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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo estudar quimicamente os metabolitos
secundarios de inflorescéncias e folhas de espécimes masculinos e femininos de
trés espécies do género Baccharis: B. rufescens, B. pentodonta e B. tridentata. Os
materiais vegetais foram hidrodestilados para a obtencdo e analise dos Oleos
essenciais por técnicas de CG-EM-DIC, UV-Vis, IV e RMN de H e de *C. O
fracionamento em coluna cromatografica do Oleo essencial de espécimes
masculinos de B. rufescens levou ao isolamento de dois alcoois sesquiterpénicos,
espatulenol e (E)-nerolidol, e da cetona 4,7(11)-amorfadien-8-ona, que foi obtida
pela primeira vez em quantidade suficiente para estudos detalhados sobre sua
estrutura com uso de técnicas de RMN 2D. Os 6leos essenciais de espécimes
femininos de B. rufescens foram analisados por RMN de **C, confirmando a
presenca majoritaria de (E)-nerolidol e auséncia da mencionada cetona. Os 6leos de
espécimes masculinos e femininos de B. pentodonta mostraram-se muito similares
entre si, identificando-se como majoritarios 0s sesquiterpenos espatulenol,
epiglobulol, viridiflorol, (+)-torreiol e a-cadinol. Da mesma forma, as composi¢cdes
dos O6leos essenciais de espécimes masculinos e femininos de B. tridentata
mostraram-se muito similares, identificando-se o espatulenol como componente
majoritario, seguido de oxido de cariofileno e (+)-torreiol. O extrato aquoso restante
apos a hidrodestilacdo dos 0leos essenciais de B. tridentata foi submetido a extracéo
com cloroférmio e em seguida com acetato de etila em pH 8 e em pH 4. O extrato
obtido com acetato de etila em pH 8 foi analisado por UV-Vis com adicdo de
reagentes de deslocamento, tornando possivel observar a presenca de uma
flavanona cujos espectros de RMN de 'H e de »*C indicaram tratar-se de eriodictiol.
O extrato foi cromatografado em coluna de silica e a estrutura do eriodictiol foi
assegurada por UV-Vis, IV e RMN de 'H e de »*C. O extrato acetato de etila em pH 4
foi analisado por UV-Vis e RMN de 'H e de *3C, verificando-se a provavel presenca
do acido 3-cafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico.

Palavras-chave: Baccharis pentodonta. Baccharis rufescens. Baccharis tridentata.
Oleos essenciais de espécimes masculinos e femininos. Espatulenol. (E)-Nerolidol.
4,7(11)-amorfadien-8-ona. a-Cadinol. Compostos fendlicos. Eriodictiol. Acidos
cafeoilquinicos.



ABSTRACT

This research aimed to chemically study the secondary metabolites from
inflorescences and leaves of male and female specimens of three species from the
genus Baccharis: B. rufescens, B. pentodonta and B. tridentata. The plant materials
were hydrodistilled for the collection and analysis of the obtained essential oils by
GC/MS/FID, UV-Vis, IR and 'H and *C NMR. The column chromatographic
fractionation of the essential oil from male specimens of B. rufescens led to the
isolation of two sesquiterpene alcohols, namely spathulenol and (E)-nerolidol, and
the ketone 4,7(11)-amorphadien-8-one, which was obtained for the first time making
it possible to study its structure using 2D NMR techniques. The essential oils of
female specimens of B. rufescens were analyzed by *C NMR, confirming the
presence of (E)-nerolidol and the absence of the mentioned ketone. The oils of male
and female specimens of B. pentodonta were very similar, presenting the major
sesquiterpenes spathulenol, epiglobulol, viridiflorol, (+)-torreyol and a-cadinol.
Likewise, the compositions of the essential oils from male and female specimens of
B. tridentata were very similar, showing spathulenol as the major component,
followed by caryophyllene oxide and (+)-torreyol. The aqueous extract remaining
after the steam distillation of essential oils from B. tridentata was subjected to
extraction with chloroform and then with ethyl acetate at pH 8 and pH 4. The extract
obtained with ethyl acetate at pH 8 was analyzed by UV-Vis and shift reagents were
added, making it possible to observe the presence of a flavanone whose ‘H and **C
NMR spectra indicate that this substance is eriodictyol. The extract was
chromatographed on a column of silica and structure of eriodictyol was carried out by
UV-Vis, IR and *H and **C NMR. The ethyl acetate extract at pH 4 was analyzed by
UV-Vis and 'H and *C NMR, verifying the likely presence of 3-caffeoylquinic acid,
3,5-dicaffeoylquinic acid and 4,5-dicaffeoylquinic acid.

Keywords: Baccharis pentodonta. Baccharis rufescens. Baccharis tridentata.
Essential oils from male and female specimens. Spathulenol. (E)-Nerolidol. 4,7(11)-
amorphadien-8-one. «-Cadinol. Phenolic compounds. Eriodictyol. Caffeoylquinic
acids.
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1 INTRODUCAO

1.1 GENERO Baccharis L.

Pertence a tribo Asterae e a subtribo Baccharidinae, exclusivamente ameri-
cana e constituida pelos géneros Archibaccharis e Baccharis, que € caracterizado
botanicamente por apresentar espécimes na forma de arbustos ou pequenas
arvores. O género Baccharis predomina na América do Sul com aproximadamente
400 espécies que estao distribuidas em grande parte na Argentina, Colémbia, Chile,
México e Brasil, sendo 120 delas de ocorréncia brasileira (GIULIANO, 2001; LAGO;
ROMOFF; FAVERO, 2008; MULLER, 2006). A alta concentracdo de espécies no
Brasil e nos Andes indica que uma dessas areas € o provavel centro de origem
desse género (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

As espécies do género podem ser agrupadas de acordo com a morfologia
das flores e folhas. Geralmente estas plantas possuem caule, ramos cilindricos e
ramificados com altura variando de 50 cm a 4 m de altura, apresentando folhas
sésseis (BARROSO, 1976).

Estas espécies possuem alto valor socio-econdmico, com ampla disperséo
em varias regides do pais, onde grande numero delas € utilizado na medicina
popular para controle ou tratamento de varias doencas (CORREA, 1984).
Geralmente s&o usadas como infusdes ou decocc¢des para fins medicinais ou em
menor extensdo como alimento ou matéria-prima para diferentes industrias
(MARTINEZ; BESSA; BENTO, 2005).

Por exemplo, Baccharis trimera conhecida popularmente como carqueja,
apresenta atividades hepatoprotetora, anti-inflamatoria, bacteriostatica, analgésica,
bactericida, moluscicida, antiproteolitica, anti-hemorragica contra veneno de cobra e
antidiabética (GENE et al., 1996; TORRES et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2004;
BUDEL; DUARTE, 2009).

No estudo realizado por Sens (2002) com os indios Xokleng da Terra
Indigena Ibirama, na regido do Alto Vale do Itajai no estado de Santa Catarina, com
0 objetivo de tornar possivel a escolha de meios adequados para a auto sustentacéo

dos Xokleng por meio do estudo das suas plantas medicinais mostrou que, dentre as
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varias espécies de plantas existentes naquele local, a Baccharis elaeagnoides
Steud. ex Sch. Bip., conhecida como vassourinha, é utilizada em forma de cha para
banhar-se nos locais afetados pela sarna. J& a Baccharis uncinella DC. (vassoura-
do-campo) é consumida sob a forma de cha, quente ou frio, como regulador da
pressao e como calmante.

A Baccharis dracunculifolia DC., popularmente conhecida como alecrim-do-
campo, é utilizada na medicina popular para combater disturbios gastricos, cansaco
fisico, inapeténcia, sintomas febris e debilidade organica (BUDEL et al., 2004).

Por outro lado, o estudo realizado por Alda e colaboradores (2009) descreve
um surto de intoxicacdo espontanea por Baccharis coridifolia em equinos. A
intoxicacdo ocorreu no estado do Parand numa area em que a planta estava em
brotacdo. Os animais apresentaram inicialmente desconforto abdominal, aumento da
frequéncia cardiaca e nos movimentos respiratorios, anorexia, hipermotilidade do
intestino delgado e colon, presengca de gas no ceco e diarreia. A evolucdo da
enfermidade variou de 18-36 horas, sendo que um dos animais afetados sobreviveu
apos tratamento sintomatico.

As observacdes populares sobre o uso e a eficicia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, pelos efeitos medicinais que produzem (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).
Os extratos de varias espécies de Baccharis tém demonstrado bioatividades
variadas: antiinflamatoério, antimicrobiano, antiviral (HIV), antisséptico, alelopatico,
citotoxico, gastroprotetor, antirreumatico e diurético (SIQUEIRA; ALICE; THIESEN,
1988; CENAL et al., 1997; NASCIMENTO et al., 2007; BUDEL; DUARTE, 2009).

A familia Asteraceae vem sendo intensivamente estudada quanto a sua
morfologia, anatomia, ecologia, composicdo quimica e atividade biologica
(HATTORI; NAKAJIMA, 2008). Estes trabalhos cientificos realizados com espécies
da familia Asteraceae apresentaram o isolamento de uma variedade de metabdlitos
secundarios com destaque para os flavonoides, monoterpenos, sesquiterpenos e
diterpenos (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; ABAD; BERMEJO, 2007).
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1.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios foram considerados como
produto de excrecdo do vegetal, com estruturas quimicas variadas e, algumas
vezes, propriedades biologicas intensas. Atualmente, sabe-se que muitas dessas
substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a
adequacao da planta produtora ao seu meio. De fato, ja foram reconhecidas como
funcbes de varias substancias pertencentes a essa classe de metabdlitos, tais como,
defesa contra herbivoros e microrganismos, protecdo contra raios UV, atracdo de
polinizadores ou animais dispersores de sementes e participacdo em alelopatias
(SANTOS, 2003).

Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as
plantas e o ambiente circundante e, portanto, a sua biossintese é frequentemente
afetada por condicdes ambientais. Entre os principais fatores que podem alterar a
taxa de producdo desses metabdlitos sdo: a sazonalidade, ritmo circadiano e
desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo UV, nutrientes,
poluicdo atmosférica, altitude, inducdo por estimulos mecénicos ou ataque de
patogenos, variacdes decorrentes do desenvolvimento foliar e/ou surgimento de
novos orgaos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Devido a crescente popularidade dos medicamentos fitoterapicos a
presenca de moléculas bioativas em plantas de interesse medicinal tem sido
amplamente estudadas nos ultimos anos por meio de andlises quimicas, isolamento,
determinacao de processos de obtencao e atividades biologicas (DINIZ; ASTARITA,;
SANTAREM, 2007; HENNIG et al., 2011).

Nas Baccharis ocorrem varias classes de metabdlitos secundarios, mas
apenas cerca de 15% das espécies foram estudadas do ponto de vista fitoquimico e
poucas delas tém estudos mais completos (AGOSTINI et al., 2005).

Os metabdlitos secundarios mais abundantes nessas espécies sao 0s
flavonoides (BIANCHI et al., 1993; GIANELLO et al., 2000; SHARP et al., 2001;
BESTEN, 2012), monoterpenos e sesquiterpenos (FERRACINI et al., 1995; COBOS
et al., 2001; AGOSTINI et al., 2005; MENDES, 2007; BESTEN, 2012), diterpenos
(FULLAS et al., 1991; GIANELLO et al., 2000), taninos (SA; NEVES, 1996; ORTINS;
AKISUE, 2000; FRIZZO et al.,, 2001) e saponinas (BIANCHI, 1993; ORTINS;
AKISUE, 2000). Aproximadamente 120 espécies do género foram estudadas e, pelo
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menos, 30 delas tiveram as atividades bioldgicas testadas. Os resultados mais
relevantes encontrados nessas pesquisas foram os de atividades referentes a
efeitos alelopaticos, antimicrobianos, citotoxicos e anti-inflamatérios (VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

1.3 OLEOS ESSENCIAIS DE ESPECIES Baccharis

O mercado internacional de Oleos essenciais movimenta anualmente
aproximadamente 1,8 milhdes de dolares, e a participacdo brasileira nesse mercado
€ pequena, de apenas 0,1%, concentrada basicamente sobre os 6leos citricos, que
sdo subprodutos da producdo de suco concentrado de laranja. A grande
biodiversidade brasileira, ainda pouco explorada em relacdo a composicdo quimica
da sua flora, coloca o Brasil numa situagdo muito promissora para aumentar a sua
participacdo futura no mercado dos Oleos essenciais. Diversas espécies nativas
brasileiras, ainda em pequena escala, ja estdo sendo exploradas para a extracdo de
Oleos essenciais, utilizados pela industria de perfumaria e cosméticos na fabricacao
de produtos para o mercado interno e externo (NASCIMENTO et al., 2007; BIASI;
DESCHAMPS, 20009).

O cultivo de espécies aromaticas tem aumentado para a obtencao de 6leos
essenciais que sao amplamente utilizados como fragrancia em cosméticos,
aromatizantes de alimentos, bebidas e produtos de utilidade doméstica, como, por
exemplo: detergentes, sabdes, repelentes de insetos e aromatizantes de ambiente,
além de seu emprego como intermediarios sintéticos de perfumes (WOOLF, 1999).

Oleos essenciais sdo liquidos oleosos que se volatilizam quando expostos
ao ar, também sdo conhecidos como 0leos volateis, 6leos etéreos (denominacao
referente a solubilidade em solventes orgénicos apolares, como o éter) ou
simplesmente esséncias (VITTI; BRITO, 2003; LAHLOU, 2004).

S&o produzidos por estruturas secretoras especializadas (pélos glandulares,
células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos ou bolsas especificas), tais
estruturas podem estar localizadas em algumas partes especificas ou em toda a
planta, como: partes aéreas em geral, ou flores, folhas, frutos, madeira, cascas do

caule, raizes, rizomas e sementes. Ainda, 0s 0leos essenciais obtidos de diferentes
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orgdos de uma mesma planta podem apresentar composicdo quimica,
caracteristicas fisico-quimicas e odores distintos (SIMOES; SPITZER, 2003).

Quimicamente, sao constituidos principalmente por monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cjs), fenilpropandides e outras substéncias de baixo peso
molecular. Normalmente sdo usados in natura, como misturas, pois as propriedades
organolépticas estdo associadas a varios componentes que formam o bouquet de
cada 6leo em particular (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993; BIASI; DESCHAMPS, 2009).

Os estudos de dleos essenciais de espécies de Baccharis sdo geralmente
realizados com o objetivo de pesquisar novas matérias - primas para a industria de
fragrancias ou para avaliar suas interagbes com micro-organismos. Estimasse que
acima de 50 espécies desse género tiveram as composicoes dos seus Oleos
essenciais estudadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (ASCARI, 2007; MENDES et al., 2008; ASCARI et al., 2009).

Na pesquisa realizada por LAGO e colaboradores (2008) sobre a
composi¢cdo quimica dos oleos essenciais das folhas de seis espécies do género
Baccharis da Mata Atlantica Paulista, foram identificados 67 compostos e apenas
seis foram detectados simultaneamente em quatro ou cinco espécies. A Figura 1
apresenta as estruturas quimicas dos componentes identificados nos Oleos
essenciais das folhas: o a-pineno (1) (Baccharis microdonta, Baccharis regnelli,
Baccharis schultzii, B. trimera e B. uncinella), o B-pineno (2) (B. dracunculifolia, B.
microdonta, B. schultzii e B. uncinella), o B-cariofileno (3) (B. dracunculifolia, B.
microdonta, B. schultzii e B. uncinella), o aromadendreno (4) (B. dracunculifolia, B.
microdonta, B. trimera e B. uncinella), o biciclogermacreno (5) (B. dracunculifolia, B.
microdonta, B. regnelli, B. schultzii e B. trimera) e o d-cadineno (6) (B. microdonta, B.
regnelli, B. schultzii e B. uncinella). Esses resultados mostram diversos componentes
volateis majoritarios ocorrendo em varias espécies vegetais.

Os Oleos essenciais apresentaram grandes diferengas de composicdo em
duas amostras de Baccharis semiserrata coletadas no estado do Rio Grande do Sul,
em diferentes localidades e em diferentes periodos. Tiveram o espatulenol (7)
(Figura 1) como seu principal constituinte, em propor¢cbes de 15,5 e 255% e
contetdo de monoterpenos entre 14,4 e 35,6% (AGOSTINI et al., 2005).
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Figura 1 - Compostos presentes nos 6leos essenciais de espécies do género Baccharis
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Fonte: PHEROBASE, 2013.

No entanto, os Oleos essenciais das folhas de espécimes femininos e
masculinos de B. semiserrata, coletadas no estado do Parana, apresentaram baixo
contetdo em monoterpenos, e 0 sesquiterpeno espatulenol (7) como seu
componente principal, atingindo 50,75% no 6leo do espécime masculino, e 42,65%
no 6leo do espécime feminino. Os outros sesquiterpenos majoritarios encontrados
foram o aromadendreno (9,61-2,33%), a-muuroleno (8) (8,88-2,38%) e &-cadineno
(9,52-3,93%) (MENDES et al., 2008). As razdes para as diferencas encontradas nas



22

composi¢cbes mencionadas podem estar relacionadas a questdes genéticas e
ambientais que ndo foram ainda estudadas.

Para quatro amostras de folhas de B. uncinella provenientes dos Campos
Gerais do Parana, sendo duas amostras de espécimes femininos e duas de
espécimes masculinos, as composi¢des quimicas dos 6leos essenciais mostraram-
se muito similares. Sao caracterizados pela baixa propor¢do de monoterpenos e
presenca dos sesquiterpenos B-cariofileno, espatulenol e 6xido de cariofileno (9)
como principais componentes (JASINSKI, 2010).

Na pesquisa realizada por Besten (2012), das analises dos 6leos essenciais
das trés espécies da secdo Caulopterae: B. trimera, Baccharis milleflora e Baccharis
pentaptera, verificou-se que 0s metabdlitos secundarios dessas espécies sao
distintos, e que a principal variacdo dentro de uma espécie se relaciona com o 6rgéo
da planta e na maioria dos casos nao ha diferencas entre espécimes masculinos e
femininos.

Os Oleos essenciais do género Baccharis também séo estudados quanto a
sua capacidade de interacdo com os microrganismos e atividade bioldgica (testes in
Vivo e in vitro). Na pesquisa realizada por LOSQUI e colaboradores (2009), avaliou-
se a acdo do o6leo essencial de B. trimera sobre a cultura de células do sistema
nervoso central, onde utilizaram células de retina de ratos neonatos tratadas pelo
O0leo de carqueja em concentracbes e periodos de incubacdo diferentes.
Observaram que a carqueja possui acao inibitéria na diferenciacdo de células
neuronais in vitro quando tratadas cronicamente e também uma reducdo na
sobrevida de células neuronais e diminuicao da proliferacao de células gliais.

O oleo essencial de B. dracunculifolia apresenta atividade antimicrobiana
sobre as bactérias cariogénicas (FERRONATTO et al., 2007) e também, apresentou
atividade contra as formas promastigotas de Leishmania donovani e alta atividade
no ensaio esquistossomicida (PARREIRA et al., 2010).

O odleo essencial de Baccharis darwinii possui propriedades antifingica e
inseticida contra T. infestans e C. capitata que podem ser relacionadas ao elevado
teor de D-limoneno (10), terpinen-4-ol (11) e timol (12) (Figura 1). A magnitude dos
efeitos dos 6leos depende da concentracdo dos componentes principais engquanto

gue 0s componentes minoritarios tém papel modulador (KURDELAS et al., 2012).
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1.4 SUBSTANCIAS FENOLICAS DE Baccharis

Os compostos fendlicos sao estruturas quimicas que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Quando presentes em vegetais podem estar em formas livres ou
complexadas a acucares e proteinas, os quais estdo divididos em duas categorias
principais: fenadis e flavonoides (MALACRIDA; MOTTA, 2005; SOUSA et al., 2007).

As atividades antimicrobianas de varias espécies do género Baccharis tém
sido relacionadas a presenca de flavonoides, isoflavonoides e biflavonas. Os
flavonoides sdo os compostos de maior ocorréncia, sendo considerados bons
marcadores quimiotaxondmicos para 0s mais baixos niveis hierarquicos da familia
Asteraceae (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

A apigenina (13) e genkwanina (14) sdo exemplos de fortes agentes
antimicrobianos encontrados em extratos de Baccharis articulata (Figura 2). Uma
das suas funcdes nas plantas € a de oferecer protecdo contra a radiacdo UV, além
de atuarem como atrativos para insetos a agentes polinizadores, tendo uma funcéo
ecoldgica de garantir a preservacéo de espécies nativas (VERASTEGUI et al., 1996;
PRATT; MATHEWS, 2005).

Na pesquisa realizada por Nakasugi e Komai (1998), os extratos metandlicos
de B. trimera apresentaram quatro flavonas: (13), (14), cirsimaritina (15) e hispidulina
(16), apresentadas na Figura 2.

O extrato aquoso das partes aéreas de B. uncinella coletadas em Campos
do Jordédo levou ao isolamento de acidos triterpenicos, flavonoides e derivados
fendlicos (GRECCO et al, 2010). No entanto, o extrato aquoso de B. uncinella
coletadas em Ponta Grossa € uma boa fonte de derivados de &cidos arilpropendicos
(ASCARI, 2007).

A ocorréncia de acidos cafeoilguinicos em espécies do género Baccharis
tem sido verificada em poucas outras espécies: B. dracunculifolia, B. trimera,
Baccharis usterii e Baccharis crispa. Os derivados de acidos cafeoilquinicos
possuem atividades farmacoldgicas associadas as doencas neurodegenerativas,
anti HIV-1, HIV-2, virus da herpes, bem como o0s potenciais antioxidante,
hepatoprotetor, antibacteriano e anti-histaminico (SIMOES-PIRES et al., 2005a;
ABOY et al., 2012).
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Figura 2 - Estrutura quimica das flavonas identificadas em B. articulata e B. trimera
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Fonte: PHEROBASE, 2013.

Baccharis dracunculifolia possui intera¢cdes com insetos, sendo considerada
a fonte vegetal da chamada propolis verde produzida principalmente nos Estados de
Sao Paulo e Minas Gerais. Uma caracteristica dos compostos fendlicos da propolis
verde e de B. dracunculioflia € a alta proporcdo de artepillina C e de outros
derivados do acido cinamico (ALENCAR et al., 2005).

Dentre os estudos realizados com 0s 0leos essenciais e extratos de varias
espécies do género Baccharis estdo os testes positivos de inibicdo de diversos
microrganismos e testes farmacoldgicos que confirmam atividades relacionadas a

usos na medicina popular (FERRONATTO et al., 2007).

1.5 Baccharis pentodonta, Baccharis rufescens E Baccharis tridentata

Nos estudos quimicos e farmacoldgicos realizados por CIFUENTE et al.
(2001) com as partes aéreas (Figura 3) de B. rufescens coletada na Argentina, a
atividade anti-inflamatéria dos extratos foi investigada em camundongos submetidos
ao edema de pata induzido por carragenina. Os extratos acetbnico e cloroférmico
inibiram as fases agudas da inflamacéo neste modelo.

Numa série de estudos realizados com diversos grupos de étnicos

bolivianos, foram correlacionados os resultados de testes in vitro e in Vvivo,
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demonstrando-se que os extratos de B. rufescens possuem significativa atividade
antimalérica (KOKOSKA; CUSIMMAMANI, 2008).

Dentre as atividades biologicas dos metabdlitos secundarios ja isolados de
B. rufescens destacam-se aquelas apresentadas pelos flavonoides. A (15) presentou
forte atividade antimicrobiana quando comparada com outros flavonoides (MISKI;
ULUBELEN; JOHANSSON, 1983). O estudo das folhas dessa variedade levou ao
isolamento dos flavonoides cirsimaritina e cirsiliol, acido oleandlico e um diterpeno
ent-kaureno, cujo derivado metilado mostrou significativa atividade diminuidora de
apetite de besouros vermelhos da farinha (SIMIGIORTIS et al., 2003).

O oleo essencial das folhas de B. rufescens coletadas no Segundo Planalto
do Parana apresentou monoterpenos e sesquiterpenos em maiores proporgoes,
constituidos principalmente por (E)-nerolidol (7,16%) (17), 6xido de cariofileno
(10,06%), a-cadinol (12,0%) (18) e espatulenol (16,3%) (Figura 4) (COLODEL et al.,
2010a).

Figura 3 - Partes aéreas de Baccharis rufescens

nte: DS. ues, 201.

Na pesquisa realizada por Zunino e colaboradores (1998), a composicéo
guimica dos 6leos essenciais de B. rufescens apresentou como componentes
majoritarios o D-limoneno (10) (14,4%) e o (E)-nerolidol (14,5%) (17).

O oOleo essencial das folhas de B. tridentata coletadas no Municipio de
Itumirim, Minas Gerais, foi pesquisado quanto a sua composi¢cao quimica, atividade
antioxidante, fungitoxica e caracterizagdo morfolégica das estruturas secretoras por
microscopia eletrénica de varredura.

Foram identificadas 28 substancias que constituem 93,14% da composicéo
guimica do 6leo essencial. O a-tujeno (19) apresentou-se como composto majoritario
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(22,93%), seguido pelo B-pineno (20,33%) e B-felandreno (16,15%) (20) (SOUZA et
al., 2011). Esses resultados ndo corroboram aqueles encontrados por Ferracini e
colaboradores (1995), que estudando a composicdo quimica de varias espécies
pertencentes ao género Baccharis, encontraram o espatulenol como constituinte
majoritario (21,20%), seguido pelo &-cadineno (7,68%) e globulol (5,86%) (21) como
constituintes principais do 6leo essencial de B. tridentata coletada em Santana do

Riacho, Minas Gerais (Figura 4).

Figura 4 - Substéncias identificadas nos éleos essenciais de B. rufescens e B. tridentata
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Fonte: PHEROBASE, 2013.

Segundo SOUZA e colaboradores (2011), os resultados da avaliagéao
antioxidante pelo teste de neutralizacédo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
e pela inibicdo da oxidagdo do sistema acoplado [(-caroteno/acido linoleico nao
apresentaram atividade significativa. Os padrbes timol e a-tocoferol exibiram

atividades significativas com destaque para o a-tocoferol.

bY

Com relacdo a atividade fungitoxica, demonstrou-se que pode vir a ser
utilizada para o controle de fungos na agricultura e em frutos no periodo de poés-
colheita. As estruturas nas quais 0s 0Oleos essenciais sdo armazenados estédo
situadas na superficie foliar abaxial e adaxial da espécie, classificadas como
tricomas glandulares do tipo peltado. Sdo encontrados isolados ou agrupados,

observados em ambas as faces baixa densidade dos mesmos, bem como a
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auséncia de pelos e grande quantidade de ceras situadas nas superficies abaxial e
adaxial.

No éleo essencial de B. tridentata (Figura 5) foi obtido a identificacédo de trés
novos derivados de cadineno por co-injecao do 6leo com o padrdes sintéticos e por
comparacdo do padrao de fragmentacdo com dados da literatura (QUEIROGA;
FERRACINI; MARSAIOLI, 1996).

Figura 5 - Partes aéreas de Baccharis tridentata

Fonte: D.S. Nunes, 2011.

Poucas pesquisas foram feitas em relacao a composi¢ao quimica das espécies
B. rufescens e B. tridentata. Para a espécie B. pentodonta (Figura 6) ndo existem
relatos na literatura quanto a composi¢cdo quimica dos seus extratos e do 6leo
essencial.

Fonte: D.S. Nunes, 2011.
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2 JUSTIFICATIVA

Neste trabalho sera realizado o estudo quimico dos metabdlitos secundarios
de espécimes masculinos e femininos de trés espécies do género Baccharis. Alguns
estudos realizados com Baccharis rufescens Spreng. demonstraram que seus meta-
bolitos possuem atividade anti-inflamatoria, antimalarica e atividade diminuidora de
apetite de Trilobium castaneum (CIFUENTE et al.,, 2001; KOKOSKA; CUSIMMA-
MANI, 2008). O estudo quimico das folhas de B. rufescens coletada na Argentina,
levou ao isolamento dos flavonoides cirsimaritina e cirsiliol, acido oleandlico e um di-
terpeno ent-kaurano (SIMIGIORTIS et al., 2003), enquanto pesquisas sobre a com-
posicdo quimica do Oleo essencial de folhas coletadas no Segundo Planalto do Pa-
rana encontraram terpenos como componentes principais (COLODEL et al., 2010).

O dleo essencial de Baccharis tridentata Vahl ja foi pesquisado quanto a sua
composi¢cao quimica e, varia conforme os locais de coleta. Foi avaliada também a
sua atividade biologica apresentando atividades antioxidante e fungitoxica
(FERRACINI et al., 1995; SOUZA et al, 2011, QUEIROGA; FERRACINI;
MARSAIOLI, 1996). As espécies B. rufescens e B. tridentata sédo pouco estudadas e
Baccharis pentodonta Malme n&o tem nenhum relato na literatura quimica.

A presenca de moléculas bioativas em plantas de interesse medicinal tem
sido amplamente estudada nos ultimos anos por meio de analises quimicas e
atividades bioldgicas, devido a crescente popularidade dos medicamentos
fitoterapicos (HENNIG et al., 2011; DINIZ et al, 2007). Em geral, os espécimes
masculinos e femininos apresentam composi¢cdes quimicas muito similares, quando
se faz uso de recomendacdes especificas para as coletas e preparo dos materiais.
As coletas dos espécimes masculinos e femininos devem ser realizadas no mesmo
local e na mesma hora, eliminando-se dessa forma a maioria dos fatores que
influenciam sobre o metabolismo secundario (BESTEN et al., 2012).

Os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de producédo de
metabolitos secundarios sédo a sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiagdo UV, nutrientes, poluicdo atmosférica,
altitude, inducdo por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos, variacdes
decorrentes do desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos 6rgaos (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).
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3 DELIMITACAO DO PROBLEMA

Num primeiro instante foi definido o estudo de apenas duas espécies do
género Baccharis: B. tridentata e B. pentodonta quanto a composi¢cao quimica dos
espécimes masculinos e femininos, folhas e inflorescéncias. Ao observar que na
literatura existem poucos relatos de pesquisas da composicdo quimica do 6leo
essencial de B. rufescens, esta espécie foi inserida no projeto de pesquisa, com
objetivo de obter mais informacdes sobre os metabdlitos secundarios presentes nas
espécies do género Baccharis, incluindo espécimes masculinos e femininos.

Os oOleos essenciais foram obtidos pela técnica de hidrodestilacdo e as
aguas restantes apos as hidrodestilagcbes foram extraidas com cloroformio (para
obter extratos com terpendides); acetato de etila em pH = 8 (para obter extratos
flavonoidicos) e com acetato de etila em pH = 4 (para obter extratos contendo
acidos).

Os compostos volateis foram analisados por CG-EM-DIC. Um flavonoide
presente no extrato ACOEt em pH = 8 de B. tridentata foi isolado por cromatografia
em coluna. Os 6leos de B. rufescens dos espécimes masculinos foram fracionados e
posteriormente as fracdes foram analisadas por CCD e RMN de *H e de *3C.

Os componentes quimicos das trés espécies do género Baccharis foram
analisados por técnicas de cromatografia de camada delgada e por técnicas
espectroscopicas de UV-Vis, Infravermelho e RMN de *H e de *C.

As plantas foram coletadas em locais proximos ao Campus, na Rodovia PR-
513, Ponta Grossa — ltaiacoca, e identificadas no Herbario do Museu Botanico de
Curitiba.
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4 HIPOTESES

A principal hipétese neste estudo refere-se as semelhancas ou diferencas
entre 0s espécimes masculinos e femininos, inflorescéncias e folhas das espécies B.
pentodonta, B. rufescens e B. tridentata quando comparados com pesquisas ja
realizadas sobre B. rufescens e B. tridentata, podendo contribuir significativamente
na diferenciacdo dos espécimes.

A espécie B. pentodonta ainda ndo possui estudos quimicos sobre os
metabdlitos secundarios do 6leo essencial. Tem-se a possibilidade de contribuir com
informacdes relevantes para possiveis aplicacbes em farmacos fitoterapicos;
fragrancia em cosmeéticos; intermediarios sintéticos de perfumes; aromatizantes de
alimentos, bebidas e produtos de utilidade doméstica.

Outra hipétese em questdo é a possibilidade da separacéo de flavonoides e
derivados do acido cafeoilquinico em extratos especificos. E a possivel identificacdo
de compostos fendlicos presentes em B. tridentata utilizando métodos
espectrométricos como UV-Vis, IV e RMN *H e *3C.

Como existem varios fatores que contribuem para a alteragdo dos
metabdlitos secundarios presentes nestas espécies vegetais, as coletas serdo feitas
no mesmo local, na mesma hora e em boas condi¢des climaticas, durante o periodo
de floracdo, para diminuir a importancia dos fatores que causam variacdes. Sera
presumida a semelhanca entre as composicoes de Oleos essenciais obtidos de
folnas ou de inflorescéncias de espécimes masculinos e femininos, tanto de B.

tridentata como de B. pentodonta.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Estudar quimicamente os metabdlitos secundarios de espécimes masculinos
e femininos, inflorescéncias e folhas de trés espécies do género Baccharis: B.
pentodonta, B. rufescens e B.tridentata.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar a hidrodestilacdo de inflorescéncias e folhas de espécimes
masculinos e femininos de B. pentodonta e de B. tridentata, folhas e folhas contendo

inflorescéncias de B. rufescens para a obtengdo e analise de seus 6leos essenciais;

. Realizar a hidrodestilacdo de folhas de B. tridentata para a obtengao e
analise de seus 0Oleos essenciais e, posteriormente, seus extratos obtidos com

cloroférmio, acetato de etila em pH = 4 e acetato de etila em pH = 8;

" Analisar por CG-EM-DIC a composi¢cao quimica dos 0leos essenciais

de B. pentodonta, B. rufescens e B. tridentata;

. Isolar os componentes dos Oleos essenciais por cromatografia em

coluna, sempre que necessario para a confirmacgéo das identificagdes;

. Identificar flavonoides ou compostos neutros presentes nos extratos
acetato de etila obtidos em pH = 8 e o0s &cidos cafeoilquinicos presentes nos
extratos acetato de etila obtidos em pH = 4 de B. tridentata,

" Identificar os componentes quimicos por técnicas espectroscopicas de
UV-Vis, IV e RMN de 'H e de *°C.
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6 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Os reagentes e solventes utilizados tiveram procedéncias variadas:
Nuclear®, Merck®, Reagen® e Synth®. A agua utilizada proveio do ultra purificador
Gehaka com grau de pureza: Resistividade: 18,2 Mohm.cm a 25 °C; Condutividade:
0,054 uS/cm a 25 °C; TOC: < 3 PPB; Bactérias heterotréficas: < 0,1 UFC/mL,;
Particulas menores que 0,05 um < 1 particula/mL; Endotoxina: < 0,125 EU/mL
(<0,001EU/mL com filtro apirogénico opcional).

As andlises por espectrofotometria UV-Vis foram realizadas no
espectrofotdbmetro CARY- 050 Varian®, utilizado o metanol como solvente e a
concentracdo da amostra foi medida até obter absorbancia inferior a 1,0. Os
espectros foram medidos entre comprimentos de onda de 200 nm a 800 nm.

Os espectros de IV foram obtidos no equipamento da Shimadzu®, IR
Prestige-21 com Transformada de Fourier, software IR Solution®, a partir de 2 mg de
amostra em pastilhas de 100 mg de KBr na faixa de 3.900 cm™ a 450 cm™.em
pastilhas de KBr.

Os espectros de RMN 'H e *C dos 6leos essenciais de B. pentodonta, B.
rufescens e B. tridentata e dos componentes isolados de B. rufescens foram obtidos
no espectrofotbmetro da Bruker modelo AVII400, operando a 400 MHz para
frequéncia do 'H e 100 MHz para **C. Todos os espectros foram registrados
utilizando-se tetrametilsilano (TMS) como padréo de referéncia interno. Utilizou-se
~40 mg de cada amostra e cloroférmio deuterado como solvente. Os deslocamentos
guimicos (8) estao expressos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Herz
(Hz). Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C dos extratos de
acetato de etila em pH = 8 e pH = 4 obtidos das folhas de B. tridentata e da
substancia (26) foram registrados em espectrometro BRUKER AC-200 (300 MHz)
da Universidade do Vale do Itajai - UNIVALI, com o TMS como referéncia e solvente
deuterado (CDClz;, CD3;0D). Utilizou-se também o espectrébmetro da Universidade
Estadual de Maring4d, marca VARIAN modelo Mercury Plus BB, operando a 300,0
MHz para 'H e 75,5 MHz para **C, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano
(TMS), especialmente para obtencdo de espectros de RMN 2D.
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Ambas as andlises de UV-Vis, IV e RMN *H e *3C dos 6leos essenciais de B.
pentodonta, B. rufescens e B. tridentata e dos componentes isolados de B.
rufescens foram efetuadas no Complexo de Laboratérios Multiusuarios da
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

A cromatografia em camada delgada foi realizada em cromatofolhas de
aluminio ou plastico preparada com silica gel HF-254, Macharey & Nagel.

As amostras de Oleo essencial de B. rufescens e o 6leo essencial das folhas
de B. tridentata foram analisadas por CG-EM-DIC num sistema composto por um
cromatografo gasoso Varian® CP-3800 acoplado a um espectrdmetro de massas
Saturn®, software Saturn® GC/MS Workstation 5.51, no Laboratério de
Cromatografia da FURB.

Para a identificacdo qualitativa e quantitativa dos componentes presentes
nos o6leos essenciais de B. rufescens e de B. tridentata por CG-EM-DIC, as amostras
foram diluidas em éter e injetando-se 1L, usando-se uma coluna capilar apolar CP-
Sil-8-CB-Low-Bleed/MS de 30 m, 0,25 mm de diametro, filme de 0,25 um de
espessura e hélio como gas de arraste num fluxo de 1 mL/min, e o seguinte
programa de aquecimento: temperatura do injetor de 250 °C; temperatura do forno
de 60 °C por 3 min seguido de aquecimento de 5 °C/min até 220 °C, permanecendo
ai por 15 min.

Os Oleos essenciais de B. pentodonta e B. tridentata foram analisados em
parceria com a Universidade Federal de Sergipe num cromatégrafo a gas Shimadzu
GC-17A acoplado a Espectrometro de massas QP5050A e a um Detector de
lonizacdo de Chama. As amostras foram injetadas numa coluna capilar DB5-MS (30
m X 0,25 mm; espessura do filme 0,25 um), temperatura do injetor: 250 °C;
temperatura da interface: 300 °C; programac&o do forno: 60 °C (3 min) a 6 °C min*
até 240 °C (5 min); foi utilizado Heélio como gas de arraste com fluxo constante de
1,2 mL min; injecdo em modo split com razdo de 1:50; espectrdmetro operando em
modo de varredura (scan) de 40 a 550 uma (unidades de massa atdmica) por

impacto de elétrons (70 eV).
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7 METODO

7.1 COLETA, IDENTIFICACAO E PREPARO DE MATERIAIS VEGETAIS

Para a coleta de B. pentodonta foi observada a época de floracdo para
serem obtidas as inflorescéncias dos espécimes femininos e masculinos. Deste
material vegetal foram obtidas triplicatas das folhas femininas (BPLF);
inflorescéncias femininas (BPFF); folhas masculinas (BPLM) e inflorescéncias
masculinas (BPFM), totalizando 12 amostras para posteriores analises.

Para a coleta de B. rufescens também foi observada a época de floracdo e
foram obtidas as folhas e inflorescéncias da espécie. Uma amostra de cada parte da
planta foi separada: folhas femininas (BRLF); folhas com inflorescéncias femininas
(BRFF); folhas masculinas (BRLM) e folhas com inflorescéncias masculinas (BRFM).

Uma amostra das folhas de B. tridentata foi coletada em janeiro de 2010
(BTL). E, outra coleta em dezembro de 2010, obtendo-se duas amostras das partes
aéreas de espécimes femininos (BTPaF) e das partes aéreas de espécimes
masculinos (BTPaM). Na Tabela 1 sdo apresentadas as datas das coletas de cada
material vegetal, parte da planta coletada para a hidrodestilacdo com seus
respectivos codigos que estao relacionados com o género, a espécie, 0 espécime
masculino ou feminino e a parte da planta.

Cada uma das trés espécies do género Baccharis, espécimes femininos e
masculinos, folhas e inflorescéncias foram coletadas na Rodovia PR-513, Ponta
Grossa — Itaiacoca, no mesmo dia e horéario e em boas condi¢des climaticas, livre de
chuva e alta umidade. A coleta de todas as espécies foi realizada nas coordenadas:
25°08'25” sul 49°58'55” oeste, a 1060 m de altitude. A primeira coleta de B.
tridentata (BTL) foi realizada em janeiro de 2010 na posicdo das coordenadas
25°05'22” sul 50°04°45” oeste, a 940 m de altitude.

Logo ap6s as coletas, as amostras foram secadas a temperatura ambiente
por dois dias, separando-se cuidadosamente as impurezas. Os materiais vegetais
assim separados foram acondicionados em frascos hermeticamente fechados, em

freezer a -18 °C, onde permaneceram até o dia da extracao.
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A identificagéo botanica foi realizada pelo Dr. Gerth Hatschbach do Museu
Botanico Municipal de Curitiba, onde as exsicatas foram depositadas: B. pentodonta
Malme (365395), B. rufescens Spreng. (931128) e B. tridentata Vahl (931136).

Tabela 1 - Dados das coletas de cada material vegetal

Data da Partes da planta coletada Cddigo da
coleta Folhas Flores | Partes aéreas amostra
X - - BPLF
- - BPLM
21/03/2011 « i BPFF
- X - BPFM
X - - BRLF
X - - BRLM
21/03/2011 i « BRFF
X - BRFM
- - X BTPaF
21/12/2010 i ) « BTPaM
01/2010 X - - BTL

B. pentodonta: BPLF, folhas femininas; BPLM, folhas masculinas; BPFF, flores
femininas; BPFM, flores masculinas. B. rufescens: BRLF, folhas femininas; BRLM,
folhas masculinas; BRFF, folhas com inflorescéncias femininas; BRFM, folhas com
inflorescéncias masculinas. B. tridentata: BTPaF, partes aéreas femininas;
BTPaM, partes aéreas masculinas; BTL, folhas.

7.2 OBTENCAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Aproximadamente 50 g de cada um dos materiais vegetais das trés espécies
(B. pentodonta, B. rufescens e B. tridentata) foram triturados em liquidificador e
hidrodestilados por 2 horas e 30 minutos em um baldo de 2 litros acoplado a uma
aparelnagem de vidro conforme STAHL & SCHILD (1981) contendo
aproximadamente 800 mL de agua destilada. Os 6leos essenciais foram recolhidos
em éter etilico, decantando-se os restos de agua e evaporando-se 0 solvente a
temperatura ambiente. Apos a evaporacao do solvente os 6leos foram pesados para
obter seu rendimento e refrigerados a 7 °C para posteriormente serem analisados.
Os rendimentos dos Oleos essenciais foram calculados com relacdo a massa de

material vegetal apos a secagem (Tabela 2).
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Tabela 2 - Rendimento dos 0Oleos essenciais das triplicatas dos 0leos
essenciais de B. pentodonta, B. rufescens e B. tridentata.
AMOSTRA MATERIAL VEGETAL (g) | RENDIMENTO (%)

BPFF1 18,10 0,39
BPFF2 18,10 0,37
BPFF3 18,40 0,31
BPLF1 30,90 0,21
BPLF2 28,80 0,34
BPLF3 29,10 0,33
BPFM1 27,10 0,33
BPFM2 27,30 0,34
BPFM3 27,40 0,37
BPLM1 45,40 0,29
BPLM2 44,50 0,40
BPLM3 44,60 0,34
BRFF 52,04 0,86
BRLF 34,81 0,80
BRFM 46,80 0,28
BRLM 38,96 0,48
BTL 38,00 0,57
BTPaF1 15,11 0,46
BTPaF2 19,70 0,51
BTPaF3 18,29 0,53
BTPaM1 13,15 0,53
BTPaM2 16,88 0,54
BTPaM3 15,30 0,47

BPFF, inflorescéncias femininas; BPLF, folhas femininas; BPFM,
inflorescéncias masculinas; BPLM, folhas masculinas; BRFF, folhas com
inflorescéncias femininas; BRLF, folhas femininas separadas; BRFM,
folnhas com inflorescéncias masculinas; BRLM, folhas masculinas
separadas. BTPaF, partes aéreas femininas; BTPaM, partes aéreas
masculinas.

7.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO AQUOSO DE B. tridentata

ApoOs a obtencao do Oleo essencial das folhas de B. tridentata (BTL) a fase
aguosa restante foi filtrada por papel de filtro realizando-se trés extracdes: a primeira
com cloroférmio a fim de separar terpendides; a segunda com acetato de etila em
pH = 8 para obter flavonoides e a terceira com acetato de etila em pH = 4 para
acidos cafeoilquinicos.

A solucdo aquosa obtida da filtragem foi primeiramente extraida com duas
porcdes sucessivas de 200 mL de cloroférmio; a fase organica foi lavada e secada
com Na,SO, anidro, filtrada, concentrada em evaporador rotativo a vacuo e pesada,

calculando-se o rendimento em relagdo a massa do material vegetal (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema de obtengdo do 6leo essencial e dos extratos em cloroférmio, AcOEt em pH
acido e bésico de B. tridentata

Material vegetal
38¢g

Hidrodestilacdo 2 h e 30 min

Oleo essencial Material vegetal + solucdo aquosa
0,229, 0,57%
Filtracédo
Solucdo aquosa Resto solido
Extracdo CHCl;
Extrato CHCl; Solugdo aquosa
Rendimento:
0,
030, 1.31% NaOH di.
—> Terpenos Solugado aquosa pH 8

Extracdo AcOEt

Solugéo aquosa bésica Extrato AcCOEtpH8
Rendimento:
0,309, 0,77%

HCI conc.

Flavonoides
Solugéo aquosa pH 4 e

Extracdo AcOEt

Solucédo aquosa acida Extrato AcCOEtpH4
Rendimento:
1,08 g, 2,85%

— Acidos cafeoilquinicos
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Apbs as extracdes com cloroférmio, foi medido o pH da solucdo aquosa
restante e adicionado NaOH diluido com o objetivo de adquirir uma solugdo em pH =
8. A extracao foi realizada em trés por¢cdes sequenciais de 200 mL com acetato de
etila. As fases organicas foram concentradas em evaporador rotativo e pesadas.

A solucdo aquosa basica restante foi acidificada com HCI concentrado até
pH = 4 e extraida com quatro porcdes de 200 mL de acetato de etila e as fases
organicas também foram reunidas e concentradas, obtendo-se o extrato acetato de
etila em pH = 4. Os extratos obtidos em AcOEt em pH &cido e basico foram
analisados no espectrofotometro de UV-Vis, na faixa de comprimentos de onda de
200 a 450nm, utilizando metanol como solvente e os reagentes de deslocamento
AcONa, H3BOjs, solucdo saturada de AICI; e HCI diluido, e os dados foram
interpretados de acordo com a literatura (MARKHAN,1982).

Os extratos obtidos com AcOEt em pH = 8 e pH = 4 (40 mg de cada
amostra) também foram analisados por RMN *H e *3C.

O fluxograma da Figura 7 representa esquematicamente o processo de
obtencéo do Oleo essencial e posteriormente dos extratos em cloroformio, acetato de

etila em pH = 8 e acetato de etila em pH = 4.

7.4.1 COLUNA DO EXTRATO ACETATO DE ETILA pH = 8 DE B. tridentata

Para o isolamento da substancia principal foram utilizados 100 g de silica
flash em uma coluna cromatografica de 2,8 cm de diametro e 42,5 cm de altura.
Pesou-se 250 mg do extrato que foi diluido com metanol e cloroférmio até o volume
de 5 mL.

Inicialmente a suspenséo da silica foi preparada com 300 mL de cloroférmio
e eluida com duas porcdes de 250 mL de cloroférmio/metanol 5% com fluxo de
extracdo de 10 mL/47 s. Em seguida, mais duas por¢cdes de 250 mL de cloroformio e
metanol 10% até o final, recolhendo-se 47 fracdes de ~20 ml cada. Tanto no
empacotamento como no desenvolvimento da coluna cromatogréfica, foi usada uma
pressao de até 7 psi.

As fracdes coletadas foram analisadas por CCD (Figura 8), utilizando-se
irradiacdo sob luz UV em 250 e 360 nm e H,SO4/MeOH (1:1), seguido de
aguecimento a 100°C por 10 min para visualizagdo das manchas.
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O eriodictiol (22) (Figura 28) foi observado entre as fragfes 19 e 29 obtendo-
se 100 mg de rendimento. Para a analise por CCD (Figura 9) das fracdes reunidas
utilizou-se placa de silica HF 254 e CHCI3/MeOH 10% como eluente. A placa foi
observada sob luz UV e revelada com H,SO, com aquecimento a 100°C por 10 min.

Figura 8 - Teste preliminar das fracdes coletadas durante as extragfes

Cc
A: fragBes de 1 a 11; B: fragbes de 12 a 22; C: fracdes de 23 a 29.

O fator de retencdo (R¢) calculado para as fragbes 19 a 29 da substancia
majoritaria foi de 0,58.

Figura 9 - CCD de todas as fra¢des reunidas

1: FracBes 19 a 29; 2: Fragdes 30 a
34; 3: Fracao 35; 4: Fracbes 36 a 37.

Na Tabela 3 estéo relacionadas as fracdes com seus respectivos eluentes e
rendimentos.
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Tabela 3 - Fragdes da coluna cromatogréfica do isolamento do extrato de BTL em AcOEtpH8

Fragbes | Eluente | Massa(mg) | Rendimento* (%)
19/29 100 0,25
30/34 CHCI3/MeOH 71 0,18
35 10% - -
36/47 34 0,08

Rendimento em porcentagem calculado em relacdo ao extrato
AcOEt obtido em pH = 8 (B. tridentata).

Os dados dos deslocamentos quimicos e os espectros de RMN de *H e de
13C (CDs0D) da substancia isolada estdo apresentados no item 9.3.2, na Tabela 20,
Figura 28 e Anexos 14 e 15.

7.5 FRACIONAMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis rufescens

Uma analise preliminar por CCD foi realizada com o objetivo de determinar
as condicfes da coluna cromatografica para o isolamento das principais substancias
presentes no Oleo essencial.

Os oleos de folhas e de folhas com inflorescéncias foram reunidos obtendo-
se 87 mg de 6leo essencial das partes aéreas da planta. Essa amostra foi utilizada
para o fracionamento na coluna.

O Oleo essencial das partes aéreas de espécimes masculinos de B.
tridentata foi usado como referéncia para o espatulenol (7) na CCD junto ao 6leo de
B. rufescens. Eluentes de polaridades diferentes foram testados a fim de obter o
sistema ideal para o fracionamento do 0leo.

A Figura 10 mostra as placas cromatograficas com as suas respectivas
fases moéveis: CHCIl3/MeOH 2%; CHCIls/MeOH 1%; 100% CHCls; 2% Hexano/CHCls.
Apéds o desenvolvimento, as placas foram reveladas com solucéo de H,SO4/MeOH
(1:1) seguido de aquecimento.

O sistema eluente da placa 4 foi escolhido para o fracionamento do Oleo
essencial devido a melhor separacdo dos componentes presentes. O fator de
retencdo (Rf) calculado para o sistema 2% Hexano/CHCI3; apresentou Rf = 0,27 para
o espatulenol (7), Rf = 0,27 para o (E)-nerolidol (17) e Rf = 0,56 para o componente

nao identificado.
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Para o isolamento das substancias foi utilizada silica gel 60 (0,04 - 0,063 mm
/ 23-240 mesh ASTM) em uma coluna cromatogréfica de 0,8 cm de didmetro e 19
cm de altura.

Figura 10 - CCD dos 6leos esséncias de B. rufescens e B. tridentata.

1 2 3 4

T: 6leo essencial de B. tridentata partes aéreas masculinas; R: 6leo essencial de B. rufescens
folhas e folhas com inflorescéncias masculinas; 1: CHCI;/MeOH 2%; 2: CHCI;/MeOH 1%; 3:
100% CHCls; 4: 2% Hexano/CHCls; A: espatulenol (7); B: (E)-nerolidol (17); C: componente ndo
identificado.

A silica gel foi suspensa em 400 mL de solvente (80 mL de hexano e 320 mL
de cloroférmio), eluindo-se com o mesmo solvente, obtendo-se 40 fracbes com 10
mL cada usando um fluxo de 5 mL por minuto.

Para uma avaliacdo preliminar das fragdes obtidas, volumes idénticos da
sequéncia de fragbes foram aplicados sobre uma placa cromatogréfica, observando-
se sob luz UV de 254 nm. Em seguida, a placa foi revelada com solucdo de
H,SO4/MeOH (1:1) e aquecida em chapa térmica a 100 °C por 10 min. A Figura 11
mostra a analise preliminar de todas as fracdes coletadas depois da revelacdo com

0 4cido e a queima na chapa térmica.
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Figura 11 - Teste preliminar das fracbes do fracionamento do 6leo essencial de B. rufescens
FragGes 1-10

Fragfes 11— 20
Fragtes 21 - 30

Fragfes 31— 40

Apos analises por CCD as fracdes foram reunidas em trés grupos para obter
as substancias principais presentes no 6leo. Na Tabela 4 estdo representados o0s

grupos de fracdes, os respectivos eluentes, massas e 0s seus rendimentos.

Tabela 4 - Fragdes da coluna cromatografica do isolamento do 6leo essencial de B. rufescens

Substancia
~ i 0
Fracéo Eluente Massa (mg) | Rendimento (%) isolada
5/8 27 31,03 Né&o identificada
1217 CHC';gl/exano 20 23,00 (E)-nerolidol (17)
19/22 ° 16 18,39 Espatulenol (7)

Os dados dos deslocamentos quimicos e os espectros de RMN de *H, **C e
DEPT 135 (CDCI3) das substancias isoladas estdo apresentados no item 9.2.1:
Tabela 16 e Anexos 21 a 23 para o espatulenol (7) (Figura 25) ; Tabela 17 e Anexos
24 a 26 para o (E)-nerolidol (17) (Figura 25) e a Tabela 18 e os Anexos 27 e 28 da

4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) (Figura 24).



8 DADOS ESPECTROMETRICOS

8.1 OLEO ESSENCIAL DE Baccharis pentodonta

BPLF: A mix(MeOH, nm): 204,0.
BPFFE: A ma(MeOH, nm): 203,1.
BPLM: A ma(MeOH, nm): 204,0.
BPEM: A ma(MeOH, nm): 203,1.
RMN de *°C (CDCls), item 9.1, amostras BPLF2 e BPFM2:
Tabela 8, a-cadinol (18);
Tabela 9, (+)-torreiol (23);
Tabela 10, epiglobulol (24);
Tabela 11, viridiflorol (25);
Tabela 12, espatulenol (7).

8.2 OLEO ESSENCIAL DE Baccharis rufescens

BRLFE: A max(MeOH, nm): 231,9.

IV (KBr, cm™): 3.412; 3.082; 2.966; 2.922; 2.858; 1.446; 1.375; 1.643.

BRFEE: A max(MeOH, nm): 230.

IV (KBr, cm™): 3.439; 3.080; 2.966; 2.922; 2.860; 1.446; 1.375; 1.643.

BRLM: A max(MeOH, nm): 247,9.

IV (KBr, cm™): 3.080; 2.962; 2.922; 2.870; 1.446; 1.375; 3.450; 1.680.

BREM: A max(MeOH, nm): 247,0.

IV (KBr, cm™): 3.078; 2.960; 2.922; 2.870; 1.446; 1.375; 3.464; 1.680.

RMN de 'H e de *C (CDCl5), item 9.2, amostra BREM:
Tabela 16, 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26).

RMN de "°C (CDCI3), item 9.2, amostra BRFM e BRLF:
Tabela 17, (E)-nerolidol (17).
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8.3 FRACIONAMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis rufescens

RMN de 'H e de **C (CDCl3), item 9.2.1:
Tabela 18, espatulenol (7);
Tabela 19, (E)-nerolidol (17);
Tabela 20, 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26).

8.4 SUBSTANCIAS NEUTRAS DE Baccharis tridentata

Amax (MeOH, nm): 288,1; 327,2.

Amax (MeOH+AcONa, nm): 288,1; 323,9.

Amax (MeOH+AcONa+H3;BO3, nm): 288,6; 374,4.
Amax (MeOH+AICI3, nm): 291,3; 412,9.

Amax (MeOH+AICI3+HCI, nm): 299,5; 371,7.

8.5 ACIDOS ORGANICOS DE Baccharis tridentata

A max(MeOH, nm): 300; 329.

A max(MeOH+AcONa, nm): 300; 329.

A max(MeOH+AcONa+H3BOs, nm): 300; 360.
A max(MeOH+AICIz, nm): 300; 361.

A max(MeOH+AICIz+HCI, nm): 329; 361.

8.6 OLEO ESSENCIAL DE Baccharis tridentata

BTPaM: A max(MeOH, nm): 203,1.
BTPaMF: A max(MeOH, nm): 204,0.
RMN de **C (CDCIy), item 9.4

Tabela 25, 6xido de cariofileno (9);

Tabela 26, espatulenol (7);
Tabela 27, (+)-torreiol (23).
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Baccharis pentodonta

Os dleos essenciais de B. pentodonta apresentaram coloracdo amarelada
escura, com odor amadeirado quando comparado ao 0leo essencial de B. rufescens.

Em geral, os rendimentos das triplicatas dos 6leos essenciais das folhas e
inflorescéncias dos espécimes masculinos e femininos de B. pentodonta foram
similares mesmo usando-se massas de material vegetal diferentes.

As andlises por CG-EM-DIC dos Oleos essenciais das folhas e
inflorescéncias dos espécimes femininos (Tabela 5) mostraram 0s sesquiterpenos
oxigenados (BPFF1: 56,87%; BPFF2: 85,31%; BPFF3: 84,66%; BPLF1: 85,45%;
BPLF2: 86,00%; BPLF3: 93,04%) como o0s constituintes majoritarios. E 0s
sesquiterpenos ndo oxigenados como a segunda classe dos principais componentes
dos Oleos (BPFF1: 41,24%; BPFF2: 14,68%; BPFF3: 14,85%; BPLF1: 11,54%;
BPLF2: 11,69%; BPLF3: 5,58%).

Os oOleos essenciais das inflorescéncias femininas ndo apresentaram
monoterpenos. No entanto, 0s monoterpenos oxigenados a-terpineol e o terpinen-4-
ol (11) estdo presentes nas folhas (BPLF1 e BPLF2) e menores porcentagens nas
inflorescéncias, exceto, na amostra BPFF2 que nao contém estes alcoois.

O oa-cadinol (18) é predominante nos Oleos essenciais dos espécimes
femininos assim como seu isdbmero (+)-torreiol (23) e os outros alcoois: espatulenol
(7), epiglobulol (24) e viridiflorol (25). Uma comparacéo dos espectros das amostras
BPLF1 e BPFF3 indica grande similaridade entre os 6leos dos espécimes femininos.
Essas consideragBes podem ser observadas na propria Tabela 5.

A composicdo quimica do 6leo essencial de B. crispa coletada em Guaiba —
RS; também apresentou a-cadinol (18), mas, em menores proporc¢des (4,6%) que o
epiglobulol (24), representando 16,8% do seu 6leo. Ja a B. crispa coletada em
Castro — PR exibiu o globulol (21) como o componente majoritario (30%), seguido de
espatulenol (7) e germacreno D (23,6% e 16,5%) (SIMOES-PIRES et al., 2005b).
Como em muitos outros casos, variagbes em Oleos essenciais de espécies

Baccharis sdo muito comuns. Somente uma das nossas amostras (BPFF1) destoa
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dos outros 6leos por apresentar o germacreno D e o B-cariofileno (3) em propor¢des

maiores e o a-cadinol (18) em propor¢cdes bem menores.

Tabela 5 - Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de folhas e inflorescéncias de B. pentodonta

feminina
COMPONENTES = 2 8 %| 1 | 2 3 IRRcaL* | IRRyT**

B-pineno - - - 0,42 0,30 1,09 977 980
terpine-4-ol 1,05 - - 0,99 0,84 - 1178 1177
a-terpineol 0,84 - 0,49 1,59 1,19 - 1191 1189
B-elemeno 5,51 2,05 1,55 1,24 1,15 - 1392 1393"
-cariofileno 9,99 5,50 4,88 5,34 5,20 4,47 1421 1418
a-cariofileno 2,24 - 3,31 0,63 0,77 - 1455 1454
y-muuroleno 2,58 - - 0,62 0,61 - 1477 1477
germacreno D 13,28 3,49 0,55 1,01 1,82 - 1483 1480
B-selineno 1,49 - - 0,79 0,55 - 1488 1485
biciclogermacreno - 2,13 3,02 - - - 1498 1494*
2,6-dibuti-4- 372 419 262 160 161 323 1513 1512

metilfenol

0-cadineno 6,15 1,51 1,54 191 1,59 1,11 1525 1524
(E)-nerolidol 1,34 - 1,25 1,65 1,61 - 1563 1565
espatulenol 11,24 14,79 14,30 10,56 11,34 12,36 1582 1576
epiglobulol 12,01 16,00 16,81 13,43 14,17 15720 1588 1588"
viridiflorol 6,33 10,14 9,30 9,39 9,97 12,31 1596 1590
(+)-torreiol 9,46 12,16 15,06 14,33 15,21 13,98 1647 1645
a-cadinol 12,77 28,03 25,32 34,49 32,09 35,96 1660 1653

%

Monoterpenos néo
oxigenados
Monoterpenos
oxigenados
Sesquiterpenos
ndo oxigenados
Sesquiterpenos

] ] - 0,42 0,30 1,09

1,89 - 0,49 2,58 2,03 -

41,24 1468 14,85 11,54 11,69 5,58

56,87 8531 84,66 8545 86,00 93,04

oxigenados
Total 100 99,99 100 99,99 100 99,71
Rendimento 0,39 0,37 0,31 0,21 0,34 0,33

* IRR.y = média dos indices de retencdo relativa calculados para cada componente em todas as
analises; ** IRR); = indices de retencéo relativa publicados (ADAMS, 1995) a menos que indicado
individualmente; 1393" (CHOI, 2003); 1494" (TELLEZ et al., 1999); 1588" (APEL et al., 2004); 1 =
BPFF1; 2 = BPFF2; 3 = BPFF3; 1' = BPLF1; 2’ = BPLF2; 3'= BPLF3; % = porcentagem relativa da
concentracdo dos componentes.

Assim como nos 0leos essenciais dos espécimes femininos, os 6leos dos
espécimes masculinos também apresentaram 0s sesquiterpenos oxigenados como
0s principais componentes (BPFM1: 82,95%; BPFM2: 82,15%; BPFM3: 89,84%;
BPLM1: 86,22%; BPLM2: 86,22%; BPLM3: 93,00%).
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A Tabela 6 apresenta as analises por CG-EM-DIC das amostras das folhas e

inflorescéncias masculinas com seus indices de retencdo relativos calculados
(IRRca) e indices de retencao relativos da literatura (IRR;;) (ADAMS, 1995).

Tabela 6 - Composicdo quimica dos 6leos essenciais de B. pentodonta masculina

COMPONENTES 1 | 2 | 3 0/|0 ! | 2 | 3 IRRca *| IRRy; **
a-pineno 0,58 - - - - - 933 939
B-pineno 234 054 141 125 138 053 977 980

D-limoneno 0,65 - - 0,36 - - 1028 1031
terpine-4-ol 076 0,77 ; 126 1,03 064 1178 1177
a-terpineol 133 112 1,28 197 141 146 1191 1189
B-elemeno 284 339 1,66 129 1,08 ; 1392 1393
B-cariofileno 4,39 5,68 3,80 3,45 3,92 2,37 1421 1418
a-cariofileno 0,41 0,76 - 0,42 - - 1455 1454
germacreno D 169 267 140 175 132 080 1483 1480
B-selineno 080 1,17 ~ 056 - ; 1488 1485
2,6-dibutil-4-metilfenol 1,88 2,51 2,77 1,30 197 146 1513 1512
5-cadineno 128 156 061 145 1,60 1,18 1525 1524
(E)-nerolidol 155 134 1,07 244 225 238 1563 1564
espatulenol 1659 1370 952 21,37 21,64 1895 1582 1576
epiglobulol 13,40 12,98 19,64 16,18 1681 1541 1588  1588"
viridiflorol 828 933 1495 900 892 901 1596 1590
y-eudesmol 125 146 1,30 1,64 1,53 164 1627 1630
(+)-torreiol 12,18 12,08 11,18 7,07 549 1355 1645 1645
a-cadinol 27,82 2875 2941 2722 2963 30,60 1660 1653
%
Monoterpenos nao 357 054 141 161 138 053
oxigenados
Monoterpenos 200 189 128 323 244 210
oxigenados
Sequiterpenos ndo 1, 1 1503 747  go2 792 435
oxigenados
Sesquiterpenos 82,95 8215 89,84 86,22 8824 93,00
oxigenados
Total 100 99,81 100 99,98 99,98 99,98
Rendimento 033 034 037 029 040 0,34

* IRR.5= média dos indices de retencéo relativa calculados para cada componente em todas as
andlises; ** IRR;= indices de retencao relativa publicados (ADAMS, 1995) a menos que indicado
individualmente;1393" (CHOI, 2003); 1588" (APEL et al., 2004); 1 = BPFM1; 2 = BPFM2; 3 =

BPFM3; 1" =
componentes.

BPLM1; 2'= BPLMZ2; 3'= BPLM3; % = porcentagem relativa da concentracao dos

Todas as amostras exibem monoterpenos oxigenados e ndao oxigenados. As

amostras BPFM1 e BPLM1 diferenciam-se das outras em relagdo aos monoterpenos

devido a presenca a-pineno (1) e D-limoneno (10).

Em todas as amostras de 6leo dos espécimes masculinos e femininos, o B-

cariofileno (3) estd presente.

Nas folhas e

inflorescéncias femininas este
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sesquiterpeno esta em maiores porcentagens do que nas amostras masculinas. Ja,
0 y-eudesmol esta presente somente nos O6leos essenciais dos espécimes
masculinos.

Muitos componentes sdo identificados nas Baccharis e aparecem em varias
espécies. O B-pineno (2), D-limoneno (10) e o espatulenol (7) estdo presentes, por
exemplo, em B. articulata, B. semiserrata, B. oxyodonta, B. cognata, B. uncinella e
B. milleflora que foram coletadas em locais diferentes do estado do Rio Grande do
Sul (AGOSTINI et al., 2005).

A semelhanca entre a composicdo quimica dos Oleos essenciais dos
espécimes femininos e masculinos de B. pentodonta apresentados nas Tabelas 5 e
6, é facilmente percebida pela comparagédo entre os respectivos espectros (Figura
12). Os sesquiterpenos espatulenol (7), epiglobulol (24), viridiflorol (25), (+)-torreiol
(23) e a-cadinol (1) podem ser considerados como 0os marcadores quimicos destes

Oleos essenciais.

Figura 12 - Comparagdo entre os espectros dos o6leos essenciais das folhas e
inflorescéncias dos espécimes masculinos e femininos de B. pentodonta

% 100000,

05 . 1. i tt[ﬁ . cineLF1
VU IR i B T 1.1 LA O . BPum

B. pentodonta: BPFF3, inflorescéncias femininas, terceira triplicata; BPLF1, folhas
femininas, primeira triplicata; BPLM1, folhas masculinas, primeira triplicata; BPFML1,
inflorescéncias masculinas, primeira triplicata.
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Os espectros de UV-Vis (Figura 13) estdo de acordo com os dados de
identificacdo dos componentes (Tabelas 5 e 6). As absor¢cbes observadas
mostram que ndo ha altas propor¢cdes de componentes contendo conjugacoes de
duplas ligacbes em suas estruturas, observando-se absorcbées em comprimentos
de onda préximos a 203,1 nm. Essa concluséo é valida para os 6leos essenciais

das inflorescéncias dos espécimes femininos e masculinos.

Figura 13 - Espectros de UV-Vis dos 6éleos essenciais das folhas e das
inflorescéncias dos espécimes masculinos e femininos de B.
pentodonta
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BPFF, inflorescéncias femininas; BPLF, folhas femininas; BPFM,
inflorescéncias masculinas; BPLM, folhas masculinas.

Foram escolhidas amostras representativas dos 0leos essenciais de B.
pentodonta para medidas de espectros RMN de 'C, complementando as
identificacdes feitas por CG-EM-DIC. A andlise de RMN de *3C é uma ferramenta
complementar para o estudo de 6leos essenciais. Este método tem vantagem em
comparacao com a espectrometria de massas na identificacdo de estereoisomeros e
de compostos termicamente instaveis, enquanto a sua desvantagem é a dificuldade
na identificacdo de constituintes leves de cadeia aberta, por exemplo, pertencentes
da composicdo quimica dos Oleos essenciais (SMELCEROVIC et al., 2013).

O a-cadinol (18) (Figura 14), principal componente destes 0leos essenciais,

atingindo proporgdes entre 12,77% e 35,96%, foi caracterizado pelos espectros de
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RMN (Tabela 7) em comparacdo com os dados disponiveis na literatura
(QUEIROGA; FUKAI; MARSAIOLI, 1990; COSTA et al., 2005). O espectro de RMN
de **C mostrou a presenca de 15 atomos de carbonos, indicando dois carbonos
quaternarios, um dos quais estd mais desprotegido por ser carbono insaturado
ligado a um grupo metila (135,56 ppm), enquanto que o outro é um carbono
saturado ligado & hidroxila (72,26 ppm). Um outro carbono sp® é um C-H observado

em 122,35 ppm.

Tabela 7 - Deslocamentos quimicos de RMN 3C do a-cadinol (18) presente
nas amostras de Oleos essenciais dos espécimes femininos e
masculinos de B. pentodonta comparados com os dados da

literatura
c RMN °C (ppm)

(18 | (8° | REF | REF REF®

1CH 50,03 49,92 50,3 49,9 50,21
2 CH, 24,81 23,00 23,0 23,9 22,87
3 CH;, 30,83 30,83 31,3 31,0 31,13
4C 134,93 135,12 134,8 135,8 135,21
5CH 122,35 122,35 122,7 122,3 122,52
6 CH 39,99 39,89 40,2 39,9 40,06
7 CH 46,74 46,38 47,0 46,8 46,89
8 CH;, 22,65 22,20 22,3 22,8 22,15
9 CH, 42,22 42,22 42,5 42,8 42,40
10C 72,42 72,45 72,8 72,4 72,66
11 CH, 23,85 23,85 24,2 21,6 24,07
12 CH 26,08 26,08 26,3 26,1 26,18
13 CH, 16,34 16,34 15,5 15,3 15,33
14 CH, 21,77 21,78 21,9 22,0 21,74
15 CHs 20,77 20,77 21,1 21,6 20,99

(18)" = a-cadinol em BPLF2; (18)° = a-cadinol em BPFM2 REF' = COSTA et
al., 2005; REF® = QUEIROGA et al., 1990; REF® = SZAFRANEK et al., 2005.

Em comparacédo com o a-cadinol (18), o seu isbmero (+)-torreiol (23) possui
juncdo cis entre os dois anéis, além de configuracdes invertidas no carbono
quaternario saturado e no carbono terciario que ostenta o grupo isopropanila (Figura
14). Os espectros de RMN *3C, no entanto, puderam ser atribuidos com certa
facilidade para ambos os isomeros (18) e (23) em pleno acordo com a literatura. Os
deslocamentos quimicos do (+)-torreiol (23) estédo representados na Tabela 8 (EIJK;
ROEIJMANS; VERWIEL, 1984; AINSWORTH et al., 1990).



Tabela 8 - Deslocamentos quimicos de RMN de 3¢ do (+)-
torreiol (23) presente nas amostras de 6leos
espécimes

essenciais
masculinos de B. pentodonta

dos

femininos e

RMN *C (ppm)

¢ (23)° | (23)° | REF" ‘ REF’

1 CH 45,88 45,88 455 45,7
2 CH, 18,84 18,84 18,5 18,6
3 CH, 31,79 31,79 31,1 31,3
4C 134,31 134,95 134,3 134,5
5 CH 124,72 124,73 124,6 124,7
6 CH 36,80 36,80 36,8 36,9
7 CH 45,40 45,41 44,0 44,2
8 CH, 21,98 21,98 21,5 21,6
9 CH, 35,33 35,33 35,3 35,5
10C 72,73 72,73 72,5 72,7
11 CHj 23,58 23,47 23,6 23,7
12 CH 26,69 26,86 - 26,5
13 CH, 21,88 21,88 21,7 21,8
14 CHj 15,45 15,44 15,3 15,4
15 CH, 27,45 27,45 27,9 28,1

(23)" = (+)-torreiol em BPLF2; (23)” = (+)-torreiol em BPFM2
1990; REF?* = ENK;

REF' =

AINSWORTH et al,
ROEIJMANS; VERWIEL, 1984.

Figura 14 - Numeracdo atribuida as estruturas quimicas do o-

cadinol (18) e (+)-torreiol (23)

(18)

15

12

N

13 14
(23)

Fonte: EIJK; ROEIJIMANS; VERWIEL, 1984; SZAFRANEK et

al., 2005
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As estruturas de trés outros alcoois sesquiterpénicos majoritarios, os dois
isomeros (Figura 15) epiglobulol (24) (Tabela 9) e viridiflorol (25) (Tabela 10), e o

espatulenol (7) (Tabela 11), também puderam ser confirmados pelos espectros de

RMN *3C, de acordo com comparacgéo com os dados publicados (QUEIROGA et al.,
1990; FAURE et al.,, 1991; HANSON; HITCHCOCK; MANICKAVASAGAR, 1994;
BOMBARDA et al., 2001; MOREIRA et al., 2007; BESTEN, 2012). Ajudaram nas
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confirmacdes por RMN de '3C das estruturas destes &lcoois sesquiterpénicos,
identificados por CG-EM-DIC como componentes majoritarios presentes nas
amostras estudadas de 6leos essenciais de B. pentodonta: 1) o fato de o espatulenol
(7) ja ter sido encontrado em diversas espécies do género Baccharis estudadas em
nosso laboratério, inclusive nas duas outras espécies vegetais do presente estudo,
B. rufescens e B. tridentata; 2) na maioria dos casos, a presenca do (7) é notavel,
podendo ser considerado como um marcador quimico para o género (por exemplo,
entre 45 e 53% do 6leo essencial de B. tridentata; 3) o viridiflorol (25) foi encontrado
em proporcdes acima de 33% no oleo essencial de B. milleflora, tendo sido inclusive
isolado e identificado por técnicas de RMN 2 D (BESTEN, 2012).

Tabela 9 - Deslocamentos quimicos de RMN de '*C do
epiglobulol (24) presente nas amostras de 6leos
essenciais dos espécimes femininos e
masculinos de B. pentodonta

c RMN *°C (ppm)

(24)" | (24)° \ REF' | REF’ \ REF®

1CH 54,91 54,92 55,9 55,9 55,9
2 CH, 26,54 26,54 26,64 26,5 26,5
3 CH, 34,64 34,64 34,68 34,6 34,6
4 CH 36,38 36,38 35,82 35,7 35,7
5 CH 37,76 37,80 37,59 375 374
6 CH 28,59 2859 2891 28,8 28,7
7CH 26,98 26,98 27,12 27,0 27,1
8 CH, 19,37 19,13 19,20 19,1 19,1
9 CH, 43,40 4340 42,92 42,8 42,8
10C 72,24 7226 72,39 72,2 72,2
11C 20,60 20,82 20,6 20,5 20,5

12 CH3 28,68 28,68 28,82 28,8 28,8
13 CH; 15,82 15,82 15,91 15,8 15,8
14 CH; 30,08 30,08 31,19 31,1 31,1
15 CH; 16,84 16,84 16,65 16,6 16,6

(24)" = epiglobulol em BPLF2; (24)° = epiglobulol em BPFM2;
REF' = BOMBARDA et al, 2001; REF> = HANSON;
HITCHCOCK; MANICKAVASAGAR, 1994; REF® = QUEIROGA
et al., 1990.

Os Anexos 1 e 2 mostram os espectros de RMN de 13C e suas respectivas
ampliacdes do 6leo essencial das inflorescéncias de espécimes masculinos de B.

pentodonta. O Anexo 3 apresenta os espectros de RMN de DEPT 135, também,
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suas ampliacbes no Anexo 4. As expansodes desses espectros exemplificam como
as atribuicdes foram realizadas para esta pesquisa.

Tabela 10 - Valores dos deslocamentos Tabela 11 - Valores dos deslocamentos
quimicos de RMN de **C do viridiflorol quimicos de RMN de **C do espatulenol (7)
(25) presente nas amostras de Oleos presente nas amostras de O6leos essenciais
essenciais dos espécimes femininos e dos espécimes femininos e masculinos de B.
masculinos de B. pentodonta pentodonta
c RMN *C (ppm) c RMN *C (ppm)
(25)" | (25)° ‘ REF" | REF* (7)° | (7)° ‘ REF" | REF*
1CH 58,25 58,25 58,40 58,20 1CH 5434 5435 54,3 54,3
2CH, 29,27 29,24 29,29 29,00 2 CH, 26,74 26,74 26,7 26,7
3CH, 25,80 25,80 2596 25,80 3 CH, 41,78 41,78 417 417
4CH 38,48 38,48 38,65 38,40 4C 80,96 80,98 80,9 80,9
5CH 39,76 39,76 39,92 39,70 5CH 53,43 5343 53,3 534
6CH 2234 22,34 2250 22,20 6 CH 30,34 30,35 29,9 30,0
7CH 28,37 28,37 28,87 28,80 7CH 2753 2754 274 275
8CH, 19,34 19,87 18,59 18,40 8 CH, 2481 2481 248 248
9CH, 37,99 37,99 37,96 37,70 9 CH, 38,89 3889 388 389
10C 74,61 74,63 74,80 74,60 10C 153,42 153,43 153,4 153,2
11C 18,80 18,80 19,01 18,80 11C 20,27 20,31 20,2 20,3
12 CH; 16,57 16,57 16,52 16,30 12CH; 2859 2848 28,6 28,7
13CH; 28,48 2859 28,75 28,70 13 CH; 16,29 16,29 16,2 164
14 CH; 32,37 32,13 32,30 32,10 14CH; 26,00 26,03 26,0 26,0
15CH; 16,13 16,13 16,30 16,10 15CH, 106,29 106,29 106,0 106,1
(25)" = viridiflorol em BPLF2; (25)° = (7)' = espatulenol em BPLF2; (7)° =
viridiflorol em BPFM2 REF" = BESTEN, espatulenol em BPFM2; REF" = MOREIRA
2012; REF® = FAURE et al., 1991. et al, 2007; REF* = QUEIROGA et al,
1990.

Figura 15 - Numeracéo atribuida as estruturas quimicas do
epiglobulol (24) e do viridiflorol (25)

(24) (25)
Fonte: BOMBARDA et al., 2001; BESTEN, 2012.
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9.2 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Baccharis rufescens

O dleo essencial de B. rufescens vem sendo estudado pelo grupo ha varios
anos (COLODEL et al.,, 2012; COLODEL et al., 2010a; COLODEL et al., 2010b),
tendo sido encontradas importantes diferencas entre as composicdes de volateis
obtidos de espécimes masculinos e femininos dessa espécie vegetal. Em
contraposicdo com toda a literatura anterior, espera-se que as composicoes de 6leos
essenciais obtidos de espécimes masculinos e femininos de espécies do género
Baccharis apresentem-se com elevado grau de similaridade (BESTEN et al., 2012).
Assim, o presente estudo foi empreendido utilizando materiais vegetais procedentes
de uma nova coleta, visando verificar mais uma vez a possibilidade de encontrar
composic¢des de Oleos essenciais similares obtidos a partir de espécimes masculinos
e femininos de B. rufescens.

As pequenas quantidades de materiais vegetais obtidos nesta coleta nao
permitiram obter inflorescéncias em quantidade suficiente para a hidrodestilacao.
Assim, 0s quatro Oleos essenciais analisados foram obtidos a partir de amostras de
folhnas de espécimes femininos (BRLF), folhas de espécimes masculinos (BRLM),
folhas contendo inflorescéncias de espécimes femininos (BRFF) e folhas contendo
inflorescéncias obtidas de espécimes masculinos (BRFM). Os rendimentos obtidos
foram maiores para as amostras de espécimes femininos, ndo havendo explicacdes
plausiveis para as diferencas observadas.

Foram identificados 37 compostos nos o6leos essenciais de B. rufescens
(Tabela 12), sendo os majoritarios: 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) (BRFM: 56,43%;
BRLM: 44,22%), d-cadinol (18) (BRFF: 6,75%; BRLF: 5,02%), D-limoneno (10)
(BRFF: 13,39%) e o alcool terciario (E)-nerolidol (17) (BRFF: 61,51%; BRLF:
84,46%; BRFM: 22,97%; BRLM: 40,61%). Os 6leos essenciais apresentaram
coloracdo amarelada e odor citrico caracteristico, similar para todas as amostras e
mais acentuado nas advindas de espécimes femininos.

Na pesquisa realizada por Colodel e colaboradores (2010a; 2010b), a
composicdo quimica do Oleo essencial de B. rufescens apresentou o a-cadinol (18),
oxido de cariofileno (9), espatulenol (7) e o (E)-nerolidol (17) como os constituintes
majoritarios. O estudo efetuado anteriormente por Zunino e colaboradores (1998)

apontou o (17) e o (10) como os principais componentes do 6leo de B. rufescens.



Tabela 12 - Composicdo quimica dos 6leos essenciais de B. rufescens

1

2

3

4

COMPONENTES % IRR.q * | IRRy **
a-tujeno 0,67 - 0,02 - 921 930
B-mirceno 0,42 - - - 978 991
D-limoneno 13,39 - - 0,03 1016 1031
cis-p-ocimeno 0,62 - - - 1037 1040
linalool 1,12 0,36 0,25 0,29 1089 1098
terpinen-4-ol 0,92 0,50 0,34 0,24 1175 1177
geraniol - - 0,11 - 1243 1252
bornil acetato 0,82 0,61 0,37 - 1268 1285
B-elemeno 0,51 0,11 1,75 0,83 1370 1379
isocariofileno - - 1,69 - 1392  1407*
B-humuleno 0,39 - 0,23 0,09 1425 1440
B-cadineno - - 1,55 - 1455 1472
y-gurjuneno 0,39 0,07 - - 1467 1473
B-selineno 0,72 0,21 1,41 0,83 1476 1485
y-muuroleno 0,32 0,10 0,82 0,65 1486 1477
(E)-nerolidol 61,51 84,46 22,97 40,61 1544 1539"
isoaromadendreno epoxido 4,84 3,56 - - 1552 1579"
ledol 0,50 0,21 0,97 1,02 1560 1565
espatulenol 1,10 0,65 1,32 4,52 1572 1576
oxido de cariofileno - - 0,57 - 1578 1581
viridiflorol - - 1,14 1,17 1582 1590
y-eudesmol - - 4,85 1,56 1622 1630
o-cadinol 6,75 5,02 2,50 2,55 1624 1636
cubenol 4,52 3,47 0,72 1,37 1634 1642
4,7(11)-amorfadien-8-ona - - 56,43 44,22 1673  1692"
cis-B-santalol 0,49 0,66 - - 1717 1720
%

Monoterpenos néo oxigenados 15,10 - 0,02 0,03

Monoterpenos oxigenados 2,86 1,47 1,07 0,53

Sesquiterpenos ndo oxigenados 2,33 0,49 7,45 2,40

Sesquiterpenos oxigenados 79,71 98,03 91,47 97,02

Total 100 99,99 100 99,98

Rendimento 0,86 0,80 0,28 0,48

* IRR.5 = média dos indices de retencgédo relativa calculados para cada componente em todas
as andlises; ** IRR;= Indice de retencéo relativa publicados (ADAMS, 1995) a menos que
indicado individualmente; 1539" (CHOI, 2003); 1407" (BARANAUSKIENE; VENSKUTONIS;
DEMYTTENAERE, 2003); 1579" (CONGIU et al., 2002); 1692" (LOAYZA et al., 1995); 1 =

BRFF; 2 = BRLF; 3 = BRFM; 4= BRLM; %

componentes.

porcentagem relativa da concentracdo dos
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Outras amostras foram pesquisadas pelo grupo, comparando-se pela
primeira vez o0s metabdlitos volateis provenientes de espécimes masculinos e
femininos dessa espécie vegetal. Foram observadas grandes diferencas entre as
composi¢cdes quimicas dos Oleos essenciais obtidos de espécimes femininos e
masculinos de B. rufescens: ocorréncia de (E)-nerolidol (17) como componente
principal apenas nos espécimes femininos, enquanto que o0s masculinos
apresentaram benzilbenzoato como majoritario (COLODEL et al., 2012).

Os Oleos essenciais de espécimes masculinos e femininos de cinco espécies
de diferentes se¢bes do género Baccharis (B. caprariaefolia, B. dracunculifolia, B.
semiserrata var. elaegnoides, B. coridifolia e B. pentaptera) coletadas no Segundo
Planalto do Parand, foram estudadas quanto as suas composi¢cfes quimicas. Além
de ter demonstrado a grande similaridade entre Oleos essenciais de espécimes
masculinos e femininos proveniente das cindo espécies estudadas, aquela pesquisa
demonstrou que todas apresentaram baixos niveis de monoterpenos oxigenados ou
ndo. Os metabdlitos secundarios volateis de B. dracunculifolia coletada em Ponta
Grossa também apresentaram o composto (17) em altas propor¢bes, 17,16% nos
espécimes masculinos e 24,69% nos femininos (BESTEN et al., 2012).

No presente trabalho, observou-se uma maior concentracdo de sesquiterpe-
nos oxigenados (BRFF: 79,71%; BRLF. 98,03%, BRFM: 91,47%; BRLM: 97,02%)
em relacdo aos sesquiterpenos ndo oxigenados (BRFF: 2,33%; BRLF: 0,49%,
BRFM: 7,45%; BRLM: 2,40%). A analise do 6leo essencial da amostra das folhas
contendo inflorescéncias femininas apontou alta concentracdo de monoterpenos nao
oxigenados (BRFF: 15,10%) quando comparada com as amostras de espécimes
masculinos (BRFM: 0,02% e BRLM: 0,03%). J& os monoterpenos oxigenados estao
presentes em todos 0s 0leos essenciais de B. rufescens mas representam apenas
2,86% em BRFF; 1,47% em BRLF; 1,07% em BRFM; 0,53% em BRLM.

O (E)-nerolidol (17) esta presente em todas as amostras em proporcdes
acima de 20%, sendo o componente volatil majoritario dos espécimes femininos. E
nos espécimes masculinos a 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) € o principal
constituinte, representando acima de 43% da massa das amostras BRFM e BRLM.

O monoterpeno D-limoneno (10) faz parte da composicdo quimica das
amostras BRFF e BRLM. Nas inflorescéncias femininas corresponde a 13,39% do
0leo, mas nos espécimes masculinos aparece em proporcdes abaixo 0,03%. Os

espectros da Figura 16 mostram claramente as diferencas dos 6leos essenciais das
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folhas e folhas com inflorescéncias dos espécimes masculinos e femininos de B.

rufescens.

Figura 16 -

Comparacdo entre os espectros dos 6leos essenciais das folhas e

inflorescéncias dos espécimes masculinos e femininos de B. rufescens
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BPFF - folhas com inflorescéncias femininas; BPLF - folhas femininas; BPFM - folhas

com inflorescéncias masculinas; BPLM - folhas masculinas.

Os espectros de infravermelho mostrados nas Figuras 1, 19, 20 e 21 sdo das

quatro amostras de 6leos essenciais de B. rufescens. Estes espectros indicaram a

presenca dos grupos funcionais caracteristicos dos sesquiterpenos identificados

como majoritarios por CG-EM-DIC. A Tabela 13 apresenta as bandas de absorcéo

caracteristicas de cada amostra no infravermelho, que estdo de acordo com a
presenca majoritaria de (E)-nerolidol (17) e 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) (Figura
17) (DOSKOTCH et al., 1980; SDBS, 2013).

Figura 17 - Estruturas quimicas do (E)-nerolidol (17) e
4,7(11)-amorfadien-8-ona (26)

a7 (26)
Fonte: SDBS, 2013.
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Figura 18 - Espectro de IV do 6leo essencial das folhas com inflorescéncias do espécime
feminino (BRFF)
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Figura 19 - Espectro de IV do éleo essencial das folhas do espécime feminino (BRLF)

e VM -~ ~ NS ~\

= \ /\a J N T Wt Vas van 'y
-3 N/ L] Al \ AAVNATAAT R TR T .
- A I 1 DAV R

E b% | L) Lo N

= il L

N W=

E! Al

Figura 20 - Espectro de IV do 6leo essencial das folhas com inflorescéncias do espécime
masculino (BRFM)
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Figura 21 - Espectro de IV do 6leo essencial das folhas do espécime masculino (BRLM)
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O espectro de massas da 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) (Figura 22),
presente em altas proporcBes nos Oleos essenciais obtidos de espécimes
masculinos de B. rufescens, corresponde exatamente aos dados publicados por
Bohimann e colaboradores (1984), sendo uma forte evidéncia em favor desta
estrutura.
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Tabela 13 - Absorcées no espectro de infravermelho dos 6leos essenciais de B. rufescens
Grupos | Estiramento | BRLF | BRFF | BRLM | BRFM
sp°C-H 0 axial 3082 3080 3080 3078
sp®C-H 0 axial 2966 2966 2962 2960
2922 2922 2922 2922
2858 2860 2870 2870

sp®CH; o axial 1446 1446 1446 1446
sp® CH, ® angular 1375 1375 1375 1375
C=C d axial 1643 1643 - -
O-H O axial 3412 3439 3450 3464
C=0 O axial - - 1680 1680

BRLF - folhas femininas; BRFF - folhas com inflorescéncias
femininas; BRLM - folhas masculinas; BRFM - folhas com
inflorescéncias masculinas; & - deformacéo.

Figura 22 - Espectro de massas da 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26)
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Os espectros de UV-Vis, utilizando metanol como solvente (Figura 23),
mostram intensas absor¢cdes em comprimentos de onda préximos a 230 nm nas
amostras provenientes de espécimes femininos (BRFF e BRLF) e em torno de 247,0
nm nas de espécimes masculinos (BRFM e BRLM). Esses dados também estdo de
acordo com a presenca da cetona (26) nos Oleos essenciais dos espécimes
masculinos e do alcool (17) nos espécimes femininos, como substancias
majoritarias.

Os espectros de RMN *C (Anexo 5; Anexo 6) mostraram-se uma ferramenta
importante na confirmagdo das estruturas dos componentes majoritarios nos o6leos
essenciais das amostras BRLF e BRFM, apds as analises por CG-EM-DIC. Na
literatura, o primeiro estudo sobre a 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) foi publicado por
Bohlmann e colaboradores (1984), que relatam somente poucos dados
espectrométricos para esta substancia, como a absorcdo em 1.690 cm™ para a
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carbonila, as fragmentac6es no espectro de massas, a rotacdo Optica especifica e o
deslocamento quimico de apenas um préton em 6 3,62 (1H, singleto largo). As
conclusdes destes autores estdo firmadas principalmente em suposi¢bes e
conhecimentos sobre a biossintese de outros compostos presentes no 6leo
essencial de Baccharis viminea por eles estudado (BOHLMANN et al.,, 1984).
Seguiram-se outros estudos sobre a ocorréncia da 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26)
em diversas outras espécies vegetais como comentado a seguir, mas em nenhum

deles os dados de RMN foram publicados.

Figura 23 - Espectros de UV-Vis dos 6leos essenciais de B. rufescens

[o2]
3
0,20 N 3
0,20
0,15
BRLM 015+
BRFM
@ 0,10 «» 010
0,05 - 0,05
0,00 0,00
T T T T T T T . . : : : :
220 240 260 280 300 320 340 220 240 260 280 300 320 340
nm nm
i o
L=l
1 D
0,18 & &
1 0,20
0,16
0,14+ BRLF
0,12 0,15 BRFF
0,10
@ 1 @\
8 o003 £ 010
0,06
0,04+
1 0,05
0,02
0,00
70'02 T T T T T T T 0100 T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 220 240 260 280 300 320 340

Em outras duas espécies de Baccharis coletadas nos altos vales da Bolivia,
na provincia de Cochabamba, a cetona (26) (Figura 24) também foi identificada em
seus Oleos essenciais pela técnica de CG-EM-DIC. Em Baccharis salicifolia, a
4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) apresentou-se em 4,67% e com IRR:; de 1.692; e em
Baccharis latifolia, em proporgdes inferiores a 0,80% e com IRR¢y 1.696, ambas
analisadas em coluna DB5 (LOAYZA et al., 1995).




61

Ha ainda estudos que levaram a identificagdo desta substancia (26) em
outras plantas, como por exemplo, na pesquisa sobre a composi¢cdo quimica dos
Oleos essenciais de cinco espécies Neomirandea. A substancia (26) foi isolada das
partes aéreas da espécie Neomirandea guevarii (43 mg) e identificada por RMN *H,
gracas a presenca da (+)-a-copaen-8-ona (27) (Figura 24), cuja formacéo
biossintética é favorecida pela juncdo cis dos anéis de precursores similares
(TAMAYO-CASTILLO et al., 1989).

Os oOleos essenciais das partes aéreas de Eupatorim adenophorum
coletados em diferentes regides da india apresentaram a cetona (26), que ent&o
passou a ser nomeada como 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) conforme as
recomendacgdes da IUPAC (1999). O composto foi encontrado em proporgdes entre
3,20% e 5,76% dos 6leos essenciais de sete amostras pesquisadas por CG-EM-DIC
usando uma coluna Rtx-5. Embora seja mencionado o uso de espectros de RMN
para a identificacdo de substancias ocorrendo em proporc¢des acima de 5%, também
nesse caso nao foram disponibilizadas andélises (PADALIA et al., 2009).

Os deslocamentos quimicos foram tentativamente atribuidos aos H e C da
estrutura da 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) nas analises dos espectros de RMN do
Oleo essencial bruto de espécimes masculinos de B. rufescens de acordo com dados
publicados para compostos similares que apresentam inclusive a mesma
estereoquimica (ADIO et al., 2007). A presenca em (26) de trés grupamentos CHo,
dois dos quais sao diastereotopicos, aléem de trés grupamentos CH, dificulta
sobremaneira as atribuicdes corretas nos espectros de RMN 1D (Tabela 14).

O (E)-nerolidol (17) foi identificado por CG-EM-DIC em maiores proporcdes
nos Oleos essenciais das folhas dos espécimes femininos de B. rufescens, sendo
sua estrutura, posteriormente, também confirmada pelos espectros de RMN de °C,
inclusive nos Oleos essenciais de folhas de espécimes masculinos contendo

inflorescéncias (Tabela 15).
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Tabela 14 - Deslocamentos quimicos de RMN de Tabela 15 - Deslocamentos quimicos de RMN
'H e de '*C confirmando a identificacdo da de *C do (E)-nerolidol (17) presente nas
4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) como composto amostras de 6leos essenciais de espécimes
majoritario (53,28%) no Oleo essencial de femininos e masculinos de B. rufescens
espécimes masculinos de B. rufescens RMN °C (ppm)
C/H RMN™H (8)  [RMN™C (ppm) C @' | @ | REF | REF
1CH ) 39,73 1CH, 111,65 111,65 111,12 1110
2 CH, 2,09, m 24,64
3CH, ) 2554 2CH 145,07 144,95 1447 1447
4C ) 134,57 3C 73,48 74,93 72,9 72,8
5 CH 494 s 123,27 4CH, 42,06 42,08 41,7 41,9
6 CH 361, sl 41,99 5CH, 22,72 2273 22,2 22,4
7c ] 141,03 6CH, 124,00 124,25 1238 124,0
8 C=0 ) 204,82 7C 135,54 13561 1350 1344
9CH, 239, dl,J=28Hz 51,09 8CH, 3970 3970 392 394
10 CH i 28,41 9CH, 26,65 26,65 26,6 26,4
11C ) 136.83 10CH 124,25 124,26 123,8 1240
12 CH, 1,95, s 23,03 11C 131,40 131,41 130,8 1304
13 CH, 181 s 21,59 12CH; 17,67 17,68 17,1 17,3
14 CH, 1,59, s 23,34 13CH; 25,68 2586 25,1 25,3
15CH; 0,99, d, J = 6 Hz 19,75 14CH; 1600 1572 171 156

15CH; 27,91 27,98 26,7 27,3
(17)" = (E)-nerolidol em BRLF; (17)° = (E)-
nerolidol em BRFM; REF = DOSKOTCH et al.,
1980; REF> = SUAREZ; MENICHINI;
MONACHE, 2002.

Figura 24 - Estruturas quimicas da 4,7(11)-amorfadien-8-ona

(26) com a numeracdo recomendada pela IUPAC

(1999) e de seu derivado biossintético (+)-

o—copaen-8-ona (27)
15

(26) 27)
Fonte: TAMAYO-CASTILLO et al., 1989.
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9.2.1 FRACIONAMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis rufescens

O ¢6leo essencial das folhas dos espécimes masculinos coletados nos
Campos Gerais apresentou o benzilbenzoato (74,7%), espatulenol (7) (7,6%), (E)-
nerolidol (17) (2,6%) e D-limoneno (10) (1,8%) como os principais constituintes
(COLODEL et al., 2012). Os 6leos essenciais de espécimes masculinos obtidos das
folhas e das folhas contendo inflorescéncias, também coletadas na mesma regiédo
para o0 presente estudo, apresentaram os compostos (17), (7) e a 4,7(11)-
amorfadien-8-ona (26) entre os constituintes majoritarios, mas com auséncia total de
benzilbenzoato.

Tendo em vista as diferengcas nas composi¢des quimicas encontradas entre
0s metabdlitos volateis de materiais vegetais de B. rufescens coletados na mesma
regido, 6leos essenciais escolhidos foram reunidos (BRLM e BRFM) e fracionados
cromatograficamente visando os isolar componentes majoritarios para assegurar as
identificacbes. No presente estudo sobre componentes volateis de B. rufescens, foi
possivel isolar, pela primeira vez, a substancia (26) e estabelecer sua estrutura com
base nos espectros de RMN de 'H e de **C, contando com as técnicas de medida
em 2 D. No mesmo fracionamento foram também isolados espatulenol (7) e (E)-
nerolidol (17), os quais foram identificados com uso dos espectros de RMN de 'H e
de °C, DETP 90 e DEPT 135 (Tabelas 16 e 17), em comparacdo com dados
publicados (DOSKOTCH et al., 1980; QUEIROGA et al, 1990; SUAREZ,
MENICHINI; MONACHE, 2002; MOREIRA et al., 2007).

O espatulenol (7) apresentou-se na propor¢cdo de apenas 4,39% em uma
das amostras de Oleo essencial reunidas para o fracionamento (BRLM) e a
substancia isolada mostrou algumas impurezas por CCD e, consequentemente
houve algumas dificuldades para a atribuicAo de todos os sinais no espectro de
RMN de 'H (Anexos 7, 8 e 9).

O (E)-nerolidol (17) estava em mais elevada proporcéo, atingindo 39,41%
em BRLM e foi isolado em bom grau de pureza, sendo possivel reconhecer as
correspondéncias de todos os sinais no espectro de RMN de 'H (Anexo 12). Para
ambas as substancias (7) e (17), todos os sinais nos espectros de RMN de *3C
puderam ser atribuidos (Tabelas 16 e 17; Anexos 10 e 11). A Figura 25 mostra as
estruturas quimicas com a numeracao dos esqueletos carbonicos dos alcoois

sesquiterpénicos espatulenol (7) e (E)-nerolidol (17).



Tabela 16 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de *C do espatulenol (7)
isolado do 6leo essencial de B. rufescens comparados com dados da

literatura
o RMN H (8) RMN °C (ppm)
(7) REF" REF’ ‘ (7) ‘ REF" | REF*
1 CH - - - 54,34 54,3 54,3
2 CH, - - - 26,72 26,7 26,7
3 CH, - - - 41,75 417 417
4C - - - 80,99 80,9 809
5 CH - - - 53,40 53,3 534
0,47 dd 0,46 dd
6CH - 2001 299 300
J=10,4; 10,0 Hz J=11,2;9,5Hz
7 CH 0,72m 0.72 dad - 27,48 274 275
J=11,2;95;6,1 Hz ’

8 CH, - - - 24,78 248 248
9 CH, - - - 38,87 388 389
10C - - - 153,46 153,4 153,2
11C - - - 20,27 20,2 203
12 CHj 1,04s 1,05s 1,05s 2866 286 28,7
13 CHj 1,05s 1,06 s - 16,35 16,2 16,4
14 CHj 1,28s 1,28s 1,29s 16,18 26,0 26,0
15a CH, 4,69 s 4,69 s - 106,27 106,0 106,1

15b CH, 4,66 s 4,66 s 4,65 s - -

REF" = MOREIRA et al., 2007; REF* = QUEIROGA et al., 1990.

Tabela 17 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de **C do (E)-nerolidol (17)
isolado do 6leo essencial de B. rufescens comparados com dados da

literatura 1 -

o RMN H (8) RMN °C (ppm)
(17) REF? REF? (17) | REF' | REF?
1 CH, 5,23-5,01 m 495-54m 524-504m 111,69 111,1 111,0
20H |, o?égg fg, - 6,04 592dd 14507 144,7 144,7
3C - - - 7352 72,9 728
4 CH, 1,68-1,45 m - 1,62-1,45m 42,06 41,7 41,9
5 CH; 2,07-1,92 m - 2,10-1,90m 22,73 222 22,4
6 CH; 5,23-5,01 m 4,95-524m 524.504m 124,24 1238 124,0
7C - - - 135,59 1350 1344
8 CH, 2,07-1,92 m 1,85-2,3m 2,10-1,90m 39,70 392 394
9 CH, 2,07-1,92 m - 2,10-1,90m 26,65 26,6 26,4
10 CH 5,23-5,01 m 495-54m 5,24-504m 124,21 123,8 124,0
11C - - - 131,45 130,8 130,4
12 CHs 1,68 sl 1,71s 1,68 s 17,69 17,1 17,3
13 CH,3 1,60 sl 161s 1,60 s 25,70 251 253
14 CHs 1,60 sl 1,63s 1,60s 16,02 17,1 156
15 CH,3 1,28 sl 1,29 s 1,28 s 2790 26,7 27,3

REF" = DOSKOTCH et al., 1980; REF” = SUAREZ; MENICHINI; MONACHE, 2002.
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Figura 25 - Estruturas quimicas do espatulenol (7) e (E)-nerolidol (17)
15 14

(7) (17)

Fonte: = MOREIRA et al, 2007; SUAREZ;, MENICHINI;
MONACHE, 2002.

Como mencionado acima, a 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) foi identificada na
composicdo quimica dos Oleos essenciais de outras trés espécies Baccharis: B.
salicifolia (4,67%), B. latifolia (0,80%) e B. viminea (BOHLMANN et al., 1984;
LOAYZA et al., 1995). No presente estudo sobre B. rufescens, esse composto foi
encontrado nos 6leos essenciais provenientes das folhas (42,91%) e folhas com
inflorescéncias de espécimes masculinos (53,28%), representando uma boa
oportunidade para o isolamento. Os outros componentes isolados, (7) e (17), séo
mais comumente encontrados nos 6leos essenciais de diversas espécies do género
Baccharis (LAGO et al., 2008; LAGO; ROMOFF; FAVERO, 2008; MENDES et al.,
2008; MORAIS; CASTANHA, 2011; BESTEN et al., 2012; KURDELAS et al., 2012).

A estrutura da 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) isolada foi analisada por RMN
de 'H, *C, DEPT 90, DEPT 135, gHSQC, HMBC e gCOSY (Anexos 13 e 14),
atribuindo-se todos os sinais que confirmam a estrutura inicialmente proposta e sua
estereoquimica. Com o espectro DEPT verificou-se a presenca de quatro carbonos
quaternarios, sendo um de carbonila em 205,4 ppm (C8); quatro grupos metinicos,
sendo apenas um de carbono sp?; trés grupos carbonos metilénicos sp* e quatro
grupos metilicos. Os sinais de carbono entre 100 e 150 ppm foram atribuidos a
carbonos sp?, sendo trés deles quaternarios e um CH de alceno, que foi atribuido
por gHSQC em 4,87 ppm — 123,44 ppm (H5-C5). Foram também atribuidos os
demais carbonos quaternarios em 134,78 (C4), 137,04 (C11), 141,25 (C7). Foram
observados os seguintes acoplamentos por gCOSY: CH (5) — CH (H6-C6) 3,59 ppm
— 42,19 ppm, simpleto largo; CH (5) — CH; (H14-C14) 1,52 ppm — 23,56 ppm,
singleto; CH (5) — CH, (H3-C3) 1,70 a 1,80 ppm — 25,71 ppm, multipleto; CH; (3) -
CH, diastereotodpico, 1,58 a 1,70 ppm, multipleto, e 1,90 a 1,97 ppm, multipleto —
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24,82 ppm (H2-C2); CH; (2) — CH (H1-C1) 1,60 — 1,70 ppm, multipleto — 39,91 ppm.
O outro grupo CH; diastereotdpico em 2,31 — 1,99 ppm J = 4,0 e 16,8 Hz — 51,31
ppm (H9-C9), mais desblindado, foi atribuido ao CH, o a carbonila; outros
acoplamentos foram observados para este grupamento: CH, (9) — CH (H15-C15)
0,91ppm, dubleto com J = 8,4 Hz — 19,95 ppm; CH (15) — CH (H10-C10) 1,98 ppm,
simpleto — 28,61ppm; CH (6) — CH, (2), CH (6) — CH3 (14). O espectro HMBC mostra
acoplamento dos grupos metilicos em 1,88 ppm, simpleto — 23,23 ppm e em 1,74
ppm, simpleto — 21,79 ppm (H12-C12 e H13-C13) com os carbonos quaternarios sp?
em 141,25 e 137,04 ppm (C7 e C11) e com o carbono da carbonila. Esses dados
confirmam a estrutura da cetona (26), e a Tabela 18 resume as atribuicdes de 'H e
de **C.

Tabela 18 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de
¥C da 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) isolada
do éleo essencial de B. rufescens

C/H RMN "H (5) | RMN *C (ppm)
1CH 1,60-1,70 m 39,91
2a CH, 1,58-1,70 m 24,82
2b CH, 1,90-1,97 m -
3CH, 1,70-1,80 m 25,71
4C - 134,78
5 CH 4,87's 123,44
6 CH 3,59 sl 42,19
7C - 141,25
8C=0 - 205,4
9a CH, 1,99-231m 51,31
9 CH, 2,31ddJ=10,2e24Hz -
10 CH 1,98s 28,61
11C - 137,04
12 CHs 1,88sl 23,23
13 CHs 1,745l 21,79
14 CH, 1,525l 23,56
15 CH, 0,91dJ=6,3Hz 19,95

9.3 ESTUDO QUIMICO PRELIMINAR DAS FOLHAS DE Baccharis tridentata

Com um material vegetal de folhas de B. tridentata coletado anteriormente
(janeiro de 2010), foi realizada uma analise preliminar do 6leo essencial (item 9.3.1),
dos compostos fendlicos neutros (item 9.3.2) e acidos (item 9.3.3) dessa espécie
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vegetal. Como o material vegetal disponivel foi coletado fora da época de floragéo,
nao foi possivel estabelecer se a coleta era de espécimes masculinos ou femininos,
ou mistura de ambos. E mesmo contando somente com folhas, o estudo preliminar
foi empreendido visando verificar possiveis diferencas em relacdo a dois estudos
qguimicos publicados (FERRACINI et al., 1995; SOUZA et al., 2011).

9.3.1 ESTUDO PRELIMINAR DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis tridentata

As andlises por CG-EM-DIC (Tabela 19) apontaram 0s sesquiterpenos como
classe majoritaria no Oleo essencial (63,59%), com grande maioria para 0sS
compostos volateis oxigenados. O espatulenol (7) apresentou-se como componente
principal (27,86%), seguido por (+)-torreiol (23) (12,16%), 6xido de cariofileno (9)
(10,59 %), B-pineno (2) (9,51 %) e a-cadinol (18) (8,37 %).

Tabela 19 - Analise do 6leo essencial das folhas de B. tridentata

COMPONENTES | (%) | IRRea* | IRRy*™
B-pineno 9,51 980 980
linalool 3,69 1100 1098

terpnen-4-ol 3,50 1181 1177
a-terpineol 1,59 1196 1189
B-cariofileno 2,97 1417 1418
espatulenol 27,83 1576 1576
oxido de cariofileno 10,59 1580 1581
viridiflorol 1,67 1592 1590
(+)-torreiol 12,16 1642 1645
a-cadinol 8,37 1656 1653
%
Monoterpenos néo 9.51
oxigenados
Monpterpenos 878
oxigenados
Sesquiterpenos néo 2.97
oxigenados
Sesqwterpenos 60,62
oxigenados
Total 81,88
Rendimento 0,57

* IRR.y = média dos indices de retencéo relativa calculados
para cada componente em todas as andlises; ** IRR;=
indice de retencdo relativa publicados (ADAMS, 1995); % =
porcentagem relativa da concentracdo dos componentes.
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Um estudo anterior (FERRACINI et al., 1995) do 6leo essencial das folhas
desta espécie vegetal coletada em area de serrado de Sdo Paulo (Santa de Riacha
em Minas Gerais) ja demonstrou que € uma boa fonte de espatulenol (7) (21,2%),
encontrando-se também &-cadineno (6) (7,7%), globulol (21) (5,9%), a-terpineol
(3,9%) e viridiflorol (25) (4,0%) indicando pouca semelhangca com os resultados
obtidos com materiais vegetais do Parana.

Em outro estudo anterior (SOUZA et al., 2011), B. tridentada foi coletada em
Itumirim, Minas Gerais, e 0 6leo essencial das folhas frescas com apenas 0,091% de
rendimento apresentou elevada propor¢cdo de monoterpenos, com 22,93% de a-
tujeno (19), 20,33% de B-pineno (2), 16,15% de p-felandreno (20) e 6,08% de B-
mirceno. Por outro lado, baixas proporcdes de sesquiterpenos foram encontradas,
como por exemplo, 0,19% de espatulenol (7) e 0,87% de 6xido de cariofileno (9).
Assim, nesse segundo artigo publicado também n&o se observa semelhanca da
composicao do oleo essencial obtido do material coletado em Minas Gerais com 0s

resultados das analises preliminares realizadas no presente estudo.

9.3.2 SUBSTANCIAS FENOLICAS NEUTRAS DE Baccharis tridentata

A solucdo aquosa restante da hidrodestilacdo das folhas foi filtrada e
extraida em pH = 8 com AcOEt, obtendo-se um extrato contendo compostos
fendlicos neutros com rendimento de 0,77% (0,30 g). A analise por CCD desse
extrato demonstrou a presenca macica de apenas um componente, que revelou
positivamente para fenol com solu¢cdo metandlica de FeCls.

A Figura 26 mostra o espectro de UV-Vis do extrato AcCOEt obtido em pH =8
apresentando padrdo caracteristico de flavanona ou diidroflavonol. A amostra exibiu
absorcdes da banda Il em 288,1 nm e da banda | em 327,2 nm, indicando que néo
ha conjugacdo entre os anéis A e B. A banda Il diminui sensivelmente de
intensidade em relagdo ao espectro em MeOH com a adi¢ao da base fraca AcONa,
enquanto que a banda | aumentou sua intensidade mostrando maximo de absorcéo
em 323,9 nm (MARKHAM, 1982).

Um deslocamento batocrémico da banda | é observado com adicdo de AICls,

de 327,2 nm (em MeOH) para 412,9 nm, indicando a presenc¢a de um grupamento
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orto-di-OH no anel B, o que é confirmado pelas absor¢cdes apos a adicdo de HCI. O
espectro final, com a adicdo de HCI, ainda apresenta a banda de absor¢do em 371,7
nm, devido ao complexo de AICIl; com o grupo 5-OH e a carbonila na posicdo C4
(MARKHAM, 1982).

Figura 26 - Espectros de UV-Vis do extrato obtido com AcOEt em pH =8
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As observacdes feitas nos espectros de UV-Vis permitiram supor a estrutura
do eriodictiol (3',4’,5,7-tetraidroxiflavanona) (22) para o principal componente do
extrato AcCOEt em pH = 8.

O flavonoide principal no extrato AcCOEtpH8 foi obtido em forma pura por
cromatografia em coluna de silica gel (item 7.4.1). O espectro de infravermelho
(Figura 27) do componente isolado (22) apresentou estiramento de grupos hidroxila
com uma banda de absorcdo forte em 3.373 cm™, e absorcdes de intensidade
moderada para as vibragcdes de estiramento C-H sp® em 2.926 e 2.858 cm™.
Observa-se a banda forte em 1.606 cm™ devida a vibracdes de estiramento C=C,
que indicam a presenca de anel aromatico. A banda de absorcdo em 1.641 cm™
refere-se ao estiramento do grupo carbonila conjugado. Os dados do espectro de
infravermelho estdo em acordo com os dados publicados para o composto (22) no
estudo realizado por Oliveira e Carvalho (1999).

O extrato bruto AcOEtpH8 e o eriodictiol isolado (22) foram analisados por
RMN de 'H e de 'C (Figura 28). A Tabela 20 mostra as atribuicdes dos
deslocamentos quimicos comparados com os dados disponibilizados na literatura
(OLIVEIRA; CARVALHO, 1999; SILVA et al., 2010; MOREIRA et al., 2003).
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Figura 27 - Espectro de infravermelho do eriodictiol (22) isolado medido em KBr
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Tabela 20 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e C do eriodictiol (22) presente no extrato
AcOEt em pH=8 de B. tridentata e de (22) isolado em comparacdo com dados

publicados
CH RMN *H (8) RMN “°C (ppm)
EXT (22) | REF EXT | (22) | REF
5,26 dd 5,27 dd 5,26 dd
2 CH J=3e 12,6 Hz J=3,2e 12,8 Hz J=3,0e 12,5 Hz 8069 79,09 805
3,06 dd 3,08 dd 3,06 dd
3a CH; J=125e17,1Hz J=128e172Hz J=12,5e 17,0 Hz 4416 4270 441
2,68 dd 2,72dd 2,68 dd
3b CH, - - -
J=3e17,1Hz J=3,2e 17,2 Hz J=3,0e 17,0 Hz
4C - - - 197,81 196,35 197,8
5C - - 165,52 164,05 165,4
6 CH 6,45 d J=2,1 Hz 5,91 d J=2,0 Hz 5,89 d J=2,0 Hz 97,1 9563 97,0
7C - - - 168,49 166,98 168,4
8 CH 6,20 d J=2,1 Hz 5,89 d J=2,0 Hz 5,87 d J=2,0 Hz 96,2 94,77 96,2
9cC - - - 164,94 163,44 1649
10C - - - 103,41 101,95 103,3
1 C - - - 131,86 130,38 131,8
2' CH 6,91s 6,93 sl 6,91s 114,81 114,85 1147
3C - - - 146,65 145,10 146,5
4C - - - 146,96 145,62 146,9
5 CH 6,79 s 6,80 sl 6,78 s 116,23 115,37 116,2
6’ CH 6,79 s 6,80 sl 6,78 s 119,35 118,92 119,3

EXT = extrato bruto, espectro medido em CDs;OD num equipamento de 200MHz; (22) = eriodictiol
isolado, espectros medidos em CDs;OD num equipamento de 400 MHz; LIT = SILVA et al., 2010.
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Figura 28 - Estrutura quimica da substancia (22) e os espectros de RMN de 'H e de *C medidos em
CD;0D em equipamento de 400MHz do eriodictiol (22) isolado do extrato acetato de etila
em pH = 8 de B. tridentata
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Os sinais de H do anel A apareceram como dubletos em & 6,45 (H6) e 6 6,20
(H8) com constante de acoplamento de 2,1 Hz caracteristica de acoplamento meta.
No anel B, o H2’ (5 6,91) aparece como simpleto, observando-se também simpletos
para H6’ (5 6,79) e H5’ (6 6,79). Também, caracteristicos da configuracdo absoluta R
de C2, foram observados os prétons H3aem & 3,06 como duplo dubleto com
constantes de acoplamento J=12,5 e 17,1 Hz, H3b em & 2,68 como duplo dubleto
com constantes J=3,0 e 17,1 Hz, e 0 H2 em & 5,26 como duplo dubleto com
constantes J=3,0 e 12,6 Hz. As esperadas constantes de acoplamento de
aproximadamente 8 Hz em dubletos para H6’ e H5’ ndo sdo observadas no espectro
de RMN *H medido em CDs0D ou DMSO-d6 e esse efeito ndo tem uma explicacio
clara (ENCARNACION et al., 1999; SILVA et al., 2010). A literatura registra que,
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guando o espectro for medido em CDCl3, os dubletos de H6’' e H5’ com J=8,6 Hz séo
observados em & 7,34 e 6 6,89, respectivamente, e o sinal atribuido ao H2' aparece

também sob o dubleto em & 7,34 (VASCONCELOS; SILVA; CAVALEIRO, 1998).

9.3.3 ESTUDO PRELIMINAR DOS ACIDOS ORGANICOS DE Baccharis tridentata

O extrato obtido com AcOEt em pH = 4 a partir de folhas da primeira coleta
apresentou rendimento bem maior quando comparado com o do extrato em pH
basico (2,85%). Em diversas pesquisas anteriores sobre espécies do género
Baccharis, os flavondides aparecem em propor¢cdes mais baixas que os &cidos
cafeoilquinicos (SIMOES-PIRES et al., 2005a; ASCARI, 2007; MENDES, 2007;
JASINSKI, 2010; BESTTEN, 2012).

Os espectros de UV-Vis obtido com a adicdo dos reagentes de
deslocamento, (Figura 29) sdo caracteristicos de acidos cafeoilquinicos e observa-
se o0 efeito da complexacdo do AICI3; com o0s grupos orto-diidroxi dos anéis
aromaticos de cafeatos, e em seguida, a recuperacado dos espectros originais apés a
adicdo de HCI. Além disto, os grupamentos orto-diidroxi também mostram
complexacdo caracteristica com H3BO; (MARKHAM, 1982; ASCARI, 2007,
MENDES, 2007; JASINSKI, 2010; BESTEN, 2012).

Figura 29 - Espectros UV-Vis do extrato AcCOEt em pH = 4 com uso dos
reagentes recomendados para analise de flavonoides
segundo Markham (1982)
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Os espectros de RMN de 'H e de **C do extrato AcOEt em pH 4 (Anexos 15
e 16) sao tipicos de derivados acidos cafeoilquinicos (Figura 30). Nos espectros de
'H, os sinais aparecem acumulados em multipletos, devido & presenca de mistura de
varios isbmeros, mas distribuidos em deslocamentos quimicos caracteristicos dessa
classe de compostos (BASNET et al., 1996; JASINSKI, 2010; BESTEN, 2012).

Figura 30 - Estruturas quimicas dos derivados de acidos cafeoilquinicos do extrato
em pH = 4 de B. tridentata

OH cooH

(32)
Fonte: BERREGI et al., 2003; SILVA et al., 2009.
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Os sinais em 178,08, 177,47 e 176,89 ppm podem ser atribuidos a
carbonilas de acido carboxilico de unidades do &cido quinico indicando que, pelo
menos, trés destes compostos estdo presentes em propor¢cdes similares. Cada
unidade de acido quinico também apresenta trés carbonos metinicos (entre 58,5 e
76,7 ppm) e dois metilenicos (entre 36,11 e 43,55 ppm), cujos sinais podem até levar
a sugestédo de identidades para cada isbmero (TATEFUGI et al., 1996).

Como os deslocamentos quimicos encontrados nos espetros de RMN de *H,
guando comparados com os dados publicados, comprovou-se a provavel presenca
do acido 3-cafeoilquinico (30), acido 3,5-O-dicafeoilquinico (31) e &acido 4,5-O-
dicafeoilquinico (32) (Figura 30).

9.4 OLEOS DE ESPECIMES MASCULINOS E FEMININOS DE Baccharis tridentata

Os materiais vegetais da segunda coleta foram separados em triplicatas e
caracterizados apenas como partes aéreas (Pa) em razdo da pouca disponibilidade
de inflorescéncias. Assim, os materiais vegetais foram codificados como BTPaM,
proveniente de espécimes masculinos, e BTPaF de espécimes femininos.

Ambos os O6leos dos espécimes masculinos e femininos apresentaram
coloracdo amarela clara e odor herbaceo suave caracteristico.

As composi¢des quimicas das amostras de Oleos essenciais analisadas por
CG-EM-DIC séo apresentadas na Tabela 21. Foram identificados 18 componentes
nos 6leos essenciais de B. tridentata, com 0s sesquiterpenos oxigenados como 0s
constituintes majoritarios (BTPaF1l: 78,17%; BTPaF2: 83,29%; BTPaF3: 81,04%;
BTPaM1l: 88,18%; BTPaM2: 84,48%; BTPaM3: 88,02%), seguindo-se 0sS
monoterpenos oxigenados (BTPaF1l: 14,71%; BTPaF2: 10,60%; BTPaF3: 12,10%;
BTPaML1: 7,53%; BTPaM2: 13,00%; BTPaM3: 10,89%).

Os monoterpenos oxigenados estdo presentes nos 6leos dos espécimes
femininos em até 14,71% e nos masculinos 13,00%. Ja os monoterpenos nao
oxigenados apresentam menor concentracao, sempre abaixo de 1%.

Nas amostras dos espécimes masculinos nao foi identificada a presenca de
biciclogermacreno (5) e d-cadineno (6). Para ambas as amostras BTPaF e BTPaM
0S principais constituintes séo: o espatulenol (7), 6xido de cariofileno (9), (+)-torreiol

(23) e a-cadinol (18). Em outras espécies do género Baccharis, 0os sesquiterpenos
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oxigenados também apresentaram-se como constituintes majoritarios de seus 6leos
essenciais. Como exemplos, os Oleos essenciais de Baccharis myriocephala e B.
tridentata ja apresentaram (7) (9,44% e 21,20%, respectivamente), Baccharis
platipoda apresentou (7) (8,76%) e (18) (5,09%), enquanto Baccharis microdonta o
(9) (24,06%) e o (18) (8,44%) (FERRACINI et al., 1995; LAGO; ROMOFF; FAVERO,
2008).

Tabela 21 - Composigdo quimica dos 6leos essenciais de B. tridentata

COMPONENTES 1 2 3 7 1 2 3 IRR., *|IRR)j; **
B-pineno 0,65 0,50 0,66 - 0,75 - 977 980
linalool 2,58 2,02 2,49 0,83 1,48 1,19 1100 1098

trans-pinocarveol 2,61 2,11 2,23 2,14 2,91 2,60 1140 1139

cis-verbenol 261 071 0,90 - 0,40 - 1146  1142°
pinocarvona 1,02 0,69 0,88 0,42 0,91 0,63 1164 1162
terpine-4-ol 2,00 1,51 1,66 1,02 2,13 2,58 1178 1177
a-terpineol 1,16 1,12 1,12 0,56 0,95 1,03 1192 1189
mirtenal 2,73 2,44 2,82 2,56 4,22 2,86 1198 1193
a-copaeno 0,25 - 0,13 - - - 1377 1376
-cariofileno 2,34 2,02 2,11 1,07 1,41 1,10 1421 1418
germacreno D 0,85 0,51 0,54 - 0,37 - 1483 1480
biciclogermacreno 1,74 0,78 0,81 - - - 1498  1494"
2,6-dibutil-4-metilfenol 0,84 1,73 2,06 2,53 1,60 2,41 1513 1512
0-cadineno 0,47 0,56 0,46 - - - 1525 1524
espatulenol 45,40 49,86 46,91 53,09 48,68 51,44 1586 1576
oxido de cariofileno 15,31 15,17 16,15 14,09 15,32 1490 1590 1581
(+)-torreiol 10,95 11,81 11,81 13,39 11,58 12,15 1645 1645
a-cadinol 6,51 6,45 6,17 7,61 7,29 7,12 1660 1653
%
Monot.erpenos néo 0.65 0.50 0.66 ) 0.75 )
oxigenados
Monoterpenos 1471 10,60 12,10 7,53 13,00 10,89
oxigenados
Sesquiterpenos ndo o o 560 611 360 178 1,10
oxigenados
Sesquiterpenos 7817 8329 81,04 8818 8448 88,02
oxigenados
Total 100 99,99 99,91 99,31 100,00 100,00
Rendimento 0,46 0,51 0,53 0,53 0,54 0,47
*IRR.y = média dos: indices de retencédo relativa calculados para cada componente em todas as
analises; **IRRj; = Indice de retencdo relativa publicados (ADAMS, 1995) a menos que indicado

individualmente; 1142" (KOWALSKI; WOLSKI, 2005); 1494" (TELLEZ et al., 1999); 1 = BTPaF1; 2 =
BTPaF2; 3 = BTPaF3; 1' = BTPaM1; 2'= BTPaM2; 3'= BTPaM3; % = porcentagem relativa da
concentracdo dos componentes.

Estes resultados diferem da pesquisa realizada por Souza e colaboradores

(2011), que ao analisar o 6leo de B. tridentata observaram o a-tujeno (19) (22,93%),
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B-pineno (2) (20,33%) e o B-felandreno (20) (16,15%) em maiores propor¢des do que
o espatulenol (7), (0,19%), 6xido de cariofileno (9) (0,87%) e a-cadinol (18) (0,21%),
com auséncia de (+)-torreiol (23). Essas diferencas se devem mais provavelmente a,
que nesse estudo, 0 Oleo essencial foi hidrodestilado a partir de material vegetal
fresco.

As triplicatas dos espécimes femininos e masculinos apresentam
semelhancas entre seus 6leos essenciais e as pequenas diferencas da composicéo
quimica estdo nos componentes de baixas porcentagens. Essas consideracdes
também podem ser observadas na Figura 31 que mostra 0s espectros sobrepostos
das amostras BTPaF1 e BTPaM2.

Os oOleos essencias dos espécimes femininos e masculinos, quando
comparados em relacdo a suas composi¢cdes quimicas podem ser considerados
bastante semelhantes, com idénticos constituintes majoritarios e apresentando

diferencas maiores apenas em cancentracdes de constituintes minoritarios.

Figura 31 - Espectros dos 6leos essenciais das partes aéreas de B. tridentata
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Os espectros de UV-Vis, utilizando metanol como solvente, dos 6leos
essenciais das partes aéreas femininas e masculinas de B. tridentata, mostrados na
Figura 32, apresentaram absor¢cées em torno de 204 nm, confirmando a auséncia de
altas proporc¢des de compostos aromaticos ou contendo duplas ligagdes conjugadas.

Para complementar as identificacbes de componentes majoritarios presentes
nos 6leos essenciais de B. tridentata, foram realizados os espectros de RMN de *3C,
DEPT 90 e DEPT 135 (Anexos 17 e 18) da amostra mais representativa e as
atribuicbes de deslocamentos quimicos foram feitas por comparacdo com dados
publicados. Os deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de **C do éleo

essencial da amostra BTPaM3 foram comparados com os dados da literatura para
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0s principais componentes (Tabelas 22; 23 e 24) (EIJK; ROEIJMANS; VERWIEL,
1984; AINSWORTH et al., 1990; QUEIROGA; FUKAI; MARSAIOLI, 1990; MOREIRA
et al., 2007).

Figura 32 - Espectros de UV-Vis dos 6leos essenciais dos espécimes masculinos e femininos
das partes aéreas de B. tridentata
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Todos os deslocamentos quimicos foram atribuidos aos carbonos das
substancias majoritarias (7), (9) (Figura 33) e (23) do 6leo essencial dos espécimes
masculinos. Porém, o deslocamento quimico para o carbono terciario (12 CH) da
estrutura do (+)-torreiol (23), que néo pode ser confirmado nem pelo DEPT 90 e nem
pelo DEPT 135.

Figura 33 - Estrutura quimica do 6xido de cariofileno (9)
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Fonte: MOREIRA et al., 2007.
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Tabela 22 - Deslocamentos quimicos de Tabela 23 - Deslocamentos quimicos de RMN
RMN de *C do o6xido de cariofileno (9) de *C do espatulenol (7) presente na amostra
presente na amostra do 6leo essencial das do Oleo essencial das partes aéreas de
partes aéreas de espécimes masculinos de espécimes masculinos de B. tridentata
B. tridentata c RMN °C (ppm)
c RMN °C (ppm) (7) | REF. | REF
9 [ REF [ REF 1CH 5432 543 543
2 CH, 30,19 30,19 30,4 3 CH, 4176 417 417
3 CH, 29,83 29,89 30,0 4C 80.98 80.9 80.9
4C 151,83 151,85 152,1 5 CH 5342 533 534
5CH 48,74 48,74 49,0 6 CH 29 95 26.6 30.0
7CH 50,00 50,88 50,9 8 CH, 24 79 248 248
8 CH, 2020 2724 274 9 CH, 38,88 38,8 38,9
9 CH;, 39,17 3921 394 10C 153,42 1534  153,2
10C 59,88 59,75 60,0 11C 2026 202 203
11C 34,01 34,01 34,2 12 CHj 28,67 28,6 28,7
12 CH; 21,63 21,65 21,8 13 CH3 16,33 16,2 16,4
13 CHs 29,90 2990 30,2 14 CH, 26,07 26,0 26,0
15 CH; 16,99 16,99 17,2 (7): espatulenol em BTPaM3; REF":
(9): 6xido de cariofileno em BTPaM3; REF": MOREIRA et al., 2007; REF%: QUEIROGA,;
SDBS, 2013; REF*: MOREIRA et al., 2007. FUKAI; MARSAIOLI, 1990.

Tabela 24 - Deslocamentos quimicos de
RMN de **C do (+)-torreiol (23) presente na
amostra do O6leo essencial das partes
aéreas de espécimes masculinos de B.

tridentata
c RMN °C (ppm)

(23) | REF' | REF’

1CH 46,69 455 45,7
2 CH, 19,83 18,5 18,6
3 CH, 30,81 31,1 31,3
4C 134,32 1343 1345
5 CH 124,35 124,6  124,7
6 CH 36,78 36,8 36,9
7 CH 44,21 44,0 44,2
8 CH, 21,42 21,5 21,6
9 CH, 34,63 35,3 35,5
10C 72,45 72,5 72,7
11 CH, 23,77 23,6 23,7
12 CH - - 26,5
13 CH, 21,56 21,7 21,8
14 CH, 15,22 15,3 15,4
15 CHs 28,47 27,9 28,1

(23): (+)-torreiol em BTPaM3; REF"
AINSWORTH et al., 1990; REF* EIK;
ROEIJMANS; VERWIEL, 1984.
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Os espectros de RMN 'H e 'C também apresentaram outros sinais
referentes aos outros componentes em menores propor¢des. No espectro de RMN
de *H, por exemplo, o sinal do H em & 9,43 pode estar associado ao hidrogénio do
aldeido mirtenal (2,86% em BTPaM3) ou a hidroxila fendlica do 2,6-dibutil-4-
metilfenol (2,41% em BTPaM3). No espectro de RMN de *C, o deslocamento

quimico do carbono carbonilico do mirtenal € visto em 191,26 ppm.
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10 CONCLUSOES

O método empregado para as coletas, preparacdo dos materiais vegetais,
obtencdo e analise dos 6leos essenciais das trés espécies do género Baccharis
permitiu observar a similaridade entre os 6leos das folhas e inflorescéncias e das
partes aéreas de espécimes masculinos e femininos de B. pentodonta e B.
tridentata. As semelhancas entre as composicdes de 6leos essenciais de espécimes
masculinos e femininos de mais duas espécies Baccharis confirmam achados
cientificos inéditos que ocorreram ao longo de estudos realizadas pelo grupo
(BESTEN et al., 2012).

No entanto, os 6leos essenciais das folhas e folhas contendo inflorescéncias
de espécimes femininos de B. rufescens, mais uma vez estudados nesta pesquisa,
continuaram a mostrar grandes diferengas entre si. Pela primeira vez, a cetona
4,7(11)-amorfadien-8-ona foi identificada nos Oleos essenciais dos espécimes
masculinos de B. rufescens. Pela primeira vez essa substancia pode ser isolada
para andlises por técnicas de RMN 2D. Outros estudos devem ser ainda realizados
para obter todas as informacfes possiveis sobre essa substancia, visto que a
literatura disponivel ndo apresenta dados mais concretos e precisos.

Os resultados deste trabalho suscitam novas hipdteses. A similaridade, ou
as diferencas, entre as composi¢cdes quimicas dos 0Oleos essenciais dos espécimes
masculinos e femininos das trés espécies Baccharis estudadas podem estar
relacionadas com a genética do material vegetal e com o ponto de dispersdao da
planta. Assim, as diferencas entre os metabdlitos volateis dos espécimes masculinos
e femininos de B. rufescens, ndo sendo uma espécie tipicamente brasileira, podem
ser devidas a distancia que separa nossa regiao e os territérios argentinos, que séo
considerados centros de dispersdo dessa espécie vegetal. Por outro lado, B.
tridentata, uma espécie brasileira bastante difundida nas regides sul e sudeste,
apresenta composicdes diferentes nos 0leos essenciais dependendo do local de
coleta, mas em nosso estudo n&do apareceram diferencas entre os componentes dos
Oleos essenciais de seus espécimes masculinos e femininos.

Os extratos obtidos com acetato de etila em pH = 8 e pH = 4 a patrtir das
folhnas de B. tridentata permitiram a identificacdo e o isolamento do eriodictiol. No

extrato em pH = 4 foram observados os acidos cafeoilquinico em alta concentracéo.
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Assim, o método de extracdo permitiu separar os flavonoides dos acidos fendlicos ja
nos extratos brutos, e o0s rendimentos dos extratos mostram que os acidos
cafeoilquinicos estdo em maiores proporcbes que os flavonoides. Baccharis
tridentata mostrou ser uma fonte vegetal importante para a obtencdo desses

compostos fendlicos.
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ANEXO 1 - Espectro de RMN de *C do 6leo essencial das inflorescéncias dos
espécimes masculinos de B. pentodonta, amostra BPFM2 (item 9.1).
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ANEXO 2 - Ampliagdes do espectro de RMN de *C do 6leo essencial das
inflorescéncias dos espécimes masculinos de B. pentodonta, amostra BPFM2 (item
9.1).
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ANEXO 3 - Espectro de RMN de **C DEPT135 do 6leo essencial das inflorescéncias
de espécimes masculinos de B. pentodonta, amostra BPFM2 (item 9.1).
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ANEXO 4 - Ampliacdes do espectro de RMN de **C DEPT 135 do 6leo essencial das
inflorescéncias de espécimes masculinos de B. pentodonta, amostra BPFM2 (item
9.1).
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ANEXO 5 - Espectro de RMN de C do 6leo essencial das folhas contendo
inflorescéncias de espécimes masculinos de B. rufescens, amostra BRFM (item 9.2).
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ANEXO 6 - Espectro de RMN de *C DEPT 135 do 6leo essencial das folhas
contendo inflorescéncias de espécimes masculinos de B. rufescens, amostra BRFM
(item 9.2).
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ANEXO 7 - Espectro de RMN de *3C do espatulenol (7) isolado do 6leo essencial de
B. rufescens (item 9.2.1).
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ANEXO 8 - Espectro de RMN de *C DEPT135 do espatulenol (7) isolado do éleo
essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
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ANEXO 9 - Espectro de RMN de *H do espatulenol (7) isolado do éleo essencial de
B. rufescens (item 9.2.1).
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ANEXO 10 - Espectro de RMN de **C do (E)-nerolidol (17) isolado do 6leo essencial

de B. rufescens (item 9.2.1).

] T T T
160 140 120 100

|
180

I
BD

I
200



108

ANEXO 11 - Espectro de RMN de *C DEPT 135 do (E)-nerolidol (17) isolado do
Oleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
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ANEXO 12 - Espectro de RMN de *H do (E)-nerolidol (17) isolado do 6leo essencial

de B. rufescens (item 9.2.1).
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ANEXO 13 - Espectro de RMN de *C, DEPT 135 e DEPT90 da 4,7(11)-amorfadien-
8-ona (26) isolada do 0Oleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
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ANEXO 14 - Espectro de RMN gCOSY da 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) isolada do
Oleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
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ANEXO 15 - Espectro de RMN de 'H em CDs;OD dos derivados de &cidos
cafeoilquinicos isolados do extrato em acetato de etila em pH = 4 de B. tridentata
(item 9.3.3).

I E
ko
: [

W

X

X

l"uL L,L"ML

|

e h“uf‘.”




113

ANEXO 16 - Espectro de RMN de *C em CD;OD dos derivados de &cidos
cafeoilquinicos isolados do extrato em acetato de etila em pH = 4 de B. tridentata
(item 9.3.3).
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ANEXO 17 - Espectro de RMN de *C do 6leo essencial das partes aéreas de
espécimes masculinos de B. tridentata, amostra BTPaM3 (item 9.4).
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ANEXO 18 - Espectro de RMN de *C DEPT 135 do 6leo essencial das partes

aéreas de espécimes masculinos de B. tridentata, amostra BTPaM3 (item 9.4).

\ Ll

]

50

T T T T T

90

ppm

20

30

o

80

120 110 100

130

150 140



	1 INTRODUÇÃO
	1.1 GÊNERO Baccharis L.
	1.2 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS
	1.3 ÓLEOS ESSENCIAIS DE ESPÉCIES Baccharis
	1.4 SUBSTÂNCIAS FENÓLICAS DE Baccharis
	1.5 Baccharis pentodonta, Baccharis rufescens E Baccharis tridentata

	2 JUSTIFICATIVa
	3 Delimitação do problema
	4 Hipóteses
	5 Objetivos
	5.1 OBJETIVO GERAL
	5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

	6 equipamentos e reagentes
	7 mÉTODO
	7.1 COLETA, IDENTIFICAÇÃO E PREPARO DE MATERIAIS VEGETAIS
	7.2 OBTENÇÃO DE ÓLEOS ESSENCIAIS
	7.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO AQUOSO DE B. tridentata
	7.4.1 COLUNA DO EXTRATO ACETATO DE ETILA pH = 8 DE B. tridentata

	7.5 FRACIONAMENTO DO ÓLEO ESSENCIAL DE Baccharis rufescens

	8 Dados espectrométricos
	8.1 ÓLEO ESSENCIAL DE Baccharis pentodonta
	8.2 ÓLEO ESSENCIAL DE Baccharis rufescens
	8.3 FRACIONAMENTO DO ÓLEO ESSENCIAL DE Baccharis rufescens
	8.4 SUBSTÂNCIAS NEUTRAS DE Baccharis tridentata
	8.5 ÁCIDOS ORGÂNICOS DE Baccharis tridentata
	8.6 ÓLEO ESSENCIAL DE Baccharis tridentata

	9 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	9.1 ANÁLISE DOS ÓLEOS ESSENCIAIS DE Baccharis pentodonta
	9.2 ANÁLISE DOS ÓLEOS ESSENCIAIS DE Baccharis rufescens
	9.2.1 FRACIONAMENTO DO ÓLEO ESSENCIAL DE Baccharis rufescens

	9.3 ESTUDO QUÍMICO PRELIMINAR DAS FOLHAS DE Baccharis tridentata
	9.3.1 ESTUDO PRELIMINAR DO ÓLEO ESSENCIAL DE Baccharis tridentata
	9.3.2 SUBSTÂNCIAS FENÓLICAS NEUTRAS DE Baccharis tridentata
	9.3.3 ESTUDO PRELIMINAR DOS ÁCIDOS ORGÂNICOS DE Baccharis tridentata

	9.4 ÓLEOS DE ESPÉCIMES MASCULINOS E FEMININOS DE Baccharis tridentata

	10 CONCLUSÕES
	11 REFERÊNCIAS
	ANEXO 1 - Espectro de RMN de 13C do óleo essencial das inflorescências dos espécimes masculinos de B. pentodonta, amostra BPFM2 (item 9.1).
	ANEXO 2 - Ampliações do espectro de RMN de 13C do óleo essencial das inflorescências dos espécimes masculinos de B. pentodonta, amostra BPFM2 (item 9.1).
	ANEXO 3 - Espectro de RMN de 13C DEPT135 do óleo essencial das inflorescências de espécimes masculinos de B. pentodonta, amostra BPFM2 (item 9.1).
	ANEXO 4 - Ampliações do espectro de RMN de 13C DEPT 135 do óleo essencial das inflorescências de espécimes masculinos de B. pentodonta, amostra BPFM2 (item 9.1).
	ANEXO 5 - Espectro de RMN de 13C do óleo essencial das folhas contendo inflorescências de espécimes masculinos de B. rufescens, amostra BRFM (item 9.2).
	ANEXO 6 - Espectro de RMN de 13C DEPT 135 do óleo essencial das folhas contendo inflorescências de espécimes masculinos de B. rufescens, amostra BRFM (item 9.2).
	ANEXO 7 - Espectro de RMN de 13C do espatulenol (7) isolado do óleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
	ANEXO 8 - Espectro de RMN de 13C DEPT135 do espatulenol (7) isolado do óleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
	ANEXO 9 - Espectro de RMN de 1H do espatulenol (7) isolado do óleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
	ANEXO 10 - Espectro de RMN de 13C do (E)-nerolidol (17) isolado do óleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
	ANEXO 11 - Espectro de RMN de 13C DEPT 135 do (E)-nerolidol (17) isolado do óleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
	ANEXO 12 - Espectro de RMN de 1H do (E)-nerolidol (17) isolado do óleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
	ANEXO 13 - Espectro de RMN de 13C, DEPT 135 e DEPT90 da 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) isolada do óleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
	ANEXO 14 - Espectro de RMN gCOSY da 4,7(11)-amorfadien-8-ona (26) isolada do óleo essencial de B. rufescens (item 9.2.1).
	ANEXO 15 - Espectro de RMN de 1H em CD3OD dos derivados de ácidos cafeoilquínicos isolados do extrato em acetato de etila em pH = 4 de B. tridentata (item 9.3.3).
	ANEXO 16 - Espectro de RMN de 13C em CD3OD dos derivados de ácidos cafeoilquínicos isolados do extrato em acetato de etila em pH = 4 de B. tridentata (item 9.3.3).
	ANEXO 17 - Espectro de RMN de 13C do óleo essencial das partes aéreas de espécimes masculinos de B. tridentata, amostra BTPaM3 (item 9.4).
	ANEXO 18 - Espectro de RMN de 13C DEPT 135 do óleo essencial das partes aéreas de espécimes masculinos de B. tridentata, amostra BTPaM3 (item 9.4).




