ba-M) E B.

aracatubaensis FEMININA (Ba-F) (ACN:Hz20 70:30 V/V)
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FONTE: O autor (2016).

FIGURA 14 — EXPERIMENTO DE VARREDURA NO MODO NEGATIVO DE IONIZACAO DOS
EXTRATOS BRUTOS DAS FOLHAS DE B. organensis MASCULINA (Bo-M) E B.
organensis FEMININA (Bo-F) (ACN:Hz20 70:30 V/V)
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5.3 ANALISE DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE B. organensis

5.3.1 Determinacéo estrutural de Bo-1

A fracdo Bo-D_8 (TABELA 1, pg. 54) foi analisada por RMN uni e
bidimensional, sendo possivel identificar em mistura as substancias Bo-1 e Bo-2.
Estas substancias também foram identificadas na fracdo Bo-D_9 (TABELA 1). O
conjunto de dados obtidos mediante os espectros de RMN de 'H da fracdo Bo-D_8
estd descrito na TABELA 7. Os sinais observados no espectro de RMN de 'H
(ESPECTRO 1) revelaram a presenca de um simpleto, na regidao espectral de
hidrogénios aromaticos, em &+ 6,73 (2H; s) com integragdo para dois hidrogénios
indicando a presenca de um anel aromatico 1,3,4,5-tetrassubstituido. Além destes
sinais foram observados também um duplo dupleto em 61 6,61 (1H, d, J=15,7 e
1,5 Hz) e um duplo tripleto em &n 6,27 (1H, dt, J = 15,7 e 6,4 Hz), tipico de hidrogénios
olefinicos com configuracao trans, sugerindo a ocorréncia de um derivado de acido
cindmico. O espectro exibiu ainda um duplo dupleto em &1 4,71 (2H; dd; J=6,4 e
1,5 Hz; H-9), caracteristico de hidrogénios metilénicos, e um simpleto em 6+ 2,07 (3H;
S), com integracao para trés hidrogénios que é atribuido a metila de um grupamento
acetila. Além disso, os sinais adicionais em 6+ 3,84 (6H; s) e 61 3,76 (3H; s) na forma
de dois simpletos, foram atribuidos a trés metoxilas, ligadas aos carbonos C-3, C-4 e
C-5 do anel aromético.

As atribuicbes dos valores de '°C foram realizadas com o auxilio dos
experimentos de correlagao heteronuclear HSQC (FIGURA 16) e HMBC (FIGURA 17),
no qual foi possivel evidenciar a presenca de 14 atomos de carbono incluindo uma
carbonila de éster (6c 172,6), dois carbonos aromaticos (6c 105,8), um carbono
aromatico ndo hidrogenado (6c 133,8), trés carbonos aroméaticos oxigenados (6c 154,8
e 189,3), dois carbonos olefinicos (6c 124,1 e 135,2), um carbono oxigenado sp3
(6c 66,1), um carbono de grupo metila (6c 20,9) e trés carbonos de grupos metoxila
(6c 56,8, 56,8 e 61,1).

As correlacbes a mais de uma ligacdo, entre hidrogénio e carbono,
observadas no mapa de correlacdo HMBC (FIGURA 17) permitiram estabelecer a
conectividade das ligagbes na estrutura. Os hidrogénios aromaticos H-2 e H-6
(6H 6,73) mostraram correlacdo com os carbonos C-1 (6¢c 133,8), C-3 e C-5 (6c 154,8)
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e C-4 (6c 139,3) do anel aromatico, além do C-7 (6c 135,2) da dupla ligacdo em
configuracéo trans; o hidrogénio olefinico H-7 (61 6,61) apresentou correlacdo com 0s
carbonos C-1 (6c 133,8) e C-9 (dc 66,1); e os hidrogénios metilénicos H-9a e H-9b
(61 4,71) mostraram correlacdo com os carbonos C-7 (6c 135,2), C-8 (6c 124,1) e C-
10 (6c 172,6).

Na analise do experimento de varredura, obtido no modo positivo de
ionizacao, foi possivel observar a presenca do ion protonado de m/z 267,3 [M + H]*.
O experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 2) deste ion, originou através de perdas
consecutivas 0s seguintes ions fragmentos de: m/z 207,2 referente a perda da
unidade C2H4O2; m/z 176,2 referente a perda de uma metoxila; m/z 99,1 referente a
perda de duas metoxilas e uma metila.

Considerando os dados publicados na literatura (EHRET; MAUPETIT, 1982;
MOHAMMAD et al., 1985), a andlise dos dados espectroscépicos de RMN 1D e 2D, e
a analise dos dados de espectrometria de massas o composto Bo-1 (C14H1s80s) foi
elucidado como sendo o acetato de 3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-al
(FIGURA 15).

FIGURA 15 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-1 (3-(3,4,5-TRIMETOXIFENIL) PROP-2-EN-1-AL)

2
HsCO R )ﬁk
8

OCH,

FONTE: O autor (2016).

TABELA 7 — DADOS DE RMN DE H, 13C E HMBC DE Bo-1 EM COMPARACAO COM A LITERATURA
(continua)

Bo-1° Acetato de (E)-3-(3,4,5-
o-1 . B X
trimetoxifenil propenal
Posicéo
Sn 6c HMBC OH oc
(mult, J em Hz) (*3C) (mult, 3 em Hz) (*C)
1 - 133,8 - - *
2 6,73 2H, s 105,8 1,3,4,6,7 6,60 2H, s *
3 154,8 - - *
4 189,3 - - *
> 154,8 - ; x
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TABELA 7 — DADOS DE RMN DE !H, 13C E HMBC DE Bo-1 EM COMPARACAO COM A LITERATURA
(conclusédo)

Bo-12 A_cetato _de (_E)-3-(3,4,5—b
Posicao trimetoxifenil propenal
B 8¢ HMBC o %
(mult, 3 em Hz) (3C) (mult, 3 em Hz) (BC)

6 6,73 2H, s 105,8 1,2,3,4,7 6,60 2H, s *

7 6,61 1H, dd, (15,7; 1,5) 135,2 2,9 6,56 1H, d, (15,0) *

8 6,27 1H, dt, (15,7; 6,4) 124,1 1,9,10 6,18 1H, dt, (15,0; 5,5) *

9 4,71 2H, dd, (6,4; 1,5) 66,1 7,8,10 4,71 2H, d *
10 - 172,6 - - *
CHs 2,07 3H, s 20,9 10 2,09 3H,s *
OCHs 3,84 6H, s 56,8 3,6 3,86 6H, s *
OCHjs 3,76 3H, s 61,1 4 3,84 3H, s *

FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: & Experimento de RMN de *H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-dg), utilizando TMS como

referéncia interna. As atribuicBes de 8¢ foram obtidas através da analise de espectros de HSQC e
HMBC. P: Dados da literatura (200 MHz, CDCIs) de acordo com EHRET e MAUPETIT, 1982. *: Dados

nao relatados.

ESPECTRO 1 — ESPECTRO DE RMN DE H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO Bo-D_8 COM OS
SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-1
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FONTE: O autor (2016).



FIGURA 16 — MAPA DE CORRELAGAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGAO Bo-D_8

ol b

MMJM

74

~IE
‘&
- Lo
. P Fa
= 2.

- = = . L
o . T Pa, e
=

(] -

- -u - :_8
a -3
b=
e
’ -
. "8
Ll - -
- -o
ra

T T T f T T T I

. 4 2 F2 [ppm]

FONTE: O autor (2016).

FIGURA 17 - MAPA DE CORRELAGCAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO Bo-D_8
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ESPECTRO 2 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (20 eV) DO iON DE m/z 267,3 DE Bo-1

TBOFD_ 8FRAG267 15(0.251) Cn (Cen,4, 80.00, Ar); Cm (2:60) Daughters of 267ES+
100+ 176.2 1.35e5
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FONTE: O autor (2016).

o

O composto 3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-al (Bo-1) ja foi identificado no
Oleo esséncial de Citrus limon (L.) Osbeck (ZIEGLER; SPITELLER, 1992) e Citrus
bergamia Risso & Poit. (EHRET; MAUPETIT, 1982). N&o ha relatos na literatura sobre

estudos de atividade bioldgica deste composto.

5.3.2 Determinacgao estrutural de Bo-2

O espectro de RMN de 'H (600 MHz, MeOD-ds) (ESPECTRO 3) do segundo
composto identificado na fracdo Bo-D_8 (TABELA 1, pg. 54) revelou a presenca de
dois dupletos em 6+ 7,18 (1H; d; J = 1,9 Hz; H-2) e 1 6,81 (1H; d; J = 8,2 Hz; H-5), e
um duplo duplo dupleto em 6+ 7,06 (1H; dd; J = 8,2; 1,9 Hz; H-6), indicando a presenca
de um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido. Também foram observados dois dupletos
em oH 6,34 (1H; d; J = 15,8 Hz; H-8) e em 61 7,60 (1H; dd; J = 15,8 Hz; H-7), tipico de
hidrogénios olefinicos com configuracdo trans, sugerindo a presenca de um derivado
de acido cindmico. O espectro exibiu ainda um simpleto integrando para trés
hidrogénios em 6+ 3,89 (3H; s; H-3), compativel com a presenca de um grupo metoxila.

As atribuicbes de 3C foram obtidas através da andlise dos mapas de
correlagdo HSQC (FIGURA 16) e HMBC (FIGURA 17), onde foi possivel evidenciar a
presenca de 10 atomos de carbono incluindo uma carbonila de acido carboxilico
(6c 169,4), trés carbonos aromaticos hidrogenados (6c 111,8; 116,7 e 124,1), um

carbono aromético ndo hidrogenado (5c 128,0), dois carbonos arométicos oxigenados
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(6c 149,6 e 150,9), dois carbonos olefinicos (6c 115,9 e 146,6) e, um grupo metoxila
(6c56,5). As correlacbes a mais de uma ligacdo entre hidrogénio e carbono
observadas no experimento de HMBC, mostraram que o grupo metoxila em &1 3,89
apresentou correla¢cdo com o carbono em o6c 149,6 (C-3); o hidrogénio aromatico H-2
(6H 7,18) mostrou correlagdo com os carbonos C-3 (dc 149,6), C-4 (6c 150,9) e C-6
(6c 124,1). Além destas, as correlacdes observadas dos hidrogénios olefinicos em
oH 7,60 e 6+ 6,34 foram com os carbonos dc 124,1 (C-6) e 6c 169,4 (C-9), e com 0
carbono 6c 128,0 (C-1), respectivamente.

A andlise do espectro de ESI-EM/EM (ESPECTRO 4), obtido a partir do ion
deprotonado de m/z 193,1 [M - H] deu origem ao ion fragmento de m/z 134,1 referente
a perda de uma metila e uma molécula de CO2. (CELIK et al., 2017).

Considerando-se a andlise dos dados espectrais de RMN uni e bidimensional,
espectrometria de massas e 0s dados descritos na literatura (PRACHAYASITTIKUL
et al., 2009) (TABELA 8) o composto Bo-2 foi elucidado como sendo o &acido trans-
ferdlico (acido 4-hidroxi-3-metoxi-trans-cinamico) (FIGURA 18). (ZUCCOLOTTO et
al., 2016, ANEXO 2).

FIGURA 18 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-2 (ACIDO trans-FERULICO)

FONTE: O autor (2016).



77

TABELA 8 — DADOS DE RMN DE *H, 13C E HMBC DE Bo-2 EM COMPARAGAO COM A LITERATURA

Bo-22 Acido trans ferulico®
Posicao On dc HMBC on dc

(mult., J em Hz) (*2C) (mult., J em Hz) (*3C)

1 - 128,0 - - 127,7

2 7,18 1H, d, (1,9) 111,8 3,4,6,7 7,18 1H, d, (1,9) 111,6

3 - 149,6 - - 151,1

4 - 150,9 - - 149,9

5 6,81 1H, d, (8,2) 116,7 1,3 6,82 1H, d, (8,3) 116,4

6 7,06 1H, dd (1,9:8,2) 124,1 2.4 7,07 1H, dd (1,9;8,3) 123,9

7 7,60 1H, d, (15,8) 146,6 2,6,9 7,59 1H, d, (15,8) 146,9

8 6,34 1H, d, (15,8) 115,9 1,9 6,31 1H, d, (15,8) 115,9

9 - 169,4 - - 171,1
OCHj3 3,89 3H, s 56,5 3 3,89 3H, s 56,4

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2; Experimento realizado de RMN de 'H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de 8¢ foram obtidas através da analise de espectros de
HSQC e HMBC; °: Dados da literatura (400 MHz, MeOD-dg) de acordo com PRACHAYASITTIKUL e
colab., 2009.

ESPECTRO 3 — ESPECTRO DE RMN DE H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGAO Bo-D_8 COM OS
SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-2
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ESPECTRO 4 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (20 eV) DO iON DE m/z 193,1 DE Bo-2

TBOFD_ 8FRAG193_0404 146 (0.982) Cn (Cen,4, 80.00, Ht); Cm (2:149) Daughters of 193ES-
100 134.1 2.37e3
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148.3

FONTE: O autor (2016).

O isdbmero trans do é&cido ferulico corresponde ao isébmero majoritario no
metabolismo vegetal (PAIVA et al., 2013), e ja foi isolado anteriormente em vérias
Baccharis. Dentre elas podemos destacar B. dracunculifolia, B. uncinella DC., B.
grisebachii Hieron.(FERESIN et al., 2003; SILVA FILHO et al., 2004; TAPIA et al.,
2004; LEMOS et al., 2007; BUFALO et al., 2009; GRECCO et al., 2010; ZALEWSKI et
al., 2011; BOCCO et al., 2016). Entretanto, para as espécies da secao Caulopterae
esse é 0 segundo relato de identificacdo deste composto, sendo o acido trans-ferdlico
identificado pela primeira vez em B. burchelli. (ZUCCOLOTTO et al., 2016). Devido a
sua capacidade em sequestrar radicais livres, 0 composto vem sendo associado a
diversas propriedades biologicas, tais como atividade antioxidante, hipoglicemiante,
anti-inflamatéria, antitrombotica, antitumoral, hepatoprotetora, neuroprotetora e
antimicrobiana. (RECHNER et al., 2001; KIM et al., 2003; SHIYI; KIN-CHOR, 2004,
PAIVA et al., 2013; CAMPOS et al., 2016; ZUCCOLOTTO et al., 2016).

5.3.3 Determinacao estrutural de Bo-3

Os sinais de ressonancia observados no espectro de RMN de 'H (600 MHz,
CDCls) (ESPECTRO 5) da fragcdo Bo-D_10 (TABELA 1, pg. 54) revelou dois simpletos,
com integracao para dois hidrogénios, em o+ 6,62 (2H; s; H-2 e H-6) e em 6+ 4,40 (2H;

s; H-7). Também foi visualizado no espectro um quarteto em o1 3,53 (2H; q; J=7,2 Hz;
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H-1"), caracteristico de hidrogénios metilénicos, um tripleto em 6n 1,21 (3H; t;
J=7,2 Hz; H-2"), caracteristico de hidrogénios metilicos e um simpleto, integrando
para seis hidrogénios em 6n 3,83 (6H; s; H-3 e H-5), caracteristico da presenca de
hidrogénios de dois grupos metoxila. As atribuices dos valores de 3C foram
realizadas com o auxilio dos experimentos de correlacdo HSQC (FIGURA 20) e
HMBC (FIGURA 21). Através destas analises observou-se a presenca de 11 atomos
de carbono, sendo, dois carbonos arométicos em &c 106,6, que correspondem aos
carbonos C-2 e C-6, um carbono aromatico ndo hidrogenado em &c 130,5 (C-1), trés
carbonos aromaticos oxigenados em dc 149,4 (C-3 e C-5) e 136,2 (C-4). Além destes,
foram identificados ainda, dois carbonos de metoxilas em dc 56,9; dois carbonos de
grupos metilénicos em 6c 74,1 e &c 66,5 (C-7 e C-1’, respectivamente), e um carbono
de grupo metila em &c 15,5 (C-2°). As correlacdes a longa distancia entre hidrogénio e
carbono foram observadas no mapa de correlagdo HMBC (FIGURA 21) e permitiram
identificar os hidrogénios aroméaticos em 6+ 6,62 (H-2 e H-6) correlacionando com os
carbonos 4c 130,5 (C-1), oc 149,4 (C-3 e C-5, respectivamente), oc 136,2 (C-4),
6c 106,6 (C-6 e C-2, respectivamente) e oc 74,1 (C-7). Além deste, os hidrogénios
metilénicos em 61 4,40 (H-7) apresentaram correlagdo com os carbonos em
8¢ 130,5 (C-1), 4c 106,6 (C-2 e C-6), éc 149,4 (C-3 e C-5), e ac 66,5 (C-1'); os
hidrogénios metilicos em 61 1,21 (H-2') mostraram correlacdo com o carbono em
3c 66,5 (C-1').

Na andlise do experimento de varredura, obtido no modo negativo de
ionizacao, observou-se a presenca do ion deprotonado de m/z 211,2 [M - H]". A partir
deste ion realizou-se o experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 6), onde foi possivel
observar perdas consecutivas com formacdo dos ions fragmentos de: m/z 167,2,
referente a perda de uma unidade CzHs; e m/z 196,3 e 152,1 referente a perda de dois
grupos metila.

Considerando-se a analise dos dados espectrais de RMN uni e bidimensional
(TABELA 9), e os dados obtidos por espectrometria de massas esta € a primeira vez
gue este composto esta sendo descrito na literatura. O composto Bo-3 foi definido

como l-etoxietil-3,5-dimetoxi-4-hidroxifenol (C11H160a4).
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FIGURA 19 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-3 (1-ETOXIETIL-3,5-DIMETOXI-4-HIDROXIFENOL)

TABELA 9 — DADOS DE RMN DE 1H, 13C E HMBC DE Bo-3

H,CO

OCHj;

FONTE: O autor (2016).

Posicéo H dc
(mult., J em Hz) (BC) HMBC
1 - 130,5 -
2 6,62 2H, s 106,6 1,3,4,6,7
3 - 149,4 -
4 - 136,2 -
5 - 149,4 -
6 6,62 2H, s 106,6 1,2,45,7
7 4,40 2H, s 74,1 12,9
8 - - -
1 3,53 2H, q, (7,2) 66,5 7,2
2 1,21 3H, t, (7,2) 15,5 9
OCHs 3,833H, s 56,9 3
OCH3 3,833H,s 56,9 5

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: & Experimento realizado de RMN de *H, HSQC e HMBC (600 MHz, CDCls), utilizando TMS
como referéncia interna. As atribuicdes de c foram obtidas através da andlise de espectros de HSQC

e HVBC.



81

ESPECTRO 5 — ESPECTRO DE RMN DE !H (600 MHZ, CDCls) DA FRAGAO Bo-D_10 COM OS

SINAIS INTEGRADOS PARA DE Bo-3
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FONTE: O autor (2016).

FIGURA 20 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, CDCls) DA FRAGAO Bo-D_10
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FIGURA 21 — MAPA DE CORRELAGAO DE HMBC (600 MHZ, CDCls) DA FRAGAO Bo-D_10
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ESPECTRO 6 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (12 eV) DO {ON DE m/z 211,2 DE Bo-3
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FONTE: O autor (2016).

5.3.4 Determinagao estrutural de Bo-4

A fracdo BoD_12 (TABELA 1, pg. 54) foi analisada por RMN de 'H (600 MHz,
MeOD-ds), sendo possivel identificar em mistura as substancias Bo-4 e Bo-5.

Pela andlise do espectro de RMN de 'H (ESPECTRO 7) foi observada a
presenca de um simpleto em &+ 9,75 (1H, s) caracteristico de um grupamento aldeido.
Além deste sinal, foi observado na regido de hidrogénios aromaticos um simpleto em

on 7,23 (2H, s). O espectro exibiu ainda, outro simpleto em on 3,92 (6H, s), com
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integracao para seis hidrogénios, caracterizando a presenca de dois grupos metoxila.
As atribuigbes dos dc foram definidas com base na analise dos mapas de correlagéo
HSQC (FIGURA 23) e HMBC (FIGURA 24), onde foi possivel evidenciar a presenca
da carbonila do aldeido em &c 192,4 (C-7), além de trés carbonos oxigenados em
oc 149,4, 143,2 e 149,4 (C-3, C-4 e C-5, respectivamente). Ainda analisando os mapas
de correlacdo observou-se a presenca de dois carbonos aromaticos em 6c 107,5 (C-2
e C-6) e dois carbonos de grupos metoxila em &c 53,7. Através da analise do mapa de
correlagdo a longa distancia (HMBC) foi possivel caracterizar a conectividade das
ligacdes na estrutura. Os hidrogénios aromaticos em 6+ 7,23 (H-2 e H-5) mostraram
correlagcdo com os carbonos em dc 149,4 (C-3), dc 143,2 (C-4) do anel aromético, além
de &c 192,4 (C-7) da carbonila do aldeido; o hidrogénio 61 9,75 mostrou correlagcéo
com os carbonos em &c 128,7 (C-1) e 6c 107,5 (C-2 e C-5). Observou-se ainda, a
correlacdo dos hidrogénios em oH 3,92 dos grupos metoxila, com os carbonos
oxigenados do anel aromatico em &c 149,4 (C-3 e C-5).

A andlise do experimento de varredura, obtido no modo negativo de ionizagao,
revelou a presenca do ion deprotonado de m/z 181,2 [M - H]. Este ion deprotonado
foi submetido ao experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 8), onde, através de
perdas consecutivas, foram gerados os ions fragmentos de m/z 166,1 e 151,1,
referentes a perda de dois grupos metila, e o ion de m/z 123,1 referente a perda do
grupo aldeido. (MENA et al., 2012).

A interpretacdo dos dados espectroscépicos de RMN 1D e 2D (TABELA 10),
espectrometria de massas de Bo-4 e a comparacdo com dados disponiveis na
literatura (KIM et al., 2003) conduziram a estrutura do siringaldeido (4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldeido) (FIGURA 22).

Este composto foi identificado também nas fracbes Bo-D_11, Bo-D_ 13, Bo-
D 14, Bo-D_15, Bo-D_16 (TABELA 1, pg. 54), Bo-D-18/1, Bo-D-18/4, Bo-D_18/5 e
Bo-D-19/4 (TABELA 2, pg. 55).
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FIGURA 22 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-4 (SIRINGALDEIDO)

HsCO

FONTE: O autor (2016).

TABELA 10 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-4 EM COMPARAGCAO COM A

LITERATURA
Bo-42 Siringaldeido®
Posicao OH dc HMBC SH 8¢

(mult., J em Hz) (12C) (mult., J em Hz) (12C)

1 - 128,7 - - 129,0

2 7,23 1H, s 107,5 3,5,6,7 7,21 1H, s 107,7

3 - 149,4 - - 148,9

4 - 143,2 - - 1429

5 - 149,4 - - 148,9

6 7,23 1H, s 107,5 2,3,4,7 7,21 1H, s 107,7

7 9,75 1H, s 192,4 12,5 9,81 1H, s 191,1
OCHjs 3,92 3H,s 57,0 3 3,90 3H, s 56,6
OCHjs 3,92 3H, s 57,0 5 3,90 3H, s 56,6

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2; Experimento realizado de RMN de *H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de dc foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; °: Dados da literatura (360 MHz, acetona-ds) de acordo com KIM e colab., 2003.
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FIGURA 23 — MAPA DE CORRELAGAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-d6) DA FRAGAO Bo-D_12
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FIGURA 24 — MAPA DE CORRELAGAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-d6) DA FRACAO Bo-D_12
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ESPECTRO 8 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (14 eV) DO ION DE m/z 181,2 DE Bo-4
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FONTE: O autor (2016).

O siringaldeido possui inUmeras atividades bioldgicas, as quais podem ser
utilizadas em produtos farmacéuticos, industrias de alimentos, cosméticos, téxteis,
papel e celulose, e até mesmo em aplicacdes de controle biolégico. (IBRAHIM et al.,
2012). Entre as atividades descritas destacam-se atividade antioxidante (CANAS et
al., 2008; BOUNTAGKIDOU et al., 2010), capacidade de inibicdo da fermentacéo de
glicose e xilose por micro-organismos (DELGENES et al., 1996; ZALDIVAR et al.,
1999), atividade inseticida (REGNAULT-ROGER et al., 2004), atividade antimalarica
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(CHEPLOGOI et al., 2008), antifungica (GURPILHARES et al., 2006), hipoglicemiante
(MAHADEVA RAO et al., 2015), entre outras.

Esta substancia promissora ja foi relatada em diversas familias botanicas, como
Amaranthaceae (CHIJI et al., 1980), Apocynaceae (SRIBUHOM et al., 2015),
Gentianaceae (MADMANANG et al.,, 2016), Lauraceae (SILVA, DA et al., 1973),
Rubiaceae (OSMAN et al., 2016) e também Asteraceae. (KESKITALO et al., 1999;
MICHALSKA; KISIEL, 2008; PEDROSO et al., 2008; FERREIRA; OLIVEIRA, 2010;
CHl et al., 2016; WANG et al., 2016). Entretanto, ndo ha relatos da sua ocorréncia em

Baccharis, sendo esta sua primeira identificacdo no género.

5.3.5 Determinacgéo estrutural de Bo-5

O composto Bo-5 foi identificado na fragdo Bo-D_12 (TABELA 1, pg. 54) em
mistura com a substéancia Bo-4 (5.3.4).

No conjunto de dados obtidos mediante os espectros de RMN de *H
(ESPECTRO 9) da fracdo Bo-D_12 foi possivel identificar a presenca de dois dupletos
em o1 6,77 (1H; d; J = 2,1 Hz; H-2) e 61 7,03 (1H; d; J = 8,2 Hz; H-5), e um duplo
dupleto em 61 6,93 (1H; dd; J = 8,2; 2,1 Hz; H-6), indicando a presenca de um anel
aromatico 1,3,4-trissubstituido. Também foram observados dois dupletos em 6+ 7,53
(1H; d; J = 15,9 Hz; H-7) e 61 6,24 (1H; d; J = 15,9 Hz; H-8), caracteristicos de
hidrogénios olefinicos com configuracédo trans, sugerindo, novamente, a ocorréncia de
um derivado de acido cindmico. O espectro exibiu ainda um quarteto em &1 4,21 (2H;
g; J =7,1 Hz; H-1’), e um tripleto em 61 1,31 (3H; t; J = 7,1 Hz; H-2’), coerente com a
presenca de um grupo etoxi. Através da andalise dos mapas de correlacao
heteronuclear HSQC (FIGURA 23) e HMBC (FIGURA 24) puderam ser atribuidos os
valores de 13C e também pode-se observar a presenca de sinais relativos a 11 atomos
de carbono, incluindo uma carbonila de éster (6c 168,5), trés carbonos aromaticos
hidrogenados (6c 115,3; 116,6 e 122,3), um carbono aromatico ndo hidrogenado
(6c 127,2), dois carbonos arométicos oxigenados (dc 146,3 e 148,6). Além destes, foi
possivel identificar dois carbonos olefinicos (6c 115,5 e 146,9) e um carbono do grupo
metila (6c 14,8). Analisando-se as correlacdes a longa distancia através do mapa
HMBC (FIGURA 24) foi possivel estabelecer a conectividade entre hidrogénios e

carbonos. O hidrogénio aromatico em o6+ 6,77 (H-5) mostrou correlagcdo com o0s


https://en.wikipedia.org/wiki/Gentianaceae
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carbonos em 6c 127,2 (C-1), 6c 146,3 (C-3) e 6c 148,6 (C-4); o hidrogénio olefinico em
oH 7,53 (H-7) apresentou correlacdo com os carbonos em 6c 115,3 (C-2), 6c 122,3 (C-
6) e 8¢ 168,5 (C-9). Além destes, os hidrogénios metilicos em 6+ 1,31 (H-2’) mostraram
correlagdo com o carbono em &c 61,5 (C-1’), enquanto os hidrogénios metilénicos em
oH 4,21 (H-1') apresentaram correlagdo com os carbonos em 6c 168,5 (C-9) e em
oc 14,8 (C-2’). Na TABELA 12 estédo descritos os dados experimentais observados nos
espectros e os dados relatados na literatura. (UWAI et al., 2008; ZUCCOLOTTO et al.,
2016, ANEXO 2).

Através do experimento de varredura, obtido no modo negativo de ionizacao,
observou-se a presenca do ion deprotonado de m/z 207,2 [M - HJ, este foi submetido
ao experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 10) onde foram observados os ions
fragmentos de m/z 179,2 referente a perda de uma unidade C2Hs; m/z 161,1 referente
a perda de uma molécula de agua; e m/z 135,1 referente a perda de uma molécula de
COz2. (LAMBERT et al., 2015).

Considerando-se o conjunto de dados analisados, o composto Bo-5 foi
elucidado como sendo o cafeato de etila (Etil-3,4-dihidroxicinamato) (FIGURA 25).
Este composto foi identificado também nas fragcbes Bo-D_13, Bo-D_14 e Bo-D_15
(TABELA 1, pg. 54).

FIGURA 25 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-5 (CAFEATO DE ETILA)

FONTE: O autor (2016).
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TABELA 11 - DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-5 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
Bo-5?2 Cafeato de etila®
Posicao O oc HMBC SH 8¢
(mult., J em Hz) (*3C) (mult., J em Hz) (*3C)
1 - 127,2 - - 127,6
2 7,03 1H, d, (2,1) 115,3 3,4,6, 7,16 1H, d, (2,0) 115,2
3 - 146,3 - - 145,5
4 - 148,6 - - 148,6
5 6,77 1H, d, (8,2) 116,6 1,3,4 6,87 1H, d, (8,3) 115,7
6 6,93 1H, dd, (2,1; 8,2) 122,3 2,34, 7,03 1H, dd (2,0; 8,3) 122,5
7 7,53 1H, d, (15,9) 146,9 2,6,9 7,53 1H, d, (16,1) 146,2
8 6,24 1H, d, (15,9) 115,5 1,9 6,27 1H, d, (16,1) 116,3
9 - 168,5 - - 167,4
1 4,21 2H, q, (7,1) 61,5 2'9 4,17 2H, 1 (7.3) 60,5
2' 1,31 1H, t, (7,1) 14,8 1 1,25 3H, 1, (7,3) 14,6

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2; Experimento realizado de RMN de *H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de dc foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; °: Dados da literatura (400 MHz, acetona-ds) de acordo com UWAI e colab., 2008.

ESPECTRO 9 — ESPECTRO DE RMN DE !H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGAO Bo-D_12 COM OS
SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-5
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ESPECTRO 10 — EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (24 eV) DO iON DE m/z 207,2 DE Bo-5
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FONTE: O autor (2016).

O cafeato de etila tem sido identificado em diversas espécies de plantas.
Entretanto, a formacao natural de derivados etoxilados em vegetais € pouco comum,
provavelmente, a formacao deste pode ser devido a reacéo entre o acido cafeico, que
€ um produto natural presente no vegetal, com o EtOH utilizado no processo de
extracdo. Dentre as espécies onde este composto foi identificado podemos destacar
Calea uniflora L. (LIMA et al., 2016), Vernonanthura tweedieana (Baker) H. Rob.
(SILVA et al., 2015), Artemisia incisa Pamp. (RASHID et al., 2015), Moquiniastrum
polymorphum subsp. floccosum (STRAPASSON et al., 2014), Baccharis burchellii
Baker (ZUCCOLOTTO et al., 2016), llex latifolia Thunb. (HU et al., 2014), Cirsium
japonicum (Thunb.) Fisch. ex DC. (LAl et al., 2014), Artemisia capillaris Thunb. (ZHAO
et al., 2014), Mikania micrantha Kunth (XU; XIE; XIAO; et al., 2013), Euphorbia
tangutica Prokh. (ZHANG et al., 2012). As atividades bioldgicas atribuidas ao cafeato
de etila incluem, entre outras, atividade antioxidante (CHEN et al., 2015),
hipoglicemiante (LAI et al.,, 2014), alelopatica (XU; XIE; XIAO; et al., 2013), anti-
inflamatoria (CHIANG et al., 2005; KIM et al., 2016), antitumoral (LEE et al., 2014;
BALACHANDRAN et al., 2015) e antifangica (TANG et al., 2014).
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5.3.6 Determinacao estrutural de Bo-6

Os sinais de ressonancia observados no espectro de RMN de H (600 MHz,
CDCI3) (ESPECTRO 11) da fragéo Bo-D_16 (TABELA 1, pg. 54) indicaram a presenca
de um simpleto integrando para um hidrogénio em o&n1 6,59, caracteristico de
hidrogénio olefinico ligado ao C-3 de flavonoides tipo flavona. Observou-se ainda, um
simpleto em o&n 12,72 (1H; s) correspondente a hidroxila quelada, que
consequentemente, indicou a presenca do grupo —OH em C-5 e, dois dupletos, com
integracédo para dois hidrogénios, em 6n 7,79 (2H; d; J = 8,8 Hz; H-2’ e H-6’) e em
oH 6,97 (2H; d, J = 8,8 Hz, H-3' e HY5’) referentes a um sistema de acoplamento de
segunda ordem do anel para-substituido (anel B). Além destes, o espectro revelou um
simpleto em &1 6,55, integrando para um hidrogénio, indicando que o anel A deste
composto encontrava-se pentassubstituido. Outros dois simpletos em o1 3,93 e
oH 3,97, integrando para trés hidrogénios cada, indicam a presenca de dois grupos
metoxilas ligados ao anel A (FIGURA 26).

As atribuicbes de 6c foram obtidas através da analise dos mapas de
correlacdo HSQC (FIGURA 27) e HMBC (FIGURA 28), onde foi possivel evidenciar a
presenca de uma carbonila conjugada em 6c 182,8, caracteristica do esqueleto tipo
flavona. Nestes experimentos, também foi possivel observar o acoplamento do
hidrogénio em &1 6,55 (H-8), como o carbono em &c 90,7 (C-8), bem como, do
hidrogénio em 6n1 6,59 (H-3) com o carbono em &c 104,1 (C-3). Os hidrogénios em
OH 7,79 (H-2’; H-6’) mostraram correlagéo direta com os carbonos 4c 128,3 (C-6’; C-2’,
respectivamente) e os hidrogénios em oH 6,97 (H-3’; H-5’) com os carbonos em
6c116,1 (C-5’; C-3, respectivamente). As correlacdes a longa distancia entre os
hidrogénios e carbonos, observadas no experimento de HMBC, mostraram que 0s
hidrogénios das metoxilas em 61 3,97 e o+ 3,93 apresentaram correlagdo com 0s
carbonos em 6c 132,5 (C-6) e 6c 158,8 (C-7), respectivamente. O hidrogénio aromatico
em JH 6,55 (H-8) mostrou correlagdo com os carbonos em 6c 153,3 (C-9), ¢ 132,5 (C-
6), oc 158,8 (C-7) e 106,1 (C-10) e o hidrogénio olefinico em 61 6,59 (H-3) mostrou
correlagdo com os carbonos em oc 164,3 (C-2), éc 183,0 (C-4), 6c 106,1 (C-10) e
6c123,4 (C-1’). Além destas, ainda foi possivel observar as correlagbes dos

hidrogénios do anel parassubstituido, onde, os hidrogénios em 61 7,79 (H-2’; H-6")
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mostraram correlacdo com os carbonos 6c 164,3 (C-2), 6c 159,4 (C-4’) e 6c 128,3 (C-
6’; C-2’, respectivamente) e os hidrogénios em o6H 6,97 (H-3’; H-5) mostraram
correlagdo com os carbonos em 6c 123,4 (C-1'), 6c 159,4 (C-4’) e 6c 116,1 (C-5’; C-3/,
respectivamente).

Com base na analise dos dados obtidos através do experimento de varredura,
no modo negativo de ionizagéo, foi possivel observar o ion deprotonado de m/z 313,2
[M — H]. No experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 12) foram gerados os ions
fragmentos de m/z 298,2 e m/z 283,2 referentes a perda sucessiva de duas unidades
CHs. (BORRAS-LINARES et al., 2014).

Comparando os dados obtidos com os dados da literatura (TABELA 12) foi
possivel propor que Bo-6 trata-se do flavonoide cirsimaritina (4',5-Di-hidroxi-6,7-
dimetoxiflavona) (FIGURA 26).

Este composto foi identificado também nas fracbes Bo-D_17 (TABELA 1,
pg. 54), Bo-D_18/1, Bo-D_18/4, Bo-D_19/5 e Bo-D_19/6 (TABELA 2, pg. 55).

FIGURA 26 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-6 (CIRSIMARITINA)

H,CO

OH o
FONTE: O autor (2016).

TABELA 12 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-6 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
(concluséo)
Bo-62 Cirsimaritina®
Posicéo OH dc OH Sc
HMBC

(mult., J em Hz) (*3C) (mult., J em Hz) (*3C)
2 - 164,3 - - 165,5
3 6,59 1H, s 104,1 2,4 6,68 1H, s 103,8
4 183,0 - - 183,6
5 * - - 153,9
6 132,5 - - 133,5
7 158,8 - - 160,1
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TABELA 12 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-6 EM COMPARAGCAO COM A

LITERATURA
(concluséo)
Bo-62 Cirsimaritina®
Posicéo SH dc SH dc

(mult., J em Hz) (*3C) HMBC (mult., J em Hz) (*3C)
8 6,55 1H, s 90,7 6,7,9,10 6,85 1H, s 92,0
9 - 153,3 - - 154,3
10 - 106,1 - - 106,5
1 - 123,4 - - 123,0
2' 7,79 2H, d, (8,8) 128,3 2,346 7,95 2H, d, (8,8) 129,3
3 6,97 2H, d, (8,8) 116,1 1.4'51 7,02 2H, d, (8,8) 116,0
4 - 159,4 - - 162,3
5' 6,97 2H, d (8,8) 116,1 1'.4'51 7,02 2H, d, (8,8) 116,0
6' 7,79 2H, d, (8,8) 128,3 2,346 7,95 2H, d, (8,8) 129,3
OCHjs 3,97 3H, s 56,4 6 3,98 * 56,9
OCHjs 3,933H,s 61,1 7 3,79 % 60,6

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2; Experimento realizado de RMN de 'H, HSQC e HMBC (600 MHz, CDCls), utilizando TMS
como referéncia interna. As atribuicdes de 3c foram obtidas através da andlise de espectros de HSQC
e HMBC; ?: Dados da literatura (500 MHz, DMSO-ds) de acordo com ALWAHSH e colab., 2015; *Dados

nao informados.

ESPECTRO 11 - ESPECTRO DE RMN DE H (600 MHZ, CDCls) DA FRAGAO Bo-D_16 COM 0OS

SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-6
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FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 27— MAPA DE CORRELAGAO DE HSQC (600 MHZ, CDCls) DA FRAGAO Bo-D_16
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FONTE: O autor (2016).

FIGURA 28 — MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, CDCls) DA FRACAO Bo-D_16
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FONTE: O autor (2016).
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ESPECTRO 12 — EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (24 eV) DO iON DE m/z 313,2 DE Bo-6

TBOFD_16-FRAG313 20 (0.335) Cn (Cen,4, 80.00, Ht); Cm (2:59) Daughters of 313ES-
100+ 2832 1.95e5

| 1 I m
120 130 140 | 150 160 170 180 | 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320

FONTE: O autor (2016).

Dentro de Baccharis, o flavonoide cirsimaritina foi previamente identificado em
Baccharis conferta Kunth (WEIMANN et al., 2002), B. trimera (NAKASUGI; KOMAI,
1998), B. genistelloides (SUTTISRI et al., 1994) e B. rufescens Spreng. (SIMIRGIOTIS
et al., 2003). A ele, sao atribuidas atividades bioldégicas promissoras, como
tripanocida, antileishmania (TASDEMIR et al., 2006; BEER et al., 2016), citotoxica
(KIM et al., 2015; LEE et al., 2016), antioxidante (ALWAHSH et al., 2015; RAJAURIA
et al., 2016), antimutagénica (NAKASUGI; KOMAI, 1998), ansiolitico (ABDELHALIM
et al., 2015), inibicdo enzimatica (SHAFIQ et al., 2013), entre outras.

5.3.7 Determinacéo estrutural de Bo-7

Os sinais de ressonancia observados no espectro de RMN de 1H (600 MHz,
MeOD-d6) (ESPECTRO 13) da fracdo Bo-D_17 (TABELA 1, pg. 54) mostraram a
presenca de dois dupletos, com integracdo para dois hidrogénios, em &4 7,85 (2H; d;
J=8,8 Hz; H-2' e H-6") e em 81 6,92 (2H; d, J = 8,8 Hz, H-3’ e H5’) referentes a um
sistema de acoplamento de segunda ordem do anel para-substituido (anel B). Foi
possivel observar também um simpleto integrando para um hidrogénio em 61 6,61,
caracteristico de hidrogénio olefinico ligado ao C-3 de flavonoides tipo flavona. Além
destes, o espectro revelou um simpleto em &1 6,77, integrando para um hidrogénio,

indicando que o anel A deste composto encontrava-se pentassubstituido e outro



96

simpleto em 61 3,91 integrando para trés hidrogénios indicando a presenca de um
grupo metoxila ligado ao anel A (FIGURA 29).

As atribuicbes de o6c foram obtidas através da analise dos mapas de
correlacdo HSQC (FIGURA 30) e HMBC (FIGURA 31), onde foi possivel evidenciar a
presenca de uma carbonila conjugada em 6c 182,1, caracteristica do esqueleto tipo
flavona. Nestes experimentos, também foi possivel observar o acoplamento do
hidrogénio em on 6,77 (H-8), como o carbono em &c 90,9 (C-8), bem como, do
hidrogénio em &n 6,61 (H-3) com o carbono em &c 104,0 (C-3). Os hidrogénios em
o1 7,85 (H-2’; H-6’) mostraram correlagéo direta com os carbonos 4c 128,1 (C-6’; C-2’,
respectivamente) e os hidrogénios em on 6,92 (H-3’; H-5) com os carbonos em
dc 115,7 (C-5’; C-3, respectivamente). As correlacdes a longa distancia entre os
hidrogénios e carbonos, observadas no experimento de HMBC, mostraram que 0s
hidrogénios do grupamento metoxila em én 3,91 apresentaram correlacdo com 0s
carbonos em o6c 131,4 (C-6) e &c 157,3 (C-7), respectivamente. O hidrogénio
aromatico em 6+ 6,77 (H-8) mostrou correlagdo com os carbonos em éc 152,4 (C-9),
dc 131,4 (C-6), 6c 157,3 (C-7) e 86c102,3 (C-10) e o hidrogénio olefinico em n 6,61 (H-
3) mostrou correlagdo com os carbonos em 6c 163,9 (C-2), 6c 182,1 (C-4), 6c102,3
(C-10) e 6c 121,1 (C-1’). Além destas, ainda foi possivel observar as correlagbes dos
hidrogénios do anel para-substituido, onde, os hidrogénios em &n 7,85 (H-2’; H-6’)
mostraram correlagdo com os carbonos &c 163,9 (C-2), 6c 161,2 (C-4’) e oc 128,1 (C-
6’; C-2’, respectivamente) e os hidrogénios em 61 6,92 (H-3’; H-5') mostraram
correlagdo com os carbonos em &¢c 121,1 (C-1°), ¢ 161,2 (C-4’) e 6c 115,7 (C-5’; C-3’,
respectivamente).

A analise do experimento de varredura, no modo negativo de ionizacéo,
revelou a presenca do ion deprotonado de m/z 299,2 [M — HJ. Este foi submetido ao
experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 14) originando o ion fragmento de m/z 284,1
referente a perda da unidade CHs. (MOCAN et al., 2015).

Comparando os dados obtidos com os dados da literatura (TABELA 13) foi
possivel propor que Bo-7 trata-se do flavonoide hispidulina (5, 7, 4"-trihidroxi-6-
metoxiflavona) (FIGURA 29).
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FIGURA 29 - ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-7 (HISPIDULINA)

OH O
FONTE: O autor (2016).

TABELA 13 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-7 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
Bo-72 Hispidulina®
Posicao O dc 3n 3¢
(mult., J em Hz) (13C) HMBC (mult., J em Hz) (13C)
2 : 163.9 : : 164.4
3 6,61 1H, s 104,0 2.4 6,65 1H, s 104,2
4 : 1821 : : 182,6
5 : 152,8 : : 153,3
6 : 131,4 : : 131,5
7 : 157,3 : : 157,2
8 6,77 1H, s 90,9 6,7,9,10 6,63 1H, s 94,2
9 : 152,4 : i 152,6
10 : 102,3 : : 102,7
1 : 1211 : : 122,0
> 7,85 2H, d, (8,8) 1281 2,46 7,82 2H, d, (8.8) 128,1
3 6,92 2H, d, (8.8) 115,7 145 6,94 2H, d, (8,8) 115,8
" : 161,2 : : 161,2
5 6,92 2H, d (8.8) 115,7 134 6,94 2H, d, (8,8) 115,8
6 7,85 2H, d, (8,8) 1281 2,24 7,82 2H, d, (8,8) 128,1
OCHs 3,01 3H, s 55,9 6 3,01 3H, s 60,0

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2; Experimento realizado de RMN de *H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de 6c foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; °: Dados da literatura (600 MHz, — *H e 150 MHz — 13C, CDCIz ) de acordo com OSEI-
SAFO e colab., 2009.
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ESPECTRO 13 - ESPECTRO DE RMN DE *H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGAO Bo-D_17 COM OS
SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-7
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FONTE: O autor (2016).

FIGURA 30 - MAPA DE CORRELAGAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO Bo-D_17
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FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 31 - MAPA DE CORRELAGAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGAO Bo-D_17
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FONTE: O autor (2016).

ESPECTRO 14 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (20 eV) DO ION DE m/z 299,2 DE Bo-7

TBOFD_17 299 23 (0.385) Cn (Cen 4, 80.00, Ht); Cm (2:60) Daughters of 299ES-
100+ 284.1 8.67e4
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FONTE: O autor (2016).

Em Baccharis, o flavonoide hispidulina ja foi identificado em B.
pseudotenuifolia Malag. (MOREIRA et al., 2003; TAPIA et al., 2004), B. uncinella
(AKAIKE et al., 2003), B. gaudichaudiana DC. (GRECCO et al., 2010) e B. trimera.
(SOICKE; LENG-PESCHLOW, 1987; NAKASUGI; KOMAI, 1998). Por sua
proeminéncia biolégica este composto ja foi isolado de diferentes partes das plantas,
incluindo as folhas frescas, as partes aéreas secas, flores, sementes e raizes. (ATIF

et al., 2015). Atribui-se a ele diversas atividades bioldgicas, entre estas, antioxidante,
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antibacteriana (MOCAN et al., 2015), antitumoral (HE et al., 2011; XU; XIE; WU; et al.,
2013) e antiepilética. (LIN et al., 2012; ABDELHALIM et al., 2015).

5.3.8 Determinagéo estrutural de Bo-8

Os sinais de ressonancia observados no espectro de RMN de *H (600 MHz,
MeOD-ds) (ESPECTRO 15) da fragdo Bo-D_18/2 (TABELA 2, pg. 55) indicaram a
presenca de um simpleto integrando para um hidrogénio em &+ 6,57, caracteristico de
hidrogénio olefinico ligado ao C-3 de flavonoides tipo flavona. Além de dois dupletos
com integracao para dois hidrogénios, em 61 7,83 (2H; d; J = 8,8 Hz; H-2' e H-6’) e em
oH 6,92 (2H; d, J = 8,8 Hz, H-3’ e HY’) referentes a um sistema de acoplamento de
segunda ordem do anel para-substituido (anel B). O espectro revelou, ainda, dois
dupletos em 6+ 6,44 e 61 6,20, integrando para um hidrogénio cada.

As atribuicbes de deslocamento quimico de carbono (6c) foram obtidas
através da andlise dos mapas de correlagdo HSQC (FIGURA 33) e HMBC (FIGURA
34), onde foi possivel evidenciar a presenca de uma carbonila conjugada em &c 184,1,
caracteristica do esqueleto tipo flavona. Nestes experimentos, também foi possivel
observar o acoplamento do hidrogénio em 6+ 6,44 (H-8), como o carbono em &c 95,2
(C-8), bem como, do hidrogénio em 61 6,57 (H-3) com o carbono em &c 103,8 (C-3).
Os hidrogénios em 61 7,83 (H-2’; H-6’) mostraram correlagao direta com os carbonos
em 6c129,6 (C-6’; C-2’, respectivamente) e os hidrogénios em 6+ 6,92 (H-3’; H-5") com
os carbonos em 6c 117,0 (C-5’; C-3’, respectivamente). As correlagées a mais de uma
ligacdo entre hidrogénio e carbono, observadas no experimento de HMBC, mostraram
que o hidrogénio aromatico em 6+ 6,44 (H-8) mostrou correlagdo com os carbonos em
dc 100,1 (C-6), 6¢c 163,0 (C-7), dc 159,4 (C-9) e dc 105,3 (C-10) e o hidrogénio olefinico
em oH 6,57 (H-3) mostrou correlacdo com os carbonos em &c 166,2 (C-2) e 6c 184,1
(C-4). Além destas, ainda foi possivel observar as correlagdes dos hidrogénios do anel
para-substituido, onde, os hidrogénios em &+ 7,83 (H-2’; H-6") mostraram correlagao
com os carbonos em oc 166,2 (C-2), 6c 162,8 (C-4’) e oc 129,6 (C-6’; C-2,
respectivamente) e os hidrogénios em 6+ 6,92 (H-3’; H-5’) mostraram correlagédo com
os carbonos em o&c 123,3 (C-1’), oc 162,8 (C-4') e o6c117,0 (C-5; C-3,

respectivamente).
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A andlise do experimento de varredura, no modo negativo de ionizagéo,
revelou a presenca do ion deprotonado de m/z 269,3 [M - H]. Este ion deprotonado
foi submetido ao experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 16), onde foram gerados
os ions fragmentos de m/z 151,1 referente a saida de uma unidade CsHsO, m/z 149,1
referente a saida de uma unidade C7H4O2; de m/z 117,1 referente a saida de uma
unidade C7H404; e m/z 107,1 referente a saida de uma unidade CoHsO3. (WU et al.,
2016).

Comparando os dados obtidos com os dados da literatura (TABELA 14)
(MIYAZAWA; HISAMA, 2003; ALLAOUA et al., 2016) foi possivel propor que Bo-8
trata-se do flavonoide apigenina (4',5,7-tri-hidroxiflavona) (FIGURA 32).

FIGURA 32 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-8 (APIGENINA)

OH o

FONTE: O autor (2016).

TABELA 14 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-8 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
(continua)
Bo-8?2 ApigeninaP®
Posicao SH dc SH 8¢
HMBC

(mult., J em Hz) (12C) (mult., J em Hz) (1C)
2 166,2 - - 164,6
3 6,57 1H, s 103,8 2,4 6,68 s 102,4
4 184,1 - - 182,4
5 - 166,6 - 12,90 (OH) 161,8
6 6,20 1H, d, (2,1) 100,1 7,8,10 6,20 1H, d (2,0) 98,7
7 - 163,0 - - 164,9
8 6,44 1H, d, (2,1) 95,2 6,7,9,10 6,44 1H, d (2,0) 93,5
9 - 159,4 - - 149,5
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TABELA 14 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-8 EM COMPARAGCAO COM A

LITERATURA
(concluséo)
Bo-82 ApigeninaP®
Posicéo SH dc SH 8¢

(mult., J em Hz) (3C) HMBC (mult., J em Hz) (*°C)
10 - 105,3 - - 103,9
1 - 123,3 - - 122,3
2 7,83 2H, d, (8,8) 129,6 2,4'6' 7,92 1H, d (9,0) 127,5
3 6,92 2H, d, (8,8) 117,0 1'4'5 6,90 1H, d (9,0) 115,3
4 - 162,8 - - 158,0
5' 6,92 2H, d, (8,8) 117,0 134 6,90 1H, d (9,0) 115,3
6' 7,83 2H, d, (8,8) 129,6 2,2'4' 7,92 1H, d (9,0) 127,5

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2; Experimento realizado de RMN de *H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de dc foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; °: Dados da literatura (270 MHz, DMSO-ds) de acordo com MIYAZAWA & HISAMA,
2003.

ESPECTRO 15 — ESPECTRO DE RMN DE !H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGCAO Bo-D_18/2 COM
OS SINAIS INTEGRADOS PARA DE Bo-8
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FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 33 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO Bo-D_18/2

R I

.

O

T
80 40 F1[ppm)

T
100

T
120

FONTE: O autor (2016).

T T
F2 [ppm]

FIGURA 34 — MAPA DE CORRELAGAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGAO Bo-D_18/2
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ESPECTRO 16 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (33 eV) DO ION DE m/z 269,2 DE Bo-8

TBOFD_18/2 269 21(0.352) Cn (Cen,4, 80.00, Ht); Cm (2:59) Daughters of 269ES-
100+ i 1.80e4
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FONTE: O autor (2016).

Esta flavona ja foi relatada em B. crispa, B. notosergila Griseb., B. rufescens,
B. medulosa DC., B. gaudichaudiana DC., B. dentata (Vell.) G.M.Barroso, B. illinita
DC., B. retusa DC., B. salzmannii DC., B. salicifolia (Ruiz & Pav.) Pers., B.
pseudotenuifolia Malag. e B. tola Phil.. (MARTIN et al., 1980; PALACIOS et al., 1983;
COBOS etal., 2001; FERESIN et al., 2001; MOREIRA et al., 2003; VERDI et al., 2004,
2005; GUO et al., 2007; DEL CORRAL et al., 2012; GRECCO et al., 2012; RIBEIRO
et al., 2013; SARTOR et al., 2013). A alta ocorréncia deste flavonoide em Baccharis,
pode estar relacionada com o aumento da producdo de compostos fendlicos como
resposta contra o estresse oxidativo causado pelo excesso de luz durante as estacées
primavera e verdao. (CLOSE; MCARTHUR, 2002). Cabe salientar que este exemplar
foi coletado no periodo entre primavera e verdo. Muitas atividades biolégicas séo
atribuidas a este composto, entre elas, atividade antioxidante (AGATI et al., 2012),
atividade antimicrobiana contra S. aureus, P. aeruginosa e E.coli (BYLKA et al., 2004;
TOFIGHI et al., 2015), atividade anti-inflamatéria pela inibicdo das enzimas COX-2 e
oxido nitrico sintetase (HAVSTEEN, 2002), antitumoral (FULLAS et al., 1994),
hepatoprotetora (SOICKE; LENG-PESCHLOW, 1987), antimutagénica (NAKASUGI,;
KOMAI, 1998), entre outras.

De uma forma geral, o efeito antibacteriano dos flavonoides deve-se também a
presenca de grupos hidroxila, os quais apresentam afinidade por proteinas atuando

como inibidores das enzimas bacterianas e interferindo nas suas vias de
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sintese. (TSUCHIYA et al., 1996; SATO et al., 1996; ALCARAZ et al., 2000; AVILA et
al., 2008; LI et al., 2012).

5.3.9 Determinagéo estrutural de Bo-9

O composto Bo-9 foi identificado na fracdo Bo-D_18/3 (TABELA 2, pg. 55) em
mistura com os compostos Bo-10, Bo-11 e Bo-12. Os sinais de RMN de *H da fragédo
Bo-D_18/3 apresentaram sinais semelhantes aos identificados para o composto Bo-
2, sugerindo, inicialmente, que fossem a mesma substancia. Entretanto, apesar da
estreita similaridade o espectro de RMN de *H (600 MHz, MeOD-ds) (ESPECTRO 17)
de Bo-9 foi analisado e revelou a presenca de um simpleto, com integracéo para trés
hidrogénios, em 6+ 3,88 (3H; s) correlacionando com o C-4. Com a analise dos outros
sinais, foi possivel observar dois dupletos ressonando em &+ 7,03 (1H; d; J = 2,0 Hz;
H-2) e 616,78 (1H; d; J = 8,2 Hz; H-5), e um duplo dupleto em 616,93 (1H; dd; J = 8,2;
2,0 Hz; H-6), sugerindo a presenca de um anel benzénico 1,2,4-trissubstituido.
Também foi observada a presenca de dois dupletos em 617,52 (1H; d; J = 15,7; H-7)
e oH 6,22 (1H; d; J = 15,7 Hz; H-8), tipicos de sistema trans-alceno de derivados
aromaticos Ce-Cs.

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos carbonos (d¢c) foram obtidas
através da analise dos mapas de correlacdo HSQC (FIGURA 36) e HMBC (FIGURA
37), onde foi possivel evidenciar a presenca de 10 &tomos de carbono incluindo uma
carbonila de acido carboxilico (6c 171,4), trés carbonos aromaticos (6c 115,4; 116,6 e
123,0), um carbono aromatico substituido (c 128,0), dois carbonos arométicos
oxigenados (6c 147,0 e 149,5), dois carbonos olefinicos (6c 115,9 e 146,7) e, um grupo
metoxila (6c 56,9). As correlagbes a mais de uma ligacdo entre hidrogénio e carbono,
observadas no experimento de HMBC, mostraram que a metoxila em oH 3,88
apresentou correlacdo com o carbono em 6c 149,5 (C-4); o hidrogénio aromatico em
oH 7,03 (H-2) mostrou correlagédo com os carbonos em 6c 149,4 (C-4), ¢ 123,0 (C-6)
e oc 146,7 (C-7). Além destas, as correlacdes observadas do hidrogénio olefinico em
oH 7,52 foi com os carbonos em 6c 128,0 (C-1), 6c 115,4 (C-2), oc 115,9 (C-8) e
5c 171,4 (C-19).

Através do experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 18) o ion deprotonado

de m/z 193,2 [M - HJ foi fragmentado, originando os ios fragmentos de m/z 178,1
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referente a saida de uma metila; m/z 149,1 referente a saida de um CO2; e m/z 134,1
referente & saida de uma molécula de CO2 e uma metila. (CELIK et al., 2017).
Comparando os dados obtidos com os dados da literatura (TABELA 16) foi
possivel determinar Bo-9 como sendo o acido trans-isoferulico (acido 3-hidroxi-4-
metoxi-cinamico) (FIGURA 36), isbmero de posi¢do do composto Bo-2.
Este composto (Bo-9) foi identificado também nas fra¢cdes Bo-D_17 (TABELA
1, pg. 54), e Bo-D_19/4 (TABELA 2, pg. 55).

FIGURA 35 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-9 (ACIDO trans-ISOFERULICO)

HO

H,CO

FONTE: O autor (2016).

TABELA 15 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE BO-9 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
Bo-9?2 Acido trans-isoferulico®
Posicéo OH oc HMBC oH oc
(mult., J em Hz) (33C) (mult., J em Hz) (13C)
1 - 128,0 - - 126,8
2 7,03 1H, d, (2,0) 115,4 4,6,7 7,07 1H, d, (1,7) 110,5
3 - 147,0 - - 149,0
4 - 149,5 - - 148,0
5 6,78 1H, d, (8,2) 116,6 1,3 6,87 1H, d, (8,0) 115,6
6 6,93 1H, dd, (2,0; 8,2) 123,0 2,4 7,05 1H, dd, (1,7; 8,0) 123,3
7 7,52 1H, d, (15,7) 146,7 1,2,8,9 7,61 1H, d, (15,9) 146,1
8 6,22 1H, d, (15,7) 115,9 1,9 6,26 1H, d, (15,9) 115,3
9 - 1714 - - 170,2
OCHjs 3,88 3H, s 56,9 4 3,91 56,0

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2: Experimento realizado de RMN de 'H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de 6c foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; b: Dados da literatura (400 MHz, MeOD/CDCIs) de acordo com PRACHAYASITTIKUL
e colab., 2009.



ESPECTRO 17 — ESPECTRO DE RMN DE !H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGAO Bo-D_18/3 COM

OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-9
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FIGURA 36— MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MEOD-ds) DA FRACAO Bo-D_18/3
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FIGURA 37— MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MEOD-ds) DA FRACAO Bo-D_18/3
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ESPECTRO 18 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (20 eV) DO ION DE m/z 193,2 DE Bo-9
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FONTE: O autor (2016).

Assim como o seu isébmero de posicéo, o acido trans-isoferulico ja foi isolado
em diversas espécies vegetais, como Curcuma longa L. (KUDDUS et al., 2010),
Angelica pubescens Maxim. (CHEN et al., 1995), Cimicifuga dahurica (Turcz.) Maxim.
(LIU et al., 1999), Glechoma hederacea L. (KIM et al.,, 2011), além de ter sido
identificado como um dos constituintes do propolis. (GREENAWAY et al.,, 1991;
BANSKOTA et al., 2002). Entretanto, no género Baccharis este é o primeiro relato de
sua identificagdo. Em testes in vitro, o acido trans-isoferulico demonstrou ser capaz

de reduzir a produgdo da proteina B-amiléide, envolvida na doenca de Alzheimer
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(MEEPROM et al., 2013), além de se mostrar um potente antioxidante (TOMINAGA et
al., 2005). Ainda sdo associadas a esta substancia outras atividades bioldgicas
importantes, entre elas, as atividades anti-inflamatoria e analgésica (CHEN et al.,
1995; KIM et al., 2011; DILSHARA et al., 2014), hipoglicemiante (ADISAKWATTANA
et al., 2009; LIU et al., 1999) e antiproliferativa (BANSKOTA et al., 2002).

5.3.10 Determinacéo estrutural de Bo-10

O composto Bo-10 aparece na fracdo Bo-D_18/3 (TABELA 2, pg. 55) em
mistura com outras trés substancias, Bo-9 (5.4.9), ja identificada, Bo-11 e Bo-12, a
serem discutidas em seguida. De acordo com a andlise dos espectros de RMN de *H
da fracdo Bo-D_18/3 (TABELA 2, pg. 55), foi possivel identificar sinais semelhantes
aos apresentados para o composto Bo-5, sugerindo, inicialmente, que fossem a
mesma substancia. Entretanto, apesar da similaridade entre os sinais o espectro de
RMN de H (600 MHz, MeOD-ds) (ESPECTRO19) de Bo-10 foi analisado e revelou a
presenca de um simpleto, com integracdo para trés hidrogénios, em 61 3,91 (3H; s)
correlacionando com o C-3.

O espectro de RMN de *H (600 MHz, MeOD-ds) (ESPECTRO 19) da fracéo
BoD_18/3 revelou a presenca de dois dupletos em 6+ 7,17 (1H; d; J = 1,9 Hz; H-2) e
616,81 (1H; d; J = 8,2 Hz; H-5), e um duplo dupleto em 61 7,05 (1H; dd; J =8,2; 1,9 Hz;
H-6), indicando a presenca de um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido. Também foram
observados dois dupletos em 61 6,24 (1H; d; J = 15,9 Hz; H-8) e oH 7,53 (1H; d;
J=15,9 Hz; H-7), tipicos de hidrogénios olefinicos com configuracdo trans. O
espectro exibiu ainda, um quarteto em 614,21 (2H; q; J = 7,1 Hz; H-1’), caracteristico
de hidrogénios oximetilénicos e um tripleto em o1 1,31 (3H; t; J = 7,1 Hz; H-2'),
coerente com a presenca de um grupo etoxila. As atribuicdes dos valores de 3C foram
realizadas com o auxilio dos experimentos de correlacdo HSQC (FIGURA 36) e HMBC
(FIGURA 37). Através destas analises observou-se a presenca de 12 atomos de
carbono, sendo, trés carbonos aromaticos em o6c 111,9; 116,8 e 123,9 que
correspondem aos carbonos C-2, C-5 e C-6 respectivamente, um carbono aromatico
substituido em 6c 127,4 (C-1), dois carbonos aromaticos oxigenados em &c 149,4 e
6c 150,6 (C-3 e C-4). Além destes, foram identificados ainda, dois carbonos olefinicos

em dc 115,4 e 146,9 (C-8 e C-7, respectivamente), um carbono oxigenado sp3 em
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6c 61,4 (C-1’) e um grupo metila em &c 14,6 (C-2’), além de uma carbonila de éster em
dc 169,7 (C-9) e o carbono de uma metoxila em o6c 56,8. As correlacbes a longa
distancia entre hidrogénio e carbono foram observadas no mapa de correlacdo HMBC
(FIGURA 37) e permitiram identificar o hidrogénio aromatico em o6+ 6,81 (H-5)
correlacionando com os carbonos em &c 127,4 (C-1), 6c 149,4 (C-3) e 6c 150,6 (C-4).
Além deste, o hidrogénio olefinico em 61 7,52 (H-7) apresentou correlagdo com o0s
carbonos em 6c 127,4 (C-1), 6c 111,9 (C-2), 6c 123,1 (C-6), 6c 115,4 (C-8) e 6c 169,7
(C-9); os hidrogénios metilicos em 6+ 1,31 (H-2) mostraram correlagdo com o carbono
em oc 61,4 (C-1)).

Na analise do experimento de ESI-EM/EM no modo negativo de ionizagao,
(ESPECTRO 20), foi realizada a fragmentacdo do ion deprotonado de
m/z 221,2 [M - H],, gerando os ions fragmentos de m/z 206,2 referente a perda de
uma metila; m/z 177,1 referente a perda de uma unidade de C2Hs; e m/z 133,1
referente a perda de uma molécula de CO2. (MESSENS et al., 1990).

Considerando-se os dados descritos na literatura (SANDOVAL et al., 2015) e
a analise dos dados espectrais de RMN uni e bidimensional (TABELA 17) o composto
Bo-10 foi elucidado como sendo o ferulato de etila ((E)-4-hidroxi-3-metoxicinamato de
etila) (FIGURA 38).

FIGURA 38 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-10 (FERULATO DE ETILA)

FONTE: O autor (2016).
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TABELA 16 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-10 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
Bo-102 Ferulato de etila®
Posicao OH dc HMBC SH 8¢
(mult., J em Hz) (*3C) (mult., J em Hz) (*3C)
1 - 127,4 - - 127,0
2 7,17 1H, d, (1,9) 111,9 4,6,7 7,08 1H, d, (2,0) 115,7
3 - 149,4 - - 146,7
4 - 150,6 - - 147,9
5 6,81 1H, d, (8,2) 116,8 1,34 6,96 1H, d, (10,0) 114,7
6 7,05 1H8:2‘3;d' (1.9; 123,9 2,47 [ 11H6'g‘)j' 20 123,00
7 7,53 1H, d, (15,8) 146,9 1,2,6,8,9 7,61 1H, d, (16,0) 144.,6
8 6,24 1H, d (15,8) 115,4 1,9 6,29 1H, d, (16,0) 109,3
9 - 169,7 - - 167,3
1 4,21 2H, q, (7,2) 61,4 9,2 1,33 3H, 1, (7,0) 14,4
2' 1,31 3H,t(7,2) 14,6 1 4,27 2H, q, (7,0) 60,4
OCHzs 3,91 3H, s 56,8 149,4 3,933H, s 55,9

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2; Experimento realizado de RMN de 'H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de dc foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; P: Dados da literatura (500 MHz, CDCls) de acordo com SANDOVAL e colab., 2015.

ESPECTRO 19 — ESPECTRO DE RMN DE !H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGCAO Bo-D_18/3 COM
OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-10
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ESPECTRO 20 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (20 eV) DO ION DE m/z 221,2 DE Bo-10
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FONTE: O autor (2016).

Assim como o cafeato de etila (Bo-5), o ferulato de etila €, provavelmente, um
artefato do acido cafeico, o qual também esta sendo relatado pela primeira vez em
Baccharis. Entretanto, essa substancia ja foi identificada em diversas espécies
vegetais, entre elas, Parastrephia lucida (Meyen) Cabrera (D’ALMEIDA et al., 2012),
Hedychium spicatum Sm. (SURESH et al., 2013), Coix lachryma-jobi L. (CHUNG et
al., 2011), Euphorbia sikkimensis Boiss. (JIANG et al., 2016). De acordo com dados
da literatura séo atribuidas a este derivado hidroxicinamico, as seguintes atividades
biolégicas, protecdo contra neurodegeneracdo (SCAPAGNINI et al., 2004), atividade
citotoxica (SURESH et al., 2010, 2013), atividade anti-inflamatéria (NAZARE et al.,
2014; CUNHA et al., 2016) e antioxidante (GARRIDO et al., 2012; NAZARE et al.,
2014).

5.3.11 Determinagao estrutural de Bo-11

O composto Bo-11 aparece na fracdo Bo-D_18/3 (TABELA 2, pg. 55) em
mistura com outras duas substancias ja discutidas, Bo-9 (5.3.9) e Bo-10 (5.3.10) e
Bo-12 a ser discutida em seguida. Este composto foi identificado também na fragcéo
Bo-D_19/4 (TABELA 2, pg. 55). De acordo com o conjunto de dados obtidos mediante
os espectros de RMN de 'H (ESPECTRO 21) da fracdo Bo-D_18/3 foi possivel

identificar a presenca de um simpleto, com integracdo para dois hidrogénios,
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ressonando em 61 7,33 (2H; s) indicando a presenca de um anel aromatico 1,3,4-
trissubstituido. O espectro exibiu ainda, outro simpleto em 6+ 3,88 (6H; s),
caracteristico de hidrogénios do grupo metoxila. Através da analise dos mapas de
correlagcdo heteronuclear HSQC (FIGURA 36) e HMBC (FIGURA 37) puderam ser
atribuidos os valores de 3C, as correlacdes a uma ligacéo e as correlagées a longa
distancia entre os atomos de hidrogénio e carbono. Observou-se, inicialmente, a
presenca de nove atomos de carbono, incluindo uma carbonila de acido carboxilico
em 6c 170,3. Aléem deste, observaram-se ainda, dois carbonos aromaticos em &c 108,6
correlacionando com os hidrogénios em 81 7,33 (C-2 e C-6), um carbono aromatico
substituido em &c 122,7, trés carbonos aromaticos oxigenados em &c 149,0, 141,8 e
149,0 (C-3, C-4 e C-5) e dois carbonos oxigenados sp? (6c 56,8), correspondentes aos
carbonos das metoxilas. Os hidrogénios arométicos em 6+ 7,33 (H-2 e H-6) mostraram
correlagdo com os carbonos em 4c 122,7 (C-1), 6c 108,6 (C-6 e C-2, respectivamente),
dc 149,0 (C-3 e C-5, respectivamente), dc 141,8 (C-4) e 6c 170,3 (C-7). Além destes,
os hidrogénios em &+ 3,88, correspondentes aos dois grupos metoxila, mostraram
correlacdo com os carbonos em 6c 149,0 (C-3 e C-5), Na TABELA 17 estéo descritos
os dados experimentais observados nos espectros e os dados relatados na literatura.
(LIU et al., 2016).

No experimento de ESI-EM/EM no modo negativo de ionizacdo (ESPECTRO
22) foi realizada a fragmentacao do ion deprotonado de m/z 197 [M - H] dando origem
aos ions fragmentos de m/z 182,2 e m/z 167,1 referente a perda consecutiva de dois
grupos metil; m/z 153,2 referente a perda de uma molécula de CO:2 seguido da perda
consecutiva de outras duas unidades metil, originando os ions de m/z 138,1 e 123,1.
(SANZ et al., 2012).

Considerando-se o conjunto de dados analisados, o composto Bo-11 foi
elucidado como sendo o &cido siringico (acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzoico)
(FIGURA 39).
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FIGURA 39 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-11 (ACIDO SIRINGICO)

FONTE: O autor (2016).
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TABELA 17 — DADOS DE RMN DE H, 13C E HMBC DE Bo-11 EM COMPARAGCAO COM LITERATURA

Bo-112 Acido siringico®
Posicao SH 8¢ HMBC SH dc

(mult., J em Hz) (*3C) (mult., J em Hz) (*3C)

1 - 122,7 - - 120,3

2 7,331H, s 108,6 1,3,5,6,7 7,20 1H, s 106,8

3 - 149,0 - - 147,3

4 - 141,8 - 9,21 1H, s 140,2

5 - 149,0 - - 147,3

6 7,331H, s 108,6 1,2,4,57 7,20 1H, s 106,8

7 - 170,3 - 12,6 1H, s 167,3
OCHs; 3,87 3H, s 56,8 3 3,81 3H, s 56,0
OCHs; 3,87 3H, s 56,8 5 3,81 3H, s 56,0

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2: Experimento realizado de RMN de 'H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de 6c foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; ®: Dados da literatura (300 MHz, DMSO-ds) de acordo com LIU e colab., 2016.
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ESPECTRO 21 — ESPECTRO DE RMN DE !H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGAO Bo-D_18/3 COM
OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-11
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FONTE: O autor (2016).

ESPECTRO 22 — EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (15 eV) DO iON DE m/z 197,2 DE Bo-11
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FONTE: O autor (2016).

De acordo com dados da literatura, a ocorréncia de derivados benzdicos como
0 acido siringico, em vegetais, é bastante comum (KHADEM; MARLES, 2010),
ocorrendo em espécies como Hieracium pilosella L. (KRZACZEK; GAWRONSKA-
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GRZYWACZ, 2011), Catalpa ovata G. Don, Impatiens balsamina L., Ceanothus
americanos L., Citrus acida Pers., Glycine max (L.) Merr., Thymus wvulgaris L.,
Hyssopus officinalis L., Rosmarinus officinalis L. (ZGORKA; GLOWNIAK, 2001),
Calendula officinalis L. (MATYSIK et al., 2005), Curculigo orchioides Gaertn. (WU et
al., 2005), Phoenix dactylifera L. (AL-FARSI et al.,, 2005), Hibiscus tiliaceus var.
abutiloides (Willd.) Hochr. (CHEN et al., 2006) e Cichorium alatum Hochst. &
Steud.(SAHAN et al., 2017). Além destas espécies vegetais, 0 acido siringico foi
identidficado, ainda, em amostras de propolis (GULCIN et al., 2010), e diversos gréos
de cereais como cevada, milho, paingo, aveia, arroz, centeio e trigo. (DYKES, 2007).
Entretanto, esta é a primeira vez que a substancia foi relatada no género Baccharis.

Como a maioria dos acidos fendlicos, o acido siringico exibe entre suas
atividades biolégicas a atividade antioxidante (WU et al., 2005; AL-FARSI et al., 2005),
além de antibacteriana (KONG et al., 2008) e hepatoprotetora (ITOH et al., 2009,
2010).

5.3.12 Determinacéo estrutural de Bo-12

O espectro de RMN de 'H (600 MHz, D-O/MeOD-ds) da fracdo Bo-D_18/3
(TABELA 2, pg. 55) apresentou sinais com deslocamentos e constantes de
acoplamento muito semelhantes aos observados nos compostos derivados do acido
cinamico (ESPECTRO 23). A presenca de dois dupletos ressonando em 6+ 7,17 (1H;
d; J = 2,1 Hz; H-2) e 61 6,92 (1H; d; J = 8,3 Hz; H-5), e um duplo dupleto em &+ 7,06
(1H; dd; J = 8,3; 2,1 Hz; H-6), sugerem a presenca de um anel benzénico 1,2,4-
trissubstituido. Também foi observada a presenca de dois dupletos em &+ 7,58 (1H; d;
J=15,9; H-7) e 61 6,31 (1H; d; J = 15,9 Hz; H-8), tipicos de sistema trans-alceno de
derivados aromaticos Cs-Cs. As atribuicdes dos valores de 13C foram realizadas com
o auxilio dos mapas de correlacdo heteronuclear HSQC (FIGURA 36) e HMBC
(FIGURA 37), onde pode-se observar a presenca de nove atomos de carbono,
incluindo uma carbonila de acido carboxilico em 6c 171,1, trés carbonos aromaticos
hidrogenados (6c 111,9; 116,0 e 127,6), um carbono aroméatico ndo hidrogenado
(6c 124,0), dois carbonos arométicos oxigenados (6c 146,9 e 149,3) e dois carbonos
olefinicos (6c 116,4 e 146,8). As correlacdes a mais de uma ligacao, entre hidrogénio

e carbono, mostraram a correlacdo entre o hidrogénio aromético em 61 7,06 (H-6) com
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os carbonos em 8¢ 111,9 (C-2), 6c 149,3 (C-4) e 6c 146,8 (C-7); e o hidrogénio olefinico
em 61 6,31 (H-8) com os carbonos C-1 (6c 124,0) e C-9 (6c 171,1).

Através do experimento de ESI-EM/EM, no modo negativo de ionizacéo
[M - H] (ESPECTRO 24) o ion deprotonado de m/z 179,2 foi fragmentado, originando
o ion fragmento de m/z 135,1 referente a perda de uma molécula de CO2. (REN et al.,
2016).

As informacfes obtidas através da andlise dos espectros de RMN e
espectrometria de massas, aliadas a comparacgédo com valores da literatura (BHATT,
2011), descritos na TABELA 18, permitiram caracterizar a substancia Bo-12 como
sendo o acido cafeico (FIGURA 40), o qual foi identificado também nas fracdes
Bo- D_18/4 (TABELA 2, pg. 55), Bo-Ae_5 (TABELA 3, pg. 56).

FIGURA 40 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-12 (ACIDO CAFEICO)

FONTE: O autor (2016).

TABELA 18 — DADOS DE RMN DE H, 13C E HMBC DE Bo-12 EM COMPARACAO COM LITERATURA

Bo-122 Acido Cafeico®
Posicéo
¢ B 8c HMBC O S

(mult., J em Hz) (BC) (mult., J em Hz) (BC)
1 - 124,0 - - 125,4
2 7,17 1H, d, (2,1) 111,9 6 7,10 1H, s 114,8
3 - 146,9 - - 145,2
4 - 149,3 - - 148,3
5 6,92 1H, d, (8,3) 116,0 24,7 6,80 1H, d, (8,0) 115,8
6 7,06 1H2’ Sd’ (83 127,6 1,4,7 7,02 1H, d, (8,0) 121,4
7 7,58 1H, d, (15,9) 146,8 1,2,6,9 7,51 1H, d, (15,0) 141,4
8 6,31 1H, d, (15,9) 116,4 1,9 6,35 1H, d, (15,0) 1275
9 - 171,1 - - 174,7

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2: Experimento realizado de RMN de 'H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de 6c foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; ®: Dados da literatura de RMN de H (300 MHz, D20) e de 3C (75 MHz, CDCls) de
acordo com BHATT, 2011.
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ESPECTRO 23 — ESPECTRO DE RMN DE H (600 MHZ, MEOD-ds DA FRACAO Bo-D_18/3 COM OS

SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-12
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FONTE: O autor (2016).

ESPECTRO 24 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (18 eV) DO ION DE m/z 179,2 DE Bo-12
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FONTE: O autor (2016).

A ocorréncia natural do acido cafeico, na forma livre ou conjugada, € muito

comum em inameras especies de plantas, as quais estdo distribuidas nas mais
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diversas familias (CONKERTON; CHAPITAL, 1983), como por exemplo, Umbelliferae,
Cruciferae, Cucurbitaceae, Polygonaceae, Asteraceae, Labiatae, Solanaceae,
Leguminosae, Saxifragaceae, Caprifoliaceae, Theaceae e Valerianaceae.
(LITVINENKO et al., 1975; HERRMANN; NAGEL, 1989). Em Baccharis, esse
composto ja foi previamente identificado em B. uncinella (PASSERO et al., 2011;
ZALEWSKI et al., 2011; GRECCO et al., 2014; BOCCO et al., 2016), B. dentata (Vell.)
G.M.Barroso (SARTOR et al., 2013), B. retusa DC. (GRECCO et al., 2012) e B.
dracunculifolia (BACHIEGA et al., 2013; FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013; PAULA
et al., 2016). Com comprovada atividade antioxidante, em iniameros trabalhos de
pesquisa (GULCIN, 2006; GULCIN et al., 2010; SUMCZYNSKI et al., 2016; BUJOR et
al., 2016), o acido cafeico mostra-se como uma importante molécula precursora para
o desenvolvimento de novas substancias com atividades biologicas. (ANDRADE et
al., 2015; MURTAZA et al., 2015; PINHO et al., 2015; ARASOGLU et al., 2016).

5.3.13 Determinagéo estrutural de Bo-13

O composto Bo-13 foi identificado em mistura na fragdo Bo-D_18/5 (TABELA
2, pg. 55). De acordo com o conjunto de dados obtidos mediante os espectros de RMN
de 'H (ESPECTRO 25) da fragédo Bo-D_18/5 foi possivel identificar a presenca de um
simpleto, com integragdo para dois hidrogénios, em &+ 6,64 (2H; s) indicando a
presenca de um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido. O espectro exibiu ainda, outros
dois simpletos em 6+ 3,84 (6H; s), caracteristico de hidrogénios do grupo metoxila e
em o1 4,51 (2H; s) caracteristico de hidrogénios metilénicos. Através da analise dos
mapas de correlacdo heteronuclear HSQC (FIGURA 42) e HMBC (FIGURA 43)
puderam ser atribuidos os valores de '3C, e as correlagdes com seus respectivos
hidrogénios. Observou-se, inicialmente, a presenca de nove atomos de carbono,
sendo, dois carbonos aromaticos hidrogenados em d&c 105,4, um carbono aromatico
ndo hidrogenado em &c 133,3, trés carbonos arométicos oxigenados em &c 149,0,
135,7 e 149,0 (C-3, C-4 e C-5) e dois carbonos oxigenados sp3® (6c 56,7),
correspondentes aos carbonos dos grupos metoxila. Os hidrogénios aromaticos em
oH 6,64 (H-2 e H-6) mostraram correlagdo com os carbonos em 6¢ 133,3 (C-1), 6c 105,4
(C-6 e C-2, respectivamente), éc 149,0 (C-3 e C-5, respectivamente) e oc 65,5 (C-7).

Além destes, os hidrogénios em &+ 3,84, correspondentes aos dois grupos metoxila,
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mostraram correlacdo com os carbonos em 6c 149,0 (C-3 e C-5), Na TABELA 19 estdo
descritos os dados experimentais observados nos espectros e os dados relatados na
literatura. (JALALI-HERAVI et al., 2004; CHANG et al., 2013).

A analise do experimento de varredura, obtido no modo negativo de ionizagéo,
revelou o ion deprotonado de m/z 183,2 [M - H]. O ion deprotonado foi submetido a
fragmentacao através do experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 26) originando os
ions fragmentos de m/z 168,0 e 153,1 referente as perdas consecutivas de duas
unidades CHs. Observaram-se também os ions de m/z 137,1 referente a perda da
unidade CH20H e uma unidade CHs; m/z 136,0 a partir do pico base é referente a
perda de uma unidade de metoxila; e m/z 108,1 a partir do ion de m/z 124,0 é referente
a perda de uma molécula de agua.

Considerando-se o0 conjunto de dados analisados, o composto Bo-13 foi
elucidado como sendo o alcool siringico (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzenometanol)
(FIGURA 41).

FIGURA 41 — ESTRUTURA QUIMICA DE Bo-13 (ALCOOL SIRINGICO)

FONTE: O autor (2016).
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TABELA 19 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-13 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
Bo-72 Alcool Siringico®
Posicéo SH dc SH 8¢
(mult., J em Hz) (*3C) HMBC (mult., J em Hz) (*3C)
1 - 133,3 - - 132,1
2 6,64 2H, s 105,4 3,4,6,7 6,66 2H, s 103,9
3 - 149,0 - - 147,1
4 - 135,7 - - 134,2
5 - 149,0 - - 147,1
6 6,64 2H, s 105,4 2,3,4,57 6.66 2H, s 103,9
7 4,51 2H, s 65,5 1,2,6 4,53 2H, s 65,7
OCHs 3,84 6H, s 56,7 147,1 3,856H, s 56,3

FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: 2 Experimento realizado de RMN de *H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando

TMS como referéncia interna. As atribuicdes de dc foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; *: Dados da literatura de RMN de 'H (400 MHz, MeOD-ds) (CHANG et al., 2013) e de
RMN 13C (250 MHz, CDCls) (RALPH et al., 2004).

ESPECTRO 25 — ESPECTRO DE RMN DE H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO Bo-D_18/5 COM
OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-13
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FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 42 — MAPA DE CORRELAGCAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGCAO Bo-D_18/5

e

FIGURA 43 — MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGCAO Bo-D_18/5
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ESPECTRO 26 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (16 eV) DO ION DE m/z 183,2 DE Bo-13
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FONTE: O autor (2016).

O alcool siringico foi isolado anteriormente do caule de Celastrus rugosus
(CHANG et al.,, 2013), das cascas da raiz de Morus cathayana. (SHEN; LIN,
2001).Entretanto, esta é a primeira vez que o composto esta sendo identificado em

Baccharis.

5.3.14 Determinacao estrutural de Bo-14

Os espectros de RMN de 'H da fracdo Bo-D_19/6 (TABELA 2, pg. 55)
apresentaram sinais semelhantes aos identificados para o composto Bo-8, sugerindo,
inicialmente, que fossem a mesma substancia. Entretanto, apesar da estreita
similaridade o espectro de RMN de 'H (600 MHz, MeOD-ds) (ESPECTRO 27) de Bo-
14 foi analisado e revelou a presenca de um simpleto, com integracdo para trés
hidrogénios, em 6+ 3,88 (3H; s) correlacionando com o C-8. Com a analise dos outros
sinais, foi possivel observar a presenca de um simpleto integrando para um hidrogénio
em o1 6,62, caracteristico de hidrogénio olefinico ligado ao C-3 de flavonoides tipo
flavona. Além de dois dupletos com integracéo para dois hidrogénios, em &n 7,82 (2H;
d; J=8,8 Hz; H-2’ e H-6’) e em &1 6,92 (2H; d, J = 8,8 Hz, H-3’ e H5’) referentes a um
sistema de acoplamento de segunda ordem do anel para-substituido (anel B). O

espectro revelou, ainda, um simpleto em &+ 6,54, integrando para um hidrogénio.
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As atribuicdes de dc foram obtidas através da analise dos mapas de correlagéo
HSQC (FIGURA 45) e HMBC (FIGURA 46), onde foi possivel evidenciar a presenca
de uma carbonila conjugada em o&c 184,5, caracteristica do esqueleto tipo flavona.
Nestes experimentos, também foi possivel observar o acoplamento do hidrogénio em
oH 6,54 (H-6), com o carbono em &c 95,9 (C-6), bem como, do hidrogénio em o+ 6,62
(H-3) com o carbono em odc 103,6 (C-3). Os hidrogénios em 617,82 (H-2'; H-6)
mostraram correlacdo direta com o0s carbonos em d&c 1295 (C-6’; C-2,
respectivamente) e os hidrogénios em &+ 6,92 (H-3’; H-5’) com os carbonos em d&c
113,1 (C-5’; C-3’, respectivamente). As correlagdes a longa distancia entre hidrogénio
e carbono, observadas no experimento de HMBC, mostraram que o hidrogénio
aromatico em dH 6,54 (H-6) mostrou correlagdo com os carbonos em &c 154,8 (C-5),
6c158,9 (C-7), 6c 132,9 (C-8) e 6c 105,5 (C-10) e o hidrogénio olefinico em 6+ 6,62 (H-
3) mostrou correlacdo com os carbonos em 6c 166,5 (C-2), 6c 184,5 (C-4), éc 105,9
(C-10) e 6c 123,5 (C-1°). Além destas, ainda foi possivel observar as correlacdes dos
hidrogénios do anel para-substituido, onde, os hidrogénios em &+ 7,82 (H-2’; H-6’)
mostraram correlacdo com os carbonos em 6c 166,5 (C-2), dc 162,8 (C-4’) e 6c 129,6
(C-6’; C-2', respectivamente) e os hidrogénios em o6+ 6,92 (H-3’; H-5’) mostraram
correlagdo com os carbonos em 6c 123,5 (C-1’), 6c 162,8 (C-4’) e 6c 113,1 (C-5’; C-3/,
respectivamente). A analise do experimento de varredura, no modo negativo de
ionizacao, revelou o ion deprotonado de m/z 299,2 [M - H]". A fragmentacédo deste ion
através do experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 28) originou o ion fragmento de
m/z 284,1 referente a perda de uma unidade CHs.

Comparando os dados de RMN de 'H e de espectrometria de massas obtidos
com os dados descritos na literatura (TABELA 20) (AMEDDAH et al., 2007) foi possivel
propor que Bo-14 trata-se do flavonoide 8-metoxiapigenina (4',5,7-trihidroxi-8-
metoxiflavona) (FIGURA 44).
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FIGURA 44 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo0-13 (8-METOXIAPIGENINA)

OH

OH o)
FONTE: O autor (2016).

TABELA 20 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-14 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
Bo-142 8-Metoxi ApigeninaP
Posicéo SH dc SH Sc+
(mult., J em Hz) (13C) HMBC (mult., J em Hz) (13C)
2 - 166,5 - - *
3 6,62 1H, s 103,6 2,4,10,1' 6,65 1H, s *
4 - 184,5 - - *
5 - 154,8 - - *
6 6,54 1H, s 95,9 5,7,8,9 6,55 1H, s *
7 - 158,9 - - *
8 - 132,9 - - *
9 - * - - *
10 - 105,9 - - *
1' - 123,5 - - *
2 7,82 2H, d (8,8) 129,5 2,3,6' 7,85 2H, d, (8,8) *
3 6,92 2H, d (8,8) 113,1 1,45 6,93 2H, d, (8,8) *
4' - 162,8 - *
5 6,92 2H, d, (8,8) 113,1 1,34 6,93 2H, d, (8,8) *
6 7,82 2H, d (8,8) 129,5 2,2'3" 7,85 2H, d, (8,8) *
OCHs 3,88 3H, s 61,0 8 3.68 3H, s *

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2: Experimento realizado de RMN de 'H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de 6c foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; *: Dados da literatura de RMN de 'H (250 MHz, MeOD) (AMEDDAH et al., 2007).

Sc+ Dados nao relatados na literatura.
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ESPECTRO 27 — ESPECTRO DE RMN DE 1H (600 MHZ, MeOD-d6) DA FRACAO Bo-D_19/6 COM
OS SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-13
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FONTE: O autor (2016).

FIGURA 45 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO Bo-D_19/6
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FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 46— MAPA DE CORRELACAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGAO Bo-D_19/6
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FONTE: O autor (2016).

ESPECTRO 28 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (19 eV) DO ION DE m/z 299,2 DE Bo-14
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FONTE: O autor (2016).

Conforme levantamento este composto tem poucos relatos na literatura, como
em Scutellaria baicalensis Georgi (TSAI et al., 2015), e Chrysanthemum fuscatum
Desf. (AMEDDAH et al., 2007), e apresentou as atividades anti-inflamatoéria (TSAI et
al., 2015) e antiviral. (NAGAI et al., 1995).
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5.3.15 Determinacao estrutural de Bo-15

O espectro de RMN de *H (600 MHz, DMSO-ds) (ESPECTRO 29) da Bo-Ae_3
(TABELA 3, pg. 56) foi consistente com a presenca de um composto glicosilado. A
presenca de um dupleto em 614,92 (1H; d; J = 7,3 Hz; H-17) caracterizou o sinal de
ressonancia referente ao hidrogénio anomérico de uma molécula de agucar. O valor
tipico da constante de acoplamento do hidrogénio (J = 7,3 Hz) e a sua multiplicidade
sugerem uma unidade B-D-glicose. (ROSLUND et al., 2008). O valor do deslocamento
quimico do carbono anomérico em 6c 102,1 indica que a ligagcdo da molécula de
glicose a porgcdo aglicona ocorreu através de uma ligacdo O-glicosidica. Foram
observados ainda, dois dupletos em 6+ 7,06 (1H; d; J = 2,1 Hz; H-2) e 61 6,76 (1H; d;
J = 8,1 Hz; H-5), e um duplo dupleto em 61 7,02 (1H; dd; J = 8,1; 2,1 Hz; H-6); além
de um simpleto em &+ 6,74 (2H; s) integrando para dois hidrogénios. Os dados
descritos acima sugerem fortemente a presenca de dois anéis aromaticos, que foram
designados como A e B (FIGURA 47). Adicionalmente, foram observados, um
simpleto em 6+ 5,10 (2H; s; H-7'a e H-7’b), caracteristico de hidrogénios carbindlicos
e dois dupletos, tipicos de hidrogénios olefinicos, com deslocamento quimico em
817,56 (1H; d; J = 15,9 Hz) e 81 6,34 (1H; d; J = 15,9 Hz).

As atribuicGes dos valores de 13C foram realizadas com o auxilio dos mapas de
correlacdo HSQC (FIGURA 48) e HMBC (FIGURA 49). Através destas andlises
evidenciou-se a presenca de 24 atomos de carbonos, em 6c 166,3; 152,4; 152 4;
148,3; 145,4; 145,1; 134,1; 131,5; 125,3; 121,3; 115,3; 114,5; 113,1; 106,6; 106,6;
102,1; 76,7; 76,7; 73,7; 69,4; 65,4; 60,4; 56,4 e 56,4; reforcando a hipotese do
esqueleto carbdnico com nucleo fundamental Ces-Cs-Cs ligado a uma unidade de
acucar. Através do mapa de correlagdo a longa distancia (HMBC), observou-se a
correlacéo do hidrogénio anomérico (H-1") com o carbono em &c 134,1 (C-1’), sendo
possivel confirmar a ligacdo da unidade de B-glicose com o anel B, presente na
molécula. Aléem deste, observou-se também, a correlacdo dos hidrogénios em &+ 6,74
(H-2’ e H-6’) com o carbono em &c 65,4 (C-7’); os hidrogénios carbindlicos em 6+ 5,10
(H-7’a e H-7’b) apresentaram correlagao com o carbono da carbonila em 6c 166,3 (C-
9), evidenciando a ligac&o entre os anéis A e B da molécula.

A formula molecular C24H28012 foi confirmada com base nos dados obtidos

pelo experimento de varredura de alta resolu¢cdo, modo negativo de ionizagao, o qual
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apresentou o ion deprotonado de m/z 507,1556 [M — H]. No experimento de ESI-
EM/EM (ESPECTRO 30) foram observados dois ions fragmentos de m/z 345,1093
referente a perda da unidade cafeoil (CoHsO4) e de m/z 179,0638 referente a perda da
unidade glucopiranosil-dimetoxibenzil (C15H200s).

As informacdes obtidas através da andlise dos espectros de RMN 1D e 2D e
espectrometria de massas, aliadas a comparacdo com valores da literatura
(OLIVEIRA et al.,, 2003), descritos na TABELA 21, permitiram caracterizar a
substancia Bo-14 como sendo cafeato de 4'-O-B-D-glucopiranosil-3',5'-
dimetoxibenzila (FIGURA 45).

Este composto foi identificado, também, nas fragcdes Bo-D_20/5, Bo-D_20/6,
Bo-D_20/7 (TABELA 2, pg. 55), Bo-Ae_4, Bo-Ae_5 (TABELA 3, pg. 56), Bo-Aqg_6, Bo-
Ag_7 e Bo-Aq_9 (TABELA 4, pg. 56).

FIGURA 47 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-15 (CAFEATO DE 4'-O-B-D-
GLUCOPIRANOSIL-3',5'-DIMETOXIBENZILA)

FONTE: O autor (2016).

TABELA 21 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-15 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
(continua)
Cafeato de 4'-O-B-D-
Bo-15? glucopiranosil-3',5'-
PosigE0 dimetoxibenzila®
)
; 8¢ HMBC O 8

(mult., J em Hz) (*3C) (mult., J em Hz) (*3C)
1 - 125,3 - - 127,0
2 7,06 1H, d, (2,1) 114,5 46,7 7,70 116,6
3 - 145,4 - - 148,0
4 - 148,3 - - 151,0
5 6,76 1H, d, (8,1) 115,3 1,34 7,20 1H, m 117,0
6 7,02 1H, dd, (8,1; 2,1) 121,3 1,2,7 7,20 1H, m 117,0
7 7,563 1H, d, (15,9) 145,1 1,2,6,9 8,20 1H, d, (15,8) 147,0
8 6,34 1H, d, (15,9) 113,1 1,79 6,70 1H, d, (15,8) 115,4
9 - 166,3 - - 168,0
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TABELA 22 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-15 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
(concluséo)
Cafeato de 4'-O-B-D-
Bo-152 glucopiranosil-3',5'-
Posicao dimetoxibenzila®
B 8¢ HMBC O
(mult., J em Hz) (*3C) (mult., J em Hz) (*3C)
1 - 131,5 - - 133,0
2' 6,74 1H, s 106,6 3,467 6,90 1H, s 108,0
3 - 152,4 - - 154,0
4 - 134,1 - - 136,0
5' - 152,4 - - 154,0
6' 6,74 1H, s 106,6 2'4'5.7 6,90 1H, s 108,0
7 5,10 2H, s 65,4 1'2''5'9 5,30 2H, s 67,0
OCHjs 3,77 6H, s 56,4 152,4 3,80 6H, s 57,3
1" 4,92 1H, d (7,3) 102,1 4'5" 5,8 1H, d, (7,0) 105,6
2" 321m 73,7 3" 4,38 4H, m 76,8
3" 3,20 m 76,7 2" 4,38 4H, m 79,4
4" 3,14 m 69,4 3" 4,38 4H, m 72,4
5" 3,64 m 76,7 1"4" 3,90 1H, m 79,1
6"a 341 m 60,4 - 4,38 4H, m 63,4
6"b 3,60 m 60,4 4" 4,41 1H, m 63,4

FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: 2; Experimento realizado de RMN de H, HSQC e HMBC (600 MHz, DMSO-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de dc foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; *: Dados da literatura (500 MHz, MeOD-d,4) de acordo com OLIVEIRA e colab., 2003.



131

ESPECTRO 29 — ESPECTRO DE RMN DE !H (600 MHZ, DMSO-ds) DA FRACAO Bo-Ae_3 COM OS
SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-15
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FONTE: O autor (2016).

FIGURA 48 — MAPA DE CORRELACAO DE HSQC (600 MHZ, DMSO-ds) DA FRACAO Bo-Ae_3
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FONTE: O autor (2016).



132

FIGURA 49 — MAPA DE CORRELAGAO DE HMBC (600 MHZ, DMSO-ds) DA FRAGAO Bo-Ae_3
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FONTE: O autor (2016).
ESPECTRO 30 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (24 eV) DO {ON DE m/z 507,1556 DE Bo-15
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FONTE: O autor (2016).

De acordo com a literatura o composto cafeato de 4'-O-B-D-glucopiranosil-
3',5'-dimetoxibenzila apresenta atividade antioxidante e, foi relatado uma Unica vez
em Baccharis articulata, pertencente, também, a secdo Caulopterae. (OLIVEIRA et
al., 2003).

5.3.16 Determinacao estrutural de Bo-16

Os sinais de ressonancia observados no espectro de RMN de 'H (600 MHz,
MeOD-ds) (ESPECTRO 31) da fracdo Bo-Ae_5 (TABELA 3, pg. 56) revelou dois
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dupletos, com integragao para dois hidrogénios, em on 8,05 (2H; d; J = 8,8 Hz; H-2’ e
H-6') e em on 6,89 (2H; d, J = 8,8 Hz, H-3' e HY5’) referentes a um sistema de
acoplamento de segunda ordem do anel para-substituido (anel B). Também foi
visualizado no espectro um par de dupletos em oH 6,22 (1H; d; J = 2,1 Hz; H-8) e
oH 6,40 (1H; d; J = 2,1 Hz; H-6), caracteristicos de hidrogénios aromaticos com padréo
de acoplamento do tipo meta.

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos carbonos (6c) foram obtidas
através da andlise dos mapas de correlacdo HSQC (FIGURA 51) e HMBC (FIGURA
52), onde foi possivel evidenciar a presenca de uma carbonila conjugada em 6c 177,4.
Nestes experimentos, também foi possivel observar a correlagdo do hidrogénio em
dH 6,22 (H-8), como o carbono em &c 99,7 (C-8), bem como, do hidrogénio em &+ 6,40
(H-6) com o carbono em &¢ 95,0 (C-6).

Os hidrogénios em &1 8,05 (H-2’; H-6’) mostraram correlagao direta com os
carbonos em &c 132,5 (C-6’; C-2’, respectivamente) e os hidrogénios em 61 6,89 (H-
3’; H-5’) com os carbonos em &c 116,4 (C-5'; C-3’, respectivamente). As correlagdes
a mais de uma ligacdo entre hidrogénio e carbono, observadas no experimento de
HMBC, mostraram que o hidrogénio aromatico em 61 6,22 (H-8) mostrou correlagéo
com os carbonos em &c 95,0 (C-6), 6c 106,0 (C-10) e 6c 163,8 (C-9) Além destas,
ainda foi possivel observar as correlagées dos hidrogénios do anel para-substituido,
onde os hidrogénios em &n 8,05 (H-2’; H-6") mostraram correlagdo com os carbonos
em oc 158,8 (C-2), éc 161,3 (C-4’) e oc 132,5 (C-6’; C-2°, respectivamente). Os
hidrogénios em &n 6,89 (H-3’; H-5") mostraram correlacdo com os carbonos em
oc 122,8 (C-1'), 6c 161,3 (C-4’) e 6c 116,4 (C-5'; C-3’, respectivamente).

A analise do experimento varredura, modo negativo de ionizacao, revelou o
ion deprotonado de m/z 285,2 [M - H]. No experimento ESI-EM/EM (ESPECTRO 32)
o ion deprotonado foi fragmentado originando os ions fragmentos de m/z 267,0
referente a saida de uma molécula de agua, de m/z 133,1 referente a perda da
unidade C7H404e de m/z 93,1 referente a saida da unidade CoH4Os. (HE et al., 2013).

A combinacdo de todos os dados espectroscopicos apresentados e a
comparacdo com dados disponiveis na literatura (TABELA 22) (LI et al., 2016)
permitiram identificar o composto Bo-16 (CisHi00s) como sendo o flavonoide
kaempferol (FIGURA 50)
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Este composto foi identificado, também, nas Bo-Aq_7 e Bo-Aq_9 (TABELA 4,

pg. 56).

FIGURA 50 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-16 (KAEMPFEROL)

OH
FONTE: O autor (2016).

TABELA 23 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-16 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
Bo-162 Kaempferol®
Posicéo SH dc OH dc

(mult., J em Hz) (13C) HMBC (mult., J em Hz) (13C)
2 - 158,8 - - 157,6
3 - 137,2 - - 136,5
4 - 177,4 - - 176,7
5 - 162,9 - - 162,0
6 6,22 1H, d, (2,1) 99,7 5,7,8,10 6,19 1H, d, (2,0) 98,6
7 - 166,0 - 165,1
8 6,40 1H, d, (2,1) 95,0 5,6,7,9,10 6,38 1H, d, (2,0) 84,1
9 - 163,8 - - 157,63
10 - 106,0 - - 103,9
1 - 122,8 - - 122,3
2' 8,05 2H, d, (8,8) 132,5 2,46 8,05 2H, d, (9,0) 130,1
3 6,89 2H, d, (8,8) 116,4 1,45 6,89 2H, d, (9,0) 115,8
4 - 161,3 - - 160,0
5' 6,89 2H, d, (8,8) 116,4 1,34 6,89 2H, d, (9,0) 115,8
6 8,05 2H, d, (8,8) 132,5 2,24 8,05 2H, d, (9,0) 130,1

FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: &: Experimento realizado de RMN de *H, HSQC e HMBC (600 MHz, MeOD-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de 3c foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; P: Dados da literatura (400 MHz, DMSO-dg) de acordo com LI e colab., 2016.
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ESPECTRO 31 — ESPECTRO DE RMN DE !H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO Bo-Ae_5 COM OS
SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-16
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FONTE: O autor (2016).

FIGURA 51 - MAPA DE CORRELAGAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO Bo-Ae_5
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FIGURA 52— MAPA DE CORRELAGCAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGCAO Bo-Ae_5
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FONTE: O autor (2016).

ESPECTRO 32 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (38 eV) DO ION DE m/z 285,2 DE Bo-16
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FONTE: O autor (2016).

O kaempferol foi isolado anteriormente de diferentes fontes vegetais, dentre
elas podemos destacar Capparis aegyptia Lam., C. orientalis Veill. (AICHI-YOUSFI et
al., 2016), Fraxinus angustifélia Vahl (AYOUNI et al., 2016), Platanus orientalis L.
(THAI et al., 2016), Ginkgo biloba L. (BECK; STENGEL, 2016), Prunus cerasus L.,
Ribes nigrum L. (NOWAK et al., 2016) e Hydrolea zeylanica (L.) Vahl. (BORKAR et
al., 2015). Em Baccharis foi identificado em B. dentata (SARTOR et al., 2013), B. illinita
(VERDI et al.,, 2004), B. pseudotenuifolia (MOREIRA et al., 2003), B. retusa.

(GRECCO et al., 2012). Entretanto, esta sendo relatado pela primeira vez na se¢ao
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Caulopterae. Este composto exibe algumas atividades biologicas importantes, entre
elas, antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral (NGUYEN et al., 2003;
KAMPKOTTER et al., 2007; KIM et al., 2010; AICHI-YOUSFI et al., 2016; NAYIK;
NANDA, 2016), estimulante da diferenciacdo osteogénica (GUO et al., 2012), protetor
contra perda 6ssea pos menopausa (PANG et al., 2006), antimicrobiana (ESCANDON
et al., 2016), e hipoglicemiante. (AL-NUMAIR et al., 2015).

5.3.17 Determinacao Estrutural de Bo-17

O espectro de RMN de H (600 MHz, MeOD-ds) (ESPECTRO 33) da fracéo
Bo-Ae_8 (TABELA 3, pg. 56) apresentou quatro dupletos em &1 6,27 (1H; d;
J=15,6 Hz; H-8"), 81 6,35 (1H; d; J = 15,8 Hz; H-8'), 817,58 (1H; d; J = 15,9 Hz; H-
7”) e 817,63 (1H; d; J = 15,8 Hz; H-7’), tipicos de hidrogénios olefinicos com
configuracdo trans. Observaram-se ainda quatro dupletos em o6n 6,74 (1H; d;
J=8,1Hz; H-5"), 61 6,79 (1H; d; J = 8,1 Hz; H-5’), 61 7,05 (1H; d; J = 2,0 Hz; H-27),
oH 7,07 (1H; d; J = 2,0 Hz; H-2’) e dois duplos dupletos 6+ 6,97 (1H; dd; J =8,1; 2,1 Hz;
H- 6”) e 61 6,97 (1H; dd; J = 8,1; 2,1 Hz; H-6’), indicando a ocorréncia de dois anéis
aromaticos 1,3,4- trissubstituidos, o que permitiu sugerir a presenca de duas unidades
cafeoila. Os hidrogénios oximetinicos em 6+ 3,99 (1H; dd; J = 7,5; 3,3 Hz; H-4), 1 5,41
(1H; m; H-3) e 61 5,44 (1H; ddd; J = 7,0; 3,9; 3,3 Hz; H-5), e o0 conjunto de sinais de
hidrogénios metilénicos em 612,12 (1H; m; H-2a e 2b), 2,18 (1H; dd; J = 13,7, 7,0 Hz;
H-6a e 6b), sugerem a presenca de uma molécula de acido quinico.

Todas as atribuicGes dos valores de *3C foram realizadas com o auxilio dos
mapas de correlagdo heteronuclear HSQC (FIGURA 54) e HMBC (FIGURA 55).
Através destes experimentos foi possivel evidenciar a presenca de 25 atomos de
carbonos, incluindo duas carbonilas de éster em &c 168,3 e 168,7, uma carbonila de
acido carboxilico em 6c 177,0; seis carbonos arométicos (6c 115,0; 116,5; e 123,0),
dois carbonos arométicos substituidos (6c 127,6), quatro carbonos aromaticos
oxigenados (dc 146,5; e 149,3), quatro carbonos olefinicos (6c 115,1; 115,6; 147,0 e
147,3), trés carbonos oxigenados sp2 (6c 70,6; 72,0 e 72,6), um carbono oxigenado
sp® (8¢ 74,5) e dois metilénicos (5c 36,1 e 38,4).

As correlagbes observadas, no experimento de HMBC, do hidrogénio em
oH 5,44 (H-5) com o carbono em &c 168,3 (C-97); e do hidrogénio em &+ 5,41 (H- 3)
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com o carbono em o&c 168,7 (C-9’) estabeleceram a ligagdo dos grupos cafeoila a
molécula de &cido quinico. As posicdes axial ou equatorial dos grupos cafeoila foram
definidas com base nos valores dos deslocamentos quimicos e das constantes de
acoplamento dos hidrogénios H-3, H-4 e H-5. Os valores das constantes de
acoplamento permitiram indicar a ocorréncia de um acoplamento axial-equatorial entre
H-4 e H-5 (J = 3,3 Hz), axial-axial entre H-4 e H-3 (J = 7,1 Hz), caracterizando,
possivelmente, uma orientacdo 3-equatorial 5-axial para as unidades cafeoila e
equatorial para a hidroxila da posicéo C-4.

O experimento de varredura, obtido no modo negativo de ionizagéo revelou a
presenca do ion deprotonado de m/z 515,1 [M — HJ-. A presenca dos ions fragmentos,
obtidos através do experimento ESI-EM/EM (ESPECTRO 34) deste ion, resultou no
ion de m/z 353,3 referente a perda de uma unidade C¢H7Og3; do ion fragmento de
m/z 191,2 referente a perda do &cido quinico (C7H1106); e do ion fragmento de
m/z 179,1 referente a perda de uma unidade cafeoila. Na literatura &€ possivel
encontrar seis isdbmeros posicionais com essa estrutura basica (1,3-diACQ; 1,4-
diACQ; 1,5-di-ACQ; 3,4-diIACQ; 3,5-diIACQ e 4,5-diIACQ) e com a formula molecular
C2sH24012. Embora seus perfis de fragmentacdo sejam bastante similares, € possivel
realizar a identificacdo destes isbmeros baseado na abundancia relativa dos ions
fragmentos obtidos. Foi possivel observar no experimento de ESI-EM/EM
(FIGURA 34) que o ion fragmento de m/z 191,1 apresentou uma abundancia relativa
maior que o ion fragmento de m/z 179,1. Sendo possivel confirmar a estrutura para o
acido 3,5-O-dicafeoilquinico. (CLIFFORD et al., 2003, 2006; GOUVEIA et al., 2013).

Através da interpretacdo dos dados obtidos da fracdo Bo-Ae_8 através dos
espetros de RMN de 'H (TABELA 23), mapas de correlacdo HSQC (FIGURA 54) e
HMBC (FIGURA 55) e experimentos de massas foi possivel sugerir que a substancia
Bo-17 é o &acido 3,5-O-dicafeoilquinico (FIGURA 53), um derivado do &cido
clorogénico. (GAO et al., 2008; AN et al., 2008).

Este composto foi identificado, também, na fracdo Bo-Aq_9 (TABELA 4, pg.
56).
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FIGURA 53 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo-17 (ACIDO 3,5-O-DICAFEOILQUINICO)

FONTE: O autor (2016).

TABELA 24 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-17 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
(continua)
Bo-162 Acido 3,5-O-dicafeoilquinico®
Posicao oH oc HMBC o oc

(mult., J em Hz) (*3C) (mult., J em Hz) (*3C)
1 - 74,5 - - 74,2
2a 2,12 1H, m 38,4 3,7 2,131H, m 36,8
2b 2,12 1H, m 38,4 3,7 2,13 1H, m 36,8
3 5,41 1H, dm (7,1) 72,0 1,2,5,9 542 1H, m 73,9
4 3,99 1H, dd (7,1; 3,3) 70,6 3,6 3,96 1H, dd,( 7,6; 3,2) 71,8
5 5,44 1H, ddd, (7,0; 3,9; 3,3) 72,6 1,6,9" 541 1H, m 71,9
6a 2,18 1H, dd, (13,7; 3,9) 36,1 1,4,5,7 2,22 1H, m 40,0
6b 2,18 1H, dd, (13,7; 7,0) 36,1 1,4,5,7 2,221H, m 40,0
7 - 177,0 - - 178,3
1 - 128,0 - - 121,8
2' 7,07 1H, d, (2,1) 115,0 3,46 7,06 1H, d, (2,2) 115,8
3 - 146,5 - - 146,3
4 - 149,3 - - 149,2
5' 6,79 1H, d, (8,1) 116,5 1,34 6,88 1H, d, (8,1) 115,2
6' 6,97 1H, dd, (8,1;2,1) 123,1 247 6,96 1H, dI, (8,1) 126,1
7 7,63 1H, d, (15,8) 147,0 2'6'9' 7,61 1H, d (16,0) 145,2
8' 6,35 1H, d, (15,8) 115,6 19 6,35 1H, d, (16,0) 116,4
9' - 168,7 - - 167,1
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TABELA 23 — DADOS DE RMN DE !H, 3C E HMBC DE Bo-17 EM COMPARACAO COM A

LITERATURA
(concluséo)
Bo-162 Acido 3,5-O-dicafeoilquinico®
Posicéo Su &¢c HMBC SH Sc

(mult., J em Hz) (*3C) (mult., J em Hz) (*3C)

1" - 127,6 - - 121,5
2" 7,05 1H, d, (2,0) 115,0 3".4",6" 7,05 1H, d, (2,2) 115,7
3" - 146,5 - - 146,2
4" - 149,3 - - 149,0
5" 6,74 1H, d, (8,1) 116,5 1",3",4" 6,77 1H, d, (8,1) 115,1
6" 6,96 1H, dd, (8,1; 2,1) 123,0 2" 47" 6,95 1H, dI, (8,1) 126,0
7" 7,58 1H, d, (15,6) 147,3 2",6".9" 7,57 1H, d (16,0) 1449
8" 6,27 1H, d, (15,6) 115,1 1",9" 6,26 1H, d, (16,0) 116,3
9" - 168,3 - - 166,9

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: 2; Experimento realizado de RMN de H, HSQC e HMBC (600 MHz, DMSO-ds), utilizando
TMS como referéncia interna. As atribuicdes de dc foram obtidas através da andlise de espectros de
HSQC e HMBC; ®: Dados da literatura de RMN de H (500 MHz, MeOD-d4) (GAO et al., 2008) e de
RMN de 3C (125 MHz, MeOD) (AN et al., 2008).

ESPECTRO 33 — ESPECTRO DE RMN DE *H (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRAGCAO Bo-Ae_8 COM OS
SINAIS INTEGRADOS PARA Bo-16
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FIGURA 54 — MAPA DE CORRELAGCAO DE HSQC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO Bo-Ae_8
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FONTE: O autor (2016).

FIGURA 55 — MAPA DE CORRELAGAO DE HMBC (600 MHZ, MeOD-ds) DA FRACAO Bo-Ae_8
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ESPECTRO 34 — EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (17 eV) DO iON DE m/z 515,3 DE Bo-17
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FONTE: O autor (2016).

O é&cido 3,5-dicafeoilquinico ja foi identificado, anteriormente, em muitas
espécies vegetais, como Tussilago farfara L. (WU et al., 2016), Kalimeris indica (L.)
Sch.Bip. (ZHONG et al., 2015), Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni (BARROSO et al.,
2016), Coleostephus myconis (L.) Cass. (BESSADA et al., 2016), Salicornia
herbacea L. (CHO et al., 2016), incluindo diversas Baccharis, entre elas, B. chilco
Kunth, B. gaudichaudiana, B. incarum (Wedd.) Perkins, B. retusa, B. trimera (AKAIKE
et al., 2003; ZAMPINI et al., 2009; ABOY et al., 2012; GRECCO et al., 2012; ARGOTI
et al., 2013).

A este composto sdo atribuidas inUmeras atividade bioldgicas, entre as quais
pode-se citar, atividade antitussigena e expectorante quando combinado com os
outros derivados dicafeoilquinicos (WU et al.,, 2016), atividade citoprotetora
(STOJAKOWSKA et al.,, 2016), atividade anti-HIV (MCDOUGALL et al., 1998;
TAMURA et al., 2006; HEYMAN et al., 2015), hepatoprotetora (AN et al., 2008),
vasodilatadora (PUEBLA et al., 2011), antitromboética (SATAKE et al., 2007),
hipoglicemiante (OLENNIKOV; KASHCHENKO, 2014), antioxidante (HUSSAIN et al.,
2014), analgésica (SANTOS et al., 2005) e antimicrobiana (ZHU et al., 2004).

5.3.18 Determinacao estrutural de Bo-18

A substéncia Bo-18 foi identificada na fragdo Bo-D_17 (TABELA 1, pg. 54)

como a cumarina 7-hidroxi-6-metoxicumarina (Escopoletina) (FIGURA 56). Através da
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andlise do experimento de varredura, no modo positivo de ioniza¢do, observou-se a
presenca do ion protonado de m/z 193 [M + H]*. A fragmentacédo deste ion, através
do experimento de ESI-EM/EM (ESPECTRO 35), originou os ions fragmentos de m/z
178,2, referente a perda da metila e m/z 133,1 referente a perda da molécula de COz2

o qual é considerado o ion diagndstico do nacleo das cumarinas. (ZENG et al., 2015).

FIGURA 56 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO Bo0-18 (ESCOPOLETINA)

FONTE: O autor (2016).

ESPECTRO 35 — EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (22 eV) DO iON DE m/z 193,2 DE Bo-18
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FONTE: O autor (2016).

A identificagdo de cumarinas em Baccharis ndo é comum, entretanto, existem
alguns relatos da presenca da anisocoumarina H, 7-geraniloxicoumarina e diversinina,
em B. darwinii Hook. & Arn. (KURDELAS et al., 2010) e da esculina em B. magellanica
(Lam.) Pers. e B. tricuneata.(CORDERO et al., 2004).

A escopoletina foi relatada apenas em B. tola Phil. (MARTIN et al., 1980), B.
tricuneata (L.f.) Pers. (WAGNER et al., 1978), B. megapotamica (JARVIS et al., 1986),
B. salicifolia (DEL CORRAL et al., 2012) e B. burchellii. (BRESSAN, 2014). A esta
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cumarina sdo atribuidas diversas atividades bioldgicas, entre elas estdao atividade
antimicrobiana (GUTKIND et al., 1984; MELO et al., 2001; WENIGER et al., 2005;
GNONLONFIN et al., 2011), inibidor da agregacéao plaquetaria (CHAVES et al., 2010),
antiviral (CHONG et al., 2002), anti-inflamatoéria (DING et al., 2008), antiproliferativa
(LIU et al, 2001; MANUELE et al, 2006), inibidor da acetilcolinesterase
(KHUNNAWUTMANOTHAM et al., 2016) e inibidor da monoamino-oxidase. (BASU et
al., 2016).

5.3.19 Determinacao estrutural de Bo-19

A substancia Bo-19 foi identificada na fracdo Bo-Ae_10 (TABELA 4, pg. 56)
como um dos derivados do acido tricafeoilquinico (acido 1,3,5-tricafeoilquinico ou
acido 3,4,5-tricafeoilquinico) (FIGURA 57). A fragmentagcdo do ion deprotonado de
m/z 677,4 [M - H], através do experimento ESI-EM/EM (ESPECTRO 36) no modo
negativo de ionizagdo, originou os ions fragmentos de m/z 515,3, caracteristico dos
derivados dicafeoilquinicos e referente a perda da primeira unidade CoH7zO3; m/z 353,2
referente a perda da segunda unidade CoH7O3; e do ion de m/z 191,2 referente a perda
do acido quinico (C7H110e). Uma caracteristica importante dos derivados
tricafeoilquinicos é a presenca dos ions de m/z 497,3 referente a perda da unidade
cafeoila e uma molécula de agua correspondente a via de fragmentacao do acido 3,5-
dicafeoilquinico e de m/z 173,3 referente a perda do acido quinico e uma molécula de
adgua. (CLIFFORD et al., 2003; SCHRAM et al., 2004; HAN et al., 2009).
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FIGURA 57 — ESTRUTURA QUIMICA DOS DERIVADOS DO ACIDO TRICAFEOILQUINICO
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FONTE: O autor (2016).

ESPECTRO 36 - EXPERIMENTO DE ESI-EM/EM (22 eV) DO ION DE m/z 677,4 DE Bo-19
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FONTE: O autor (2016).

Os derivados do acido tricafeoilquinico s&o comuns em Asteraceae, entretanto
a identificacdo destes derivados em misturas complexas enfrenta algumas

dificuldades em relacdo a distincdo de seus isbmeros de posicdo, principalmente
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quando encontrados em baixa concentracdo nos extratos vegetais. O
desenvolvimento de protocolos para utilizacdo da técnica de CLAE-EM/EM tem
auxiliado essa distingdo. (CLIFFORD et al., 2003, 2006, 2007). Em Baccharis o &cido
3,4,5-tricafeoilquinico foi identificado em B. trimera (ABOY et al., 2012). Ao isdmero
3,4,5-tricafeoilquinico sdo atribuidas atividades biolégicas importantes, como
hipoglicemiante (MATSUI et al., 2002; ISLAM, 2006), anti-HIV (MAHMOOD et al.,
1993), antimutagénica e anticarcinogénica.(ISLAM et al., 2003). Segundo Islam (2006)
a funcao fisiologica dos derivados trissubstituidos do acido cafeoilquinico sdo mais

eficazes em relacdo aos monossubstituidos.

5.4 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DOS INDIVIDUOS MASCULINOS E
FEMININOS DE B. aracatubaensis E B. organensis

O oleo essencial das inflorescéncias de individuos masculinos e femininos de
B. aracatubaensis e B. organensis foi extraido por hidrodestilacao e analisado por CG-
EM. Os o6leos obtidos apresentaram coloracdo amarelo claro e os rendimentos,
calculados em relagdo ao peso seco do material vegetal, foram de 0,2% e 0,1% para
B. aracatubaensis masculina (Ba-OM) e B. aracatubaensis feminina (Ba-OF),
respectivamente, e 0,1% para ambos os individuos de B. organensis (Bo-OM e Bo-
OF).

A caracterizacdo dos 6leos essenciais foi baseada pela comparacdo do
espectro de massas da substancia (EM) e do indice de retencédo (IR) com dados
reportados na literatura (ADAMS, 2007) e também pela biblioteca NIST (Instituto
Nacional de Padrbes e Tecnologia). Os cromatogramas de Ba-OM, Ba-OF, Bo-OM e
Bo-OF com seus respectivos picos estdo demonstrados nas FIGURA 58 e FIGURA
59 e a composic¢ao quimica dos 6leos essenciais esta descrita na TABELA 24.

Conforme observado nas FIGURAS 58 e 59 e na TABELA 24 houve diferenca
na composicado quimica do oOleo das inflorescéncias do individuo masculino de B.
aracatubaensis quando comparado ao individuo feminino da mesma espécie; e
também observou-se diferenca na composicdo quimica do Oleo das inflorescéncias
do individuo feminino de B. organensis quando comparado ao individuo masculino da

mesma espécie.
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FIGURA 58 - CROMATOGRAMAS DE Ba-OM E Ba-OF
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FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 59 — CROMATOGRAMAS DE Bo-OM E Bo-OF
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FONTE: O autor (2016).
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TABELA 25 — COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAS DAS INFLORESCENCIAS DOS
INDIVIDUOS MASCULINOS E FEMININOS DE B. aracatubaensis MALAG. E B.
organensis BAKER

B. B.
Compostos IR® IRP aracatubaensis organensis
Masc. Feminina Masc. Feminina
1  a-thujeno 930 929 2,3 - 0,6 0,3
2 Sabineno 970 971 25 - 0,3 2,9
3  Limoneno 1024 1024 55 - - 3,6
4 qo-terpinoleno 1088 1085 - - - 0,5
5 o-terpineol 1189 1189 - - - 1,0
7  Ciclosativeno 1371 1370 1,3 1,6 0,2 0,2
8  B-cubebeno 1387 1384 0,4 0,4 - -
9 B-elemeno 1390 1388 0,4 0,7 0,6 0,6
10 Sibireno 1400 1403 0,4 0,4 - -
11 B-cariofileno 1418 1414 10,9 12,7 1,1 2,0
12 a-trans-bergamoteno 1431 1430 - - 0,2 0,3
13 Aromadendreno 1439 1434 - - 1,2 1,2
14 g-cariofileno 1452 1449 0,8 0,9 0,2 2,5
15 Allo-aromadendreno 1460 1456 - 0,2 0,4 0.2
16  y-muuroleno 1477 1477 21,4 23,9 6,8 10,4
17 a-amorfeno 1484 1482 - - 0,3 -
18 Germacreno D 1485 1487 0,2 - - -
19 Biciclogermacreno 1494 1493 21,4 21,7 15,2 15,1
20  a-muuroleno 1500 1504 0,9 1,3 0,4 0,7
21 B-bisaboleno 1505 1501 0,6 0,6 - -
22  §-cadineno 1523 1521 6,6 8,2 2,1 3,1
23 a-calacoreno 1545 1542 - - 0,3 0,4
24  Hedicariol 1546 1548 1,0 - - -
25 B-germacreno 1556 1554 0,7 0,7 1,4 3,4
26  Globulol 1570 1565 - - 1,6 1,6
27 Espatulenol 1575 1576 2,9 3,9 4,6 4,5
28 Epiglobulol 1578 1582 - - 7.4 6,4
39 Viridiflorol 1590 1590 - - 23,0 11,9
30 Ledol 1602 1602 1,3 1,9 3,9 48
31 1-epi-cubenol 1628 1628 1,0 1,2 2,0 2,7
32 cis-Z-a-bisaboleno epéxido 1640 1638 - - 1,6 1,1
33  t-muurolol 1642 1642 3,2 3,8 1,2 2,2
34  o-himacheleno 1649 1652 - - - 0,2
35 o-cadinol 1654 1654 3,8 42 7,5 1,8
36  Shiobunol 1689 1690 2,1 1,1 - -
37 Eudesm-7(11)-en-4-ol 1700 1696 - - 11 0,9
38 Curcufenol 1718 1723 - - 5,9 4,8
39 Bisabolona 1749 1749 - - 2,2 2,2
Monoterpenos 10,3 - 0,9 8,3
Sesquiterpenos 81,3 89,4 92,4 85,2
Total de Compostos ldentificados% 91,6 89,4 93,3 93,5

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: IR?2 (calc.), indices de retencéo relativos calculados para coluna DB-5MS, de acordo com a
referéncia (DOOL, VAN DEN; KRATZ, 1963). IR? indices de retencdo de acordo com literatura.
(ADAMS, 2007); -: composto néo identificado.

Conforme demonstrado na TABELA 24, foi possivel identificar um total de 39
compostos na composicdo quimica do 6leo essencial de ambas as Baccharis, sendo

24 para B. aracatubaensis e 32 para B. organensis. A composi¢do quimica dos Oleos
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essenciais dessas espécies revelou uma alta proporcdo de sesquiterpenos em
machos e fémeas de B. aracatubaensis (81,3% e 100%, respectivamente) e B.
organensis (92,4% e 85,2%, respectivamente), enquanto os monoterpenos foram
minoritarios nas amostras analisadas.

Os componentes majoritarios identificados nos individuos masculinos e
femininos de B. aracatubaensis foram y-muuroleno (21,4% e 23,9%),
biciclogermacreno (21,4% e 21,7%), B-cariofileno (10,9% e 12,7%), 6-cadineno (6,6%
e 8,2%), e limoneno (5,5% apenas para o individuo masculino). Ja na espécie B.
organensis foram identificados como majoritarios para machos e fémeas, viridiflorol
(23,0% e 11,9%), biciclogermacreno (15,2% e 15,1%), y-muuroleno (6,8% e 10,4%),
epiglobulol (7,4% e 6,4%). Os compostos a-cadinol e curcufenol (7,5% e 5,9%,
respectivamente) foram majoritarios somente para os individuos masculinos de B.
organensis. P6de-se observar que 0os compostos y-muuroleno e biciclogermacreno
estavam presentes em altas concentracdes em ambas as espécies, entretanto o0s
compostos curcufenol, a-terpineol, epiglobulol, bisaboleno, eudesm-7(11)-en-4-ol, cis-
Z-a-bisaboleno epoxi e globulol estavam presentes somente em B.
organensis. (ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA PLOS ONE).

A composicdo quimica destes Oleos essenciais apresentou diversos
constituintes ja relatados para outras Baccharis (CAMPOS et al., 2016). Os compostos
limoneno, B-cariofileno, a-cadinol, biciclogermacreno, espatulenol e viridiflorol foram
identificados em B. uncinella (AGOSTINI et al., 2005; VANNINI et al., 2012; ASCARI
et al., 2012); epiglobulol em B. trimera (SIMOES-PIRES et al., 2005); curcufenol em
B. genistelloides. (VALDIVIA et al.,, 2009) e y-muuroleno e &-cadineno em B.
dracunculifolia (MAROSTICA JUNIOR et al., 2008). Os compostos limoneno, f-
cariofileno, y-muuroleno, biciclogermacreno e espatulenol foram identificados em B.
semiserrata DC., caracterizando uma composicdo quimica muito semelhante a
encontrada nas espécies deste estudo. (VANNINI et al., 2012). Além da semelhanca
guimica entre as espécies, muitos destes compostos ja foram avaliados
biologicamente e apresentaram atividades promissoras (CAMPOS et al., 2016), como
biciclogermacreno, cubenol e epiglobulol que demonstraram possuir atividade
antibacteriana (SOLIS et al., 2004; YONG-SUK; DONG-HWA, 2004; SANTOS et al.,
2013), viridiflorol e curcufenol que apresentaram atividade antifingica (GIJSEN et al.,
1992; SCHER et al., 2004).
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Embora existam semelhancas entre as espécies, fatores genéticos,
ambientais (temperatura, umidade, luz, solo, latitude, altitude) e fatores técnicos como
o horério da coleta e a fase de desenvolvimento da planta na data da coleta podem
interferir na constituicdo quimica do 6leo essencial, levando a diferencas na aparéncia
e diversidade dos vegetais. (KERROLA et al., 1994; BORSATO et al., 2007; BARROS
et al., 2009; MORAIS, 2009). Muitos dos compostos volateis produzidos tém funcdes
estratégicas no vegetal, alguns atuam como um sinal quimico para atrair
polinizadores, como por exemplo, a mariposa Manduca sexta que apresenta células
receptoras que captam fortemente certos monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados
como o geraniol, (E)-nerolidol e farnesol. (GERSHENZON; DUDAREVA, 2007) ou
ainda, repelir predadores, como por exemplo o monoterpeno linalol produzido por
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., que apresenta uma atividade repelente contra o
pulgdo-verde-do-pessegeiro (Prunus persicae (L.) Batsch). (GERSHENZON;
DUDAREVA, 2007).

Ao observar a composicao e variacdo quimica dos 6leos de B. aracatubaensis
e B. organensis pode-se relacionar essas diferencas as suas estratégias reprodutivas.
Considerando que os polinizadores podem variar durante os meses de floragéo, a
variabilidade quimica observada pode ser explicada como uma adaptacédo da planta
para atracao de diferentes insetos. (STEFANELLO et al., 2006).

5.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

551 Ensaios de atividade antioxidante

Os radicais livres, ou espécies reativas do oxigénio como sdo conhecidos,
podem reagir de forma aleat6ria com lipidos, proteinas e acidos nucleicos celulares.
(CUTLER, 1991; BECKMAN; AMES, 1998; MASAKI, 2010; WEN et al., 2013;
ZAKHAROVA et al., 2016). Muitos autores tém relacionado essas moléculas ao
surgimento de doengas crbnicas como cancer (ZAKHAROVA et al., 2016),
cardiovasculares (DI PIETRO et al., 2014), degenerativas do sistema nervoso central
(MILLER et al., 2014; WOJTUNIK-KULESZA et al., 2016), diabetes (SHARMA et al.,
2014), entre outras. (SASTRE, 2003; MASAKI, 2010; YU; KIM, 2014; TANUJA YADAV
et al., 2015; HAYASHI; CORTOPASSI, 2015; KRUK et al., 2015). Em fungé&o disto, a
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busca por moléculas de origem natural, com potencial antioxidante, que possam
combater estes radicais livres, vem crescendo nos ultimos anos.

A atividade antioxidante dos extratos brutos, fracdes e 6leos essenciais de B.
organensis e B. aracatubaensis foram determinadas pelos métodos de DPPH e
ORACKkL, e os resultados estao apresentados na TABELA 25.

No método de ORACKkL, a atividade antioxidante é avaliada através da inibi¢cdo
da oxidacao, induzida pelo radical peroxila, por transferéncia de atomos de hidrogénio.
Enquanto que o método DPPH se enquadra na transferéncia de elétrons. (PRIOR,;
WU, 2013).

Os resultados obtidos nos ensaios de ORACFL e DPPH mostraram que todas
as amostras apresentaram atividade antioxidante. Contudo, as fra¢des acetato de etila
de ambas as espécies (Ba-Ae e Bo-Ae) apresentaram a melhor atividade entre as
amostras testadas. Os 0leos essenciais demonstraram que no ensaio ORACF. a
capacidade antioxidante encontrada variou entre 536,1 e 1202,2 umol de TE.g?, que
€ considerada uma forte capacidade antioxidante (COSTA et al.,, 2011, 2013),
confirmando os resultados qualitativos do ensaio DPPH, onde as amostras
apresentaram halos de coloracdo amarela sobre fundo lilds. Observou-se, também,
gue os resultados antioxidantes mais elevados foram para o 6leo essencial de B.

organensis (952-1203 umol de TE.g 1) que mostrou uma grande diversidade quimica.

TABELA 26 — CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DETERMINADA PELOS ENSAIOS DPPH E ORACk.
DO OLEO ESSENCIAL, EXTRATO BRUTO E FRACOES DE B. aracatubaensis E
B. organensis

Padrdo/Amostra ORACke. (umol TE.g™?) DPPH Clso'(ug. mL™)
Ba-F 5239,5+3,51 23,23+1,79
Ba-Ae 5371,0+ 1,64 5,24 +1,88
Ba-Aq 5144,3 £ 1,90 -

Bo-F 5088,6 £ 0,17 35,87 + 3,02
Bo-D 47715+ 3,91 17,89 £ 2,29
Bo-Ae 5277,6 + 3,30 6,92 + 1,93
Bo-Aq 2615,0 £ 2,02 -

Ba-OM 680,6 + 1,79 -

Ba-OF 536,1 + 5,87 -

Bo-OM 1202,2 + 4,77 -

Bo-OF 951,4 + 1,04 -
Quercetina** (umol TER) 55+1,50 13,1+1,8

FONTE: O autor (2016).

LEGENDA: -: ndo realizado; *Clso: concentracdo que inibe 50% do radical DPPH em micrograma por
mililitro (ug.mL); **:Controle positivo; pmol TE.g': micromol de Trolox equivalentes por grama de
extrato ou fragdo em base seca; 0s resultados sao expressos como média seguido da % coeficiente de
variacdo (CV) dos ensaios em triplicata; umol TER: trolox equivalente relativo.
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Observando os resultados obtidos, e baseando-se no conhecimento prévio da
constituicdo quimica destas fracdes, podemos sugerir que a capacidade antioxidante
estd associada, a0 menos em parte, a presenca dos compostos fendlicos. Estes
possuem um ou mais anéis aromaticos com substituintes hidroxilicos que atuam como
doadores de elétrons ou de hidrogénios. Muitos autores tem relacionado a presenca
destes compostos como 0s responsaveis por esta atividade em vegetais. (SOARES,
2002; HEIM et al., 2002; IMAGA et al., 2009; ARBOS et al., 2010; LI et al., 2014;
AICHI-YOUSFI et al., 2016; PEREIRA, E. et al., 2016).

Baccharis tem se destacado pela producdo de compostos fendlicos (VERDI
et al., 2005; ABAD; BERMEJO, 2006; BRIGHENTE et al., 2007; CAMPOS et al., 2016;
ZUCCOLOTTO et al., 2016), o que o torna, um importante objeto de estudos na busca
de moléculas bioativas. Muitos trabalhos foram desenvolvidos para se determinar a
atividade antioxidante em extratos e fracbes, principalmente utilizando o método
DPPH. (MORAIS et al., 2009; FABRI et al., 2011; SARTOR et al., 2013; ARGOTI et
al., 2013; ZIELINSKI et al., 2014; MENEZES et al., 2015; NOGUEIRA SOBRINHO et
al., 2016; HOCAYEN et al., 2016). Embora ndo apresentem a mesma especificidade
de outros métodos e os resultados sejam dependentes da concentracao de reagentes
e do tempo de incubacdo, este ensaio apresenta uma opgéo para a avaliacdo da
atividade antioxidante. (TOMEI; SALVADOR, 2007). Além da avaliacao pelo método
de DPPH, a capacidade antioxidante do género foi avaliada, também, pelos métodos
da enzima xantina oxidase (BORGO et al., 2010), ABTS (acido 2, 2-azinobis-3-etil —
benzotiazolina-6-sulfonico) (HOCAYEN et al., 2016), TBARS (substancias reativas ao
acido tiobarbiturico) (OLIVEIRA et al., 2004), TRAP (potencial reativo antioxidante
total) (OLIVEIRA et al., 2004) e FRAP (poder antioxidante de reducédo do ferro).
(ZIELINSKI et al., 2014; HOCAYEN et al., 2016).

Em contrapartida, os estudos sobre a atividade antioxidante dos Oleos
essenciais de Baccharis sdo escassos, mesmo tendo-se conhecimento de que as
plantas deste género séo ricas em compostos organicos volateis. (CAMPOS et al.,
2016). Entre as espécies analisadas, B. dracunculifolia tem alto valor socio-
econdmico. Esta espécie é a principal fonte vegetal de prépolis verde brasileira
(SANTOS et al,, 2010; FIGUEIREDO-RINHEL et al., 2013), além de produzir E-
nerolidol, um composto volatil de alto valor para a industria de perfume. (VERDI et al.,
2005). O ¢6leo de B. uncinella mostrou inibicdo na formacao de espécies reativas do

oxigénio quando avaliada pelo método da oxidagédo acoplada de B-caroteno e &cido
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linoleico. (FERRONATTO et al., 2006). Baccharis dracunculifolia e B. trinervis Pers.
mostraram inibicdo na formacéo de radicais livres quando avaliadas pela oxidacao
acoplado de B-caroteno e &cido linoleico e ensaios de DPPH. (FERRONATTO et al.,
2006; MIRANDA et al.,, 2016; NOGUEIRA SOBRINHO et al.,, 2016). J&, o Odleo
essencial de B. tridentata Vahl. ndo mostrou nenhuma atividade antioxidante
significativa contra a oxidag¢édo acoplada de B-caroteno e acido linoleico ou ensaio de
DPPH. (SOUZA et al., 2011).

55.2 Ensaio antimicrobiano

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos, fracfes e 6leos
essenciais obtidos de B. aracatubaensis e B. organensis foi realizada pelo método de
microdiluicdo. (VEIGA, 2016). Este se baseia na sucessiva diluicdo das amostras em
placas de 96 pocos e submete o micro-organismo a acao do extrato ou fracdo em
estudo.

De acordo com os resultados descritos na TABELA 27, pode-se observar que
0s extratos e fracbes de B. aracatubaensis e B. organensis apresentaram atividade
antimicrobiana, que variou de moderada a fraca (CIM 1,1 mg.mL! a 26,5 mg.mL™?)
(ALIGIANNIS et al., 2001), contra as cepas de S. aureus (FIGURA 60), E. coli e P.
aeruginosa, exceto contra a cepa de C. albicans, onde as amostras foram inativas
(CIM > 1000 mg.mL?). Os resultados obtidos para concentragcdo inibitéria minima
(CIM) estdo demonstrados na TABELA 27.

Os melhores resultados foram obtidos com a fragcdo acetato de etila de B.
aracatubaensis (Ba-Ae) contra as cepas de S. aureus e P. aeruginosa (CIM
1,1 mg.mL™?), sequido da fracéo diclorometano de B. organensis (Bo-D) contra a cepa
S. aureus (CIM 2,6 mg.mL™1). Comparando-se os resultados das CIMs destas fracGes
com os extratos brutos frente a estas cepas, podemos inferir que houve um aumento
da bioatividade destas. (ZUCCOLOTTO et al.,, 2016). Um possivel aumento na
concentracdo dos compostos ativos ap0s o fracionamento do extrato bruto, pode estar
associado a esta atividade. (STERMITZ et al., 2000; MA et al., 2009; BESBES HLILA
et al., 2016). Nestas fracdes foram identificados os compostos cafeato de etila, acido
cafeico, e os derivados dicafeoilquinicos, com excecdo do siringaldeido, &cido
siringico e &cido trans-feralico que foram encontrados somente na fracao

diclorometano.
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TABELA 27 — VALORES DE CIM (mg.mL1) OBTIDOS PARA OS EXTRATOS BRUTOS, FRACOES E
OLEOS ESSENCIAS DE B. aracatubaensis E B. organensis

CIM (mg.mL™)
Espécie Amostra S. aureus E. coli aerugpi'nosa C. albicans
(ATCC 6538) (ATCC 8738) (ATCC 9027) (ATCC 10321)
Ba-OM >1000 >1000 >1000 >1000
Ba-OF >1000 >1000 >1000 >1000
B. aracatubaensis Ba-M 8,0 16,0 16,0 >1000
Ba-F 9,8 19,7 19,7 >1000
Ba-Ae 11 4,5 11 >1000
Ba-Ag 13,2 26,5 26,5 >1000
Bo-OM >1000 >1000 >1000 >1000
Bo-OF >1000 >1000 >1000 >1000
Bo-M 3,6 14,4 14,4 >1000
B. organensis Bo-F 4,0 16,0 16,0 >1000
Bo-D 2,6 10,4 5,2 >1000
Bo-Ae 59 11,7 5,9 >1000
Bo-Ag 6,6 26,4 26,4 >1000

FONTE: O autor (2016).
LEGENDA: Controles positivos: cetoconazol (500 ug.mL™1), cloranfenicol (100 pug.mL™?).

Muitos autores tem relatado a atividade antimicrobiana a estes compostos
isolados ou identificados em outras Baccharis, como B. dracunculifolia, B. articulata
(FABRI et al., 2011; VIVOT et al., 2012), e B. nitida. (RANGEL et al., 2001). (COWAN,
1999; REGNAULT-ROGER et al., 2004; ZHU et al., 2004; CUSHNIE; LAMB, 2005,
2011; FORD et al., 2009; ANDRADE et al., 2015; PINHO et al., 2015; ZUCCOLOTTO
et al., 2016; CAMPOS et al., 2016; ARASOGLU et al., 2016).

As amostras de Oleos essenciais (Ba-OM, Ba-OF, Bo-OM e Bo-OF)
apresentaram resultado negativo, para este ensaio de atividade antimicrobiana.
Resultados semelhantes também foram encontrados em B. dracunculifolia
(PARREIRA et al., 2010; MIRANDA et al., 2016) e B. uncinella (VANNINI et al., 2012),
enquanto B. semiserrata mostrou fraca atividade para S. aureus (VANNINI et al.,
2012). Os resultados negativos apresentados para B. aracatubaensis e B. organensis
podem estar relacionados com a presenca minoritdria dos monoterpenos na
composi¢do do Oleo essencial. De acordo com os resultados obtidos por Miranda e
colab., os 6leos essenciais com maior teor de monoterpenos foram mais eficazes na
inibicdo do crescimento bacteriano que os 6leos essenciais ricos em sesquiterpenos.
(MIRANDA et al., 2016). Este fato pode estar associado a capacidade destes
compostos em atingir o citoplasma da bactéria, através das proteinas dos poros na
sua membrana externa. (HELANDER et al., 1998).



156

6 CONSIDERACOES FINAIS

A comparacao dos extratos Ba-M, Ba-F, Bo-M e Bo-F por RMN de H revelou
uma grande similaridade entre os individuos masculinos e femininos de B.
aracatubaensis e B. organensis. Apesar de estudos relatarem diferencas na
composicdo quimica entre plantas didicas, ndo foi observado diferengas
consideraveis, utilizando as técnicas de RMN e Espectrometria de Massas sem
estudos de analises multivariadas.

O estudo quimico do extrato de Bo-F levou a identificagdo de 19 substancias,
3-(3,4’,5-trimetoxifenil)-prop-2-em-1-ol (Bo-1), acido trans-ferulico (Bo-2), 1-etoxietil-
3,5-dimetoxi-4-hidroxifenol (Bo-3), siringaldeido (Bo-4), cafeato de etila (Bo-5),
cirsimaritina (Bo-6), hispidulina (Bo-7), apigenina (Bo-8), acido trans-isoferulico (Bo-
9), ferulato de etila (Bo-10), &cido siringico (Bo-11), acido cafeico (Bo-12), alcool
siringico (Bo-13), 8-Metoxiapigenina (Bo-14), cafeato de 4’-O-B-D-glucopiranosil-3’,5’-
dimetoxibenzila (Bo-15), Kaempferol (Bo-16), acido 3,5-dicafeoilquinico (Bo-17),
escopoletina (Bo-18) e acido tricafeoilquinico (Bo-19). Destas, oito substancias (Bo-
1, Bo-3, Bo-4, Bo-9, Bo-10, Bo-11, Bo-13 e Bo-14) estdo sendo relatadas pela
primeira vez no género Baccharis, enquanto a substancia Bo-3 € um produto natural
novo. As identificagbes foram realizadas diretamente nos extratos e em fragdes
complexas em misturas, através das técnicas de RMN 1D e 2D e confirmadas através
dos experimentos de massas.

Os resultados obtidos estdo de acordo com o0s esperados para Baccharis,
uma vez que a maioria dos constituintes quimicos encontrados, também, foram
relatados em outras espécies.

As analises por CG-EM dos Oleos essenciais das inflorescéncias de
B. organensis (Bo-OM e Bo-OF) e B. aracatubaensis (Ba-OM e Ba-OF) dos
individuos femininos e masculinos obtidos por arraste de vapor mostraram que houve
diferenca na composicdo quimica do Oleo das inflorescéncias dos individuos
masculinos quando comparados aos individuos femininos da mesma espécie. Foi
possivel identificar um total de 25 compostos para B. aracatubaensis e 32 para B.
organensis, com predominancia de sesquiterpenos. Os componentes majoritarios
(masc./fem.) de B. aracatubaensis foram y-muuroleno (21,4/23,9%),
biciclogermacreno (21,4/21,7%), p-cariofileno (10,9/12,7%), &-cadineno (6,6/8,2%) e

limoneno (5,5% apenas para o individuo masculino). JA na espécie B. organensis
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foram identificados como majoritarios (masc./fem.), viridiflorol (23,0/11,9%),
biciclogermacreno (15,2/15,1%), y-muuroleno (6,8/10,4%), epiglobulol (7,4/6,4%). Os
compostos a-cadinol e curcufenol (7,5% e 5,9%, respectivamente) foram majoritarios
somente para os individuos masculinos de B. organensis.

Os resultados obtidos nos ensaios bioldgicos in vitro da atividade antioxidante
(DPPH e ORACKkL) realizados com os extratos e fracdes de B. aracatubaensis e B.
organensis mostraram atividade promissora.

A atividade antimicrobiana (técnica de microdiluicdo) de extratos, fracdes e
Oleos essenciais de B. organensis e B. aracatubaensis foi testada contra as cepas de
S. aureus, P. aeruginosa, E.coli e C. albicans. Os resultados obtidos para os extratos
e fracbes de ambas as espécies variou de moderada a fraca. Os Oleos essenciais,
apesar de apresentarem uma alta atividade antioxidante, ndo mostraram atividade
antimicrobiana frente aos micro-organismos testados.

A alta concentracdo de acidos fendlicos, principalmente, dos derivados do
acido dicafeoilquinico, nas fracfes acetato de etila e aquosa de B. organensis,

confirmam o potencial deste vegetal para investigacdo de novas atividades biol6gicas.
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