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RESUMO

As espécies de Baccharis popularmente conhecidas como ‘“‘carquejas” apresentam ampla
utilizacdo medicinal e expressiva relevancia comercial no Brasil. No entanto, a elevada
similaridade morfologica entre essas espécies, associada ao uso compartilhado da mesma
denominacao popular, favorece erros de identificacdo, substituigdes botanicas e adulteracoes,
comprometendo a autenticidade e a qualidade de drogas vegetais e produtos derivados. Neste
contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar a analise farmacobotanica e quimica de
nove espécies de Baccharis pertencentes as secdes Caulopterae e Aphyllae, a saber: Baccharis
articulata, B. jocheniana, B. junciformis, B. milleflora, B. myriocephala, B. pentaptera, B.
riograndensis, B. subtropicalis e B. trimera, visando estabelecer marcadores botanicos e
quimicos aplicaveis ao controle da qualidade de produtos comercializados como carqueja. Para
isso, foram realizadas analises morfoanatdmicas, histoquimicas, ultraestruturais e elementares
por microscopia de luz, microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de energia
dispersiva de raios X, além da obtengao de perfis cromatograficos por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCDAE) para as espécies de referéncia e para as 15 amostras
comerciais. Os resultados demonstraram que, apesar da similaridade morfolégica entre as
espécies, a integracdo de caracteres anatomicos qualitativos e quantitativos permitiu sua
diferenciagdo segura e consistente. Entre os marcadores diagndsticos de maior relevancia
destacaram-se os tipos de tricomas, os padrdes cuticulares, a presenga ou auséncia de corpos
oleosos no clorénquima, a distribuicdo e morfologia dos cristais, a presenga de colénquima
subepidérmico na borda das alas, bem como o indice e as dimensdes estomaticas. A CCDAE
revelou perfis cromatograficos distintos para todas as espécies analisadas, confirmando elevado
potencial discriminatorio e reforcando a utilidade da associacdo entre marcadores
microscopicos € quimicos para fins de autenticacdo. A analise das amostras comerciais
evidenciou importante discrepancia entre a espécie farmacopeica de referéncia e o material
efetivamente comercializado, uma vez que apenas uma das 15 amostras avaliadas apresentou
perfil cromatografico compativel com B. trimera, enquanto a maioria exibiu perfil
correspondente a B. milleflora. Adicionalmente, 60% das amostras analisadas apresentaram
teor de matéria estranha acima do limite farmacopeico, indicando baixa conformidade da
matéria-prima disponivel no mercado. Conclui-se que a autenticagdo de carquejas exige analise
de multiplos parametros, baseada na integragdo entre farmacobotanica e perfil quimico, e que
os dados obtidos fornecem subsidios concretos para o aprimoramento do controle da qualidade,
para a detec¢do de substituicdes botanicas e para o fortalecimento da seguranca e da
padronizagdo de matérias-primas vegetais comercializadas como carqueja.

Palavras-chave: Adulteragdo; Anatomia; Asteraceae; CCDAE; Microscopia; Plantas
medicinais.



ABSTRACT

Species of Baccharis popularly known as “carquejas” are widely used as medicinal plants and
commercially relevant in Brazil. However, their marked morphological similarity, combined
with the shared use of the same vernacular name, favors misidentification, botanical
substitution, and adulteration, thereby compromising the authenticity and quality of herbal raw
materials and derived products. In this context, the present study aimed to perform a
pharmacobotanical and chemical analysis of nine Baccharis species belonging to sect.
Caulopterae and sect. Aphyllae, namely Baccharis articulata, B. jocheniana, B. junciformis, B.
milleflora, B. myriocephala, B. pentaptera, B. riograndensis, B. subtropicalis, and B. trimera,
in order to establish botanical and chemical markers applicable to the quality control of products
marketed as carqueja. Morphoanatomical, histochemical, ultrastructural, and elemental
analyses were performed using light microscopy, scanning electron microscopy, and energy-
dispersive X-ray spectroscopy, in addition to chromatographic profiling by high-performance
thin-layer chromatography (HPTLC) for the reference species and for the 15 commercial
samples. The results showed that, despite the pronounced morphological convergence among
the studied species, the integration of qualitative and quantitative anatomical characters enabled
their reliable and consistent differentiation. The most relevant diagnostic markers included
trichome types, cuticular patterns, the presence or absence of oil bodies in the chlorenchyma,
crystal morphology and distribution, the occurrence of subepidermal collenchyma at the wing
margin, as well as stomatal index and stomatal dimensions. HPTLC analysis revealed distinct
fingerprints for all investigated species, confirming a high discriminatory capacity and
reinforcing the usefulness of combining microscopic and chemical markers for authentication
purposes. The analysis of commercial samples revealed a marked discrepancy between the
pharmacopeial reference species and the material actually marketed, since only one out of 15
samples showed a chromatographic profile compatible with B. trimera, whereas most samples
displayed a profile corresponding to B. milleflora. In addition, 60% of the analyzed samples
showed foreign matter levels above the pharmacopeial limit, indicating poor compliance of the
plant material available on the market. In conclusion, the authentication of carquejas requires a
multiparametric approach integrating pharmacobotanical and chemical profiling, and that the
data generated herein provide concrete support for improving quality control, detecting
botanical substitutions, and strengthening the safety and standardization of herbal products
marketed as carqueja.

Keywords: Adulteration; Anatomy; Asteraceae; HPTLC; Microscopy; Medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais ¢ uma das formas mais antigas de praticas
terapéuticas, associada historicamente a prevengdo e ao tratamento de enfermidades.
Atualmente, observa-se um maior interesse pela pesquisa etnofarmacologica de plantas
medicinais especialmente na validacdo cientifica de usos tradicionais e na padronizacdo de
matérias-primas vegetais (Carneiro et al., 2020; Machado et al., 2021). Na producdo de
fitoterapicos, a qualidade ¢ um requisito central e o controle da qualidade de drogas vegetais
deve ocorrer ao longo de toda a cadeia produtiva, iniciando-se pela identidade botanica
inequivoca, seguida por especificacdes morfoanatdmicas e quimicas reprodutiveis (Manfron,
2021; Manfron et al., 2022).

Um dos dez géneros mais representativos da familia Asteraceae ¢ Baccharis L. com
cerca de 436 espécies aceitas de arvores, arbustos, lianas e subarbustos (Fernandes, Oki,
Barbosa, 2022; Heiden; Bonifacino, 2021; Powo, 2026). No Brasil, 180 espécies sao
encontradas nos biomas Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal, estando bem distribuidas em todas as regides brasileiras (Heiden, 2026). Essa
amplitude de distribuicdo, aliada a diversidade morfologica do género, contribui para desafios
de identificagdo em cadeias de coleta ¢ comércio.

O género Baccharis foi dividido recentemente em sete subgéneros e 47 secdes com base
em uma reconstrucao filogenética. As carquejas pertencem a duas seg¢des filogeneticamente
distintas, porém morfologicamente convergentes, principalmente sect. Caulopterae (15
espécies) e sect. Aphyllae (35 espécies) (Heiden; Antonelli; Pirani, 2019). Os proprios autores
destacam que a convergéncia morfologica, sobretudo em taxons com caules alados, reforca a
necessidade de estudos morfoanatdomicos e micromorfoldgicos para diagndstico e delimitagao.

Muitas espécies de Baccharis com caules e folhas sdo conhecidas como “vassouras”; as
demais com caules alados ou cladddios sdo chamadas de ‘“carquejas”. Essa denominagao
vernacular, aplicada a multiplas espécies morfologicamente semelhantes, favorece o uso
intercambidvel e a substituigdo nao intencional de matérias-primas (Budel et al, 2018a;
Manfron et al., 2022).

Os nomes populares sdo amplamente empregados pela populagdo e tém se mantido por
muitas geracdes. Esses nomes estdo geralmente relacionados as atividades farmacologicas,
caracteristicas morfologicas, cultura regional ou ainda origem geografica da espécie. Um
mesmo nome popular pode designar espécies distintas e uma mesma espécie pode apresentar

multiplos nomes populares, dependendo da localidade.
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Esse cendrio contribui para adulterac¢ao e/ou substituicao de drogas vegetais por espécies
morfologicamente similares ou denominadas pelo mesmo nome comum, comprometendo
identidade, consisténcia quimica e desempenho terapéutico (Machado et al., 2021; Manfron et
al.,2022). Além de reduzir a eficécia, a substituigdo pode envolver partes vegetais inadequadas,
materiais de baixa qualidade ou espécies com perfil de seguranga desconhecido, ampliando o
risco sanitario (Antunes et al., 2023; Bochner et al., 2012). Sob a perspectiva regulatoria, esse
risco reforga a centralidade da identidade da matéria-prima vegetal e da constancia de qualidade
no desenvolvimento e na regularizagdo de fitoterapicos, conforme estabelecido no marco
regulatdrio vigente (Anvisa, 2025). Dessa forma, a combinagao de alta diversidade especifica,
convergéncia morfoloégica e nomenclatura vernacular compartilhada torna o complexo
“carquejas” particularmente vulnerdvel a erros de coleta, identificagdo e comercializagdo
(Manfron et al., 2022).

Considerando que as carquejas estdo entre as plantas medicinais amplamente
comercializadas no Brasil e que a elevada diversidade especifica, associada a similaridade
morfolégica e a nomenclatura popular compartilhada, favorece erros de identificacdo e
substitui¢des, este trabalho teve como objetivos analisar caracteristicas morfoldgicas,
microscopicas e histoquimicas e estabelecer perfis cromatograficos por cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia de Baccharis articulata (Lam.) Pers., Baccharis jocheniana
G. Heiden & Macias, Baccharis junciformis DC., Baccharis milleflora (Less.) DC., Baccharis
myriocephala DC., Baccharis pentaptera (Less.) DC., Baccharis riograndensis Malag. & J.
Vidal, Baccharis subtropicalis G. Heiden e Baccharis trimera (Less.) DC., visando definir
marcadores botanicos e quimicos das espécies aplicaveis ao controle da qualidade; além de
verificar a presenga desses marcadores botanicos e quimicos em amostras comerciais adquiridas
no comércio de Ponta Grossa (Parana, Brasil) e no comércio online dos Estados Unidos,
avaliando a conformidade e o risco de substitui¢gdo/adulteracdo em produtos rotulados como

“carqueja”.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos morfoanatomicos e histoquimicos comparativos de nove espécies de
Baccharis: Baccharis articulata (Lam.) Pers., Baccharis jocheniana G.Heiden & Macias,
Baccharis junciformis DC., B. milleflora (Less.) DC., B. myriocephala DC., B. pentaptera (Less.)
DC., B. riograndensis Malag. & J.Vidal, Baccharis subtropicalis G.Heiden e B. trimera (Less.)
DC., bem como avaliar a autenticidade de amostras comerciais rotuladas como “carqueja”, visando

estabelecer marcadores diagnosticos e subsidiar o controle da qualidade da matéria-prima vegetal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar morfoanatomicamente os cladoédios de B. articulata, B. jocheniana, B.
Jjunciformis, B. milleflora, B. myriocephala, B. pentaptera, B. riograndensis, B. subtropicalis e
B. trimera, identificando caracteres diagndsticos comparativos aplicaveis a diferencia¢do das
espécies;

Mapear a distribui¢ao tecidual de classes quimicas relevantes dos cladodios de todas as

espécies;

Analisar as caracteristicas ultraestruturais de cladodios de todas as espécies, com €nfase

em caracteres epidérmicos e estruturas secretoras e cristaliferas;

Avaliar a composicao quimica elementar dos cristais presentes em todas as espécies,

comparando padrdes elementares entre espécies e discutindo implicagdes diagnodsticas;

Obter perfil cromatografico dos extratos de cladodios das espécies estudadas, definindo

perfis de referéncia e potenciais marcadores quimicos para autenticagao;

Verificar a presenc¢a dos marcadores botanicos e quimicos definidos no estudo em amostras
comerciais adquiridas no comércio de Ponta Grossa (Parana, Brasil) e no comércio online dos
Estados Unidos, avaliando autenticidade, nao conformidades ¢ indicios de

substitui¢do/adulteragao;

Propor um conjunto minimo de critérios (botanicos e cromatograficos) para aplicagdo em
rotinas de controle da qualidade de drogas vegetais e produtos derivados rotulados como

“carqueja”.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais ¢ uma pratica ancestral, na qual o conhecimento adquirido
pelas civilizagdes foi passado por geragdes, continuando até os dias atuais, com implicagdes
culturais, sanitarias e cientificas (Veiga Junior et al., 2005). Devido a extensa biodiversidade e
a forte influéncia dos conhecimentos dos povos originarios, dos conquistadores ¢ colonos
europeus ¢ dos africanos escravizados, o uso de espécies medicinais no Brasil ocorre em larga
escala. Esse conjunto de saberes, frequentemente registrado no campo da etnobotanica e da
etnofarmacologia, sustenta hipoteses de pesquisa e orienta a selecdo de espécies para estudos
fitoquimicos, farmacologicos e de seguranga (Almeida ef al., 2025; Klider ef al., 2025; Yunes;
Pedrosa; Cechinel, 2001).

No ambito das politicas publicas, a incorporacdo de plantas medicinais e fitoterapicos
no sistema de satide brasileiro relaciona-se as Praticas Integrativas e Complementares em Saude
(PICS), formalizadas por meio da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC), instituida pela Portaria n® 971/2006, que amplia o acesso a modalidades de cuidado
no SUS. Em paralelo, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF),
aprovada pelo Decreto n°® 5.813/2006, estabelece diretrizes para garantir 0 acesso seguro € o
uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade e o fortalecimento da cadeia produtiva e da industria nacional (Brasil, 2006;
Brasil, 2025).

Como instrumento de priorizagdo, destaca-se a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (ReniSUS), criada em 2009, composta por 71 espécies com
potencial terapéutico, com o objetivo de orientar a cadeia produtiva e o desenvolvimento de
pesquisas no pais (Brasil, 2009). Entre essas espécies, encontra-se a carqueja (B. trimera),
evidenciando sua relevancia sanitaria e a necessidade de subsidios técnicos e cientificos para
garantir identidade e autenticidade de produtos associados a esse nome popular. Assim, a
interface entre politicas publicas (PNPIC/PNPMF), listas de priorizacdo (ReniSUS) e pesquisa
cientifica refor¢a a necessidade de dados de identidade, qualidade e seguranca para espécies de
amplo uso popular e alta demanda comercial, reduzindo riscos de substituicdo e variabilidade

em produtos botanicos.

3.2 FAMILIA ASTERACEAE Bercht. & J.Presl
A familia Asteraceae ¢ a maior familia de angiospermas ja registrada com 1.720

géneros aceitos e 34.557 espécies aceitas (Compositae, 2025; Powo, 2026; Wto, 2026). O Brasil
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registra 347 géneros reconhecidos com 2.337 espécies, estando distribuidas em todo territorio
brasileiro e encontrada nos dominios fitogeograficos Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Reflora, 2026). Essa ampla distribuicdo e plasticidade
ecologica contribuem para a expressiva presenca da familia em diferentes sistemas tradicionais
de uso de plantas medicinais.

As espécies de Asteraceae incluem formas de vida diversas, como ervas, subarbustos,
arbustos, arvores e lianas, e sdo reconhecidas pela producdo de metabdlitos secundarios de
interesse bioldgico e farmacologico, como flavonoides, terpenoides (incluindo constituintes
volateis) e alcaloides, entre outras classes (Cilia-Lopez; Carino-Cortés; Zurita-Salinas, 2021;
Flora e Funga do Brasil, 2025). Estudos farmacolégicos e fitoquimicos tém demonstrado
multiplas atividades bioldgicas em espécies da familia; entretanto, a extrapolacdo dessas
atividades deve ser feita com cautela, pois ha grande variabilidade entre géneros, espécies,
partes vegetais e tipos de extrato, além de diferengas metodoldgicas entre estudos (Almeida et
al., 2025; Armstrong et al., 2024; Klider et al., 2024; Klider et al., 2026 Shahane et al., 2023).

Algumas espécies conhecidas no Brasil sdo amplamente utilizadas na medicina
popular como, por exemplo, alcachofra (Cynara cardunculus L.) para dispepsia, caléndula
(Calendula officinalis L.) para tratamento de ulcera orofaringea, carqueja (B. trimera) como
diurético, hepatoprotetor e digestivo, dente-de-ledo (Taraxacum officinale F.H. Wigg.) como
diurético, hipolipidémico e antioxidante e o guaco (Mikania glomerata Spreng.) como
broncodilatador e anti-inflamatério. (Budel; Duarte, 2009; Choi et al., 2010; Gasparetto ef al.,
2010; Higa et al., 2019; Silva et al., 2020). Contudo, ¢ essencial distinguir “uso tradicional” de
“evidéncia farmacologica”, especialmente quando essas espécies sao comercializadas como
drogas vegetais ou empregadas para obtengdo do Insumo Farmacéutico Ativo Vegetal (IFAV)
em fitoterdpicos, contexto no qual identidade botanica, especificagdes e controle da qualidade

tornam-se determinantes para consisténcia e seguranga.

3.3 GENERO Baccharis L.

Um dos mais importantes gé€neros de Asteraceae ¢ Baccharis que ¢é caracterizado por
apresentar caule aptero, estriado ou alado e folhas alternas ou raramente subopostas (Heiden,
2026). Apresenta 444 espécies aceitas, sendo que no Brasil ¢ encontrada em maior escala (180
espécies) (Heiden, 2026; Powo, 2026).

Dois grandes grupos sao popularmente conhecidos, as “carquejas” (espécies com caule
alado ou cladddios) e as “vassouras” (espécies com caules e folhas) (Budel et al., 2018a). Sao

utilizadas na forma de chd medicinal, devido as diversas atividades terapéuticas, como por
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exemplo, antidiabética, antifungica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antimutagénica,
antioxidante, antiprotozodria, antiviral, diurética, gastroprotetora e imunomoduladora, efeitos
estes, devido a presenca de flavonoides, terpenoides e os Oleos essenciais como metabolitos
secundarios dessas espécies vegetais (Campos et al., 2016, Manfron, 2021; Manfron et al.,
2022).

Em geral, as espécies de carquejas apresentam cladodios com 2 a 5 alas ao longo do
eixo do caule. Por exemplo, B. articulata apresenta 2 alas, B. subtropicalis G.Heiden tem 3, e
B. pentaptera (Less.) DC. pode exibir 2, 3 ou 5 alas. Esses caules alados geralmente sao
desprovidos de folhas ou possuem folhas esparsas reduzidas a escamas, como observado em B.
Jjunciformis DC. (Reflora, 2026). Do ponto de vista diagnostico, a distingdo entre carquejas
demanda marcadores anatdomicos consistentes, incluindo caracteres epidérmicos (contorno de
paredes anticlinais, tipos estomaticos), micromorfologia de tricomas, organizacdo do mesofilo
e morfotipos cristalinos (Budel et al., 2018; Freire; Urtubey; Giuliano, 2007; Manfron et al.,
2022).

Virios estudos anatomicos tém sido conduzidos com espécies de carqueja com o
objetivo de auxiliar o controle da qualidade da matéria-prima vegetal. Budel ef al. (2005)
realizaram uma revisdo abrangente da anatomia das espécies de Baccharis, enquanto Freire,
Urtubey e Giuliano (2007) examinaram caracteristicas epidérmicas em 33 espécies, incluindo
quatro carquejas: Baccharis articulata, B. crispa Spreng., B. microcephala (Less.) DC. e B.
trimera. Petenatti et al. (2007) forneceram distingdes anatdmicas entre B. sagittalis (Less.) DC.
e B. triangularis Hauman., destacando o indice estomatico. Na sequéncia, Rodriguez, Gattuso
e Gattuso (2008) compararam B. crispa € B. trimera, determinando novas caracteristicas
micrograficas quantitativas, e esses autores posteriormente expandiram a andlise, incluindo 5.
articulata e B. trimera usando parametros morfoanatomicos, o perfil de polipeptideos e dados
espectrofotométricos.

Budel e Duarte (2009) contribuiram com os estudos morfoanatomicos ao diferenciar B.
microcephala e B. trimera por suas caracteristicas morfologicas e tipo de tricomas tectores. Em
2010, Budel e Duarte (2010) forneceram caracteristicas macro e microscopicas dos 0rgdos
vegetativos aéreos de B. junciformis (sin. B. usterii Heering). Além disso, Rodriguez, Gattuso
e Gattuso (2013) estudaram a secdo Caulopterae de Baccharis, produzindo micrografias de B.
articulata, B. crispa, B. microcephala e B. trimera a fim de estabelecer padrdes de referéncia
para o controle da qualidade de matérias-primas vegetais.

Em 2018, uma analise morfoanatdmica e estatistica das seguintes espécies de Baccharis

da secdo Caulopterae foi conduzida: B. articulata, B. crispa, B. microcephala, B. penningtonii
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Heering, B. phyteumoides (Less.) DC., B. sagittalis (Less.) DC., B. triangularis e B. trimera
(Martinez et al., 2018). Outras carquejas, como B. glaziovii Baker (Jasinski et al., 2014), B.
milleflora (Less.) DC. (Pereira et al., 2014), B. trimera (Minteguiaga et al., 2018), bem como
B. aracatubaensis Malag., B. burchellii Baker e B. organensis Baker (Zuccolotto et al., 2019)
também foram submetidas a estudos morfoanatomicos. Um capitulo recente de livro (Manfron
et al., 2022) fornece uma revisdo compreensiva das caracteristicas morfoanatomicas das
espécies de Baccharis e destacou a necessidade de mais estudos comparativos para aprimorar
a abrangéncia da diversidade das espécies e melhorar a classificacao taxondmica do género.
Apesar desses avancos, permanece a necessidade de ampliar a cobertura de espécies e
consolidar conjuntos de marcadores diagnosticos que sejam reprodutiveis e aplicaveis a
materiais comerciais fragmentados ou pulverizados.

No contexto regulatério, Baccharis trimera consta na Farmacopeia Brasileira e no
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, além de integrar a Relagcdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (ReniSUS) (Brasil, 2009; Brasil, 2019). No ambito
internacional, de acordo com a Farmacopeia Argentina (VI ed., 1978) as espécies B. articulata
e B. crispa eram consideradas oficiais e B. trimera era considerada espécie adulterante. Apesar
disso, a ultima edicao de dito documento (VII ed., 2003) ndo inclui nenhuma “carqueja’” como
oficial (Argentina, 2003). No recorte das farmacopeias, ha necessidade de expandir marcadores
diagnosticos e perfis de referéncia para espécies comercializadas como “carqueja” (Brasil,
2009; Brasil, 2024). Espécies do género Baccharis apresentam ampla diversidade de
metabolitos secundarios, incluindo flavonoides, diterpenos, saponinas, compostos fenolicos e
constituintes volateis do 6leo essencial (Oliveira et al., 2012). Em B. trimera, destacam-se os
derivados cafeoilquinicos, especialmente o acido clorogénico, empregado como marcador
quimico farmacopéico para fins de padronizacdo e controle da qualidade da droga vegetal
(Simdes-Pires et al., 2012; Brasil, 2019). Estudos fitoquimicos também demonstram que B.
articulata e B. crispa apresentam volatiloma complexo e composi¢do rica em metabolitos
terpénicos e fenolicos, evidenciando o potencial quimiotaxondmico e farmacoldgico dessas
espécies (Minteguiaga, 2019).

Considerando a classificagdo infragenérica proposta por Heiden et al. (2019), as
espécies de carqueja avaliadas neste estudo distribuem-se entre as secdes Caulopterae e
Aphyllae de Baccharis. As espécies B. jocheniana, B. myriocephala e B. riograndensis
pertencem a se¢do Caulopterae, enquanto B. articulata, B. junciformis, B. milleflora, B.
pentaptera e B. subtropicalis pertencem a se¢ao Aphyllae. Embora B. trimera ndo tenha sido

incluida na amostragem do estudo de Heiden et al. (2019), sua afinidade taxondmica com o
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complexo B. crispa/B. genistelloides sustenta sua associacdo ao grupo tradicionalmente

relacionado a secdo Caulopterae.

3.4 CONTROLE DA QUALIDADE

O controle da qualidade ¢ imprescindivel quando existe a ligagdo entre o uso medicinal
de plantas com questdes de satide publica, uma vez que identidade botanica e constancia de
composi¢ao quimica sao determinantes para eficacia e seguranga. A adulteracao € um problema
presente mundialmente e para tentar impedir esse habito, as Farmacopeias criadas em varios
paises sdo de grande apoio para a garantia da qualidade, inclusive a Farmacopeia Brasileira que
contém metodologias de controle da qualidade, como por exemplo, métodos de identificagao
microscopica € macroscopica, descrigdo do pd, pesquisa de matéria estranha, perda por
dessecacao, cinzas totais, entre outros (Brasil, 2024; Manfron, 2021).

Essas metodologias de reconhecimento devem estar bem descritas pois a adulteragdo
pode ocorrer de forma intencional ou ndo intencional. A adulteracdo intencional é aquela que
muitas vezes aumenta o peso bruto na hora da comercializacao da planta medicinal, podendo
ser adicionado outras espécies ou até¢ mesmo 6rgaos da propria planta, aumentando o valor do
produto final. A adulteracdo ndo intencional é favorecida por fatores estruturais da cadeia
produtiva, como coleta extrativista sem rastreabilidade, identificacdo botanica insuficiente,
semelhanca morfologica entre espécies e uso de nomenclatura tradicional compartilhada,
especialmente em mercados informais. Em ambos os casos, o resultado pratico ¢ o mesmo:
perda de autenticidade e aumento de variabilidade quimica entre lotes (Manfron, 2021; Upton
etal.,2021).

A forma como sdo comercializadas as drogas vegetais ¢ também um fator para que se
realize fraudes botédnicas. Isso porque as plantas medicinais sdo comercializadas na forma
fragmentada ou pulverizada, facilitando a falsificagdo até mesmo por produtos ndo vegetais
(Manfron, 2021). Por isso, materiais pulverizados demandam maior rigor analitico, com
prioridade para métodos microscopicos e perfis cromatograficos comparativos.

A avaliagdo da qualidade ¢ tao importante porque existem varios relatos na literatura
de plantas medicinais adulteradas com frequéncia. Exemplos sdo o “anis” (Pimpinella anisium
L.) (Santos; Martins, 2023), “boldo” (Peumus boldus Molina) (Santos; Martins, 2023)
“espinheira-santa” (Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral) (Antunes et al., 2023a),
“guaco” (Mikania glomerata Spreng.) (Almeida et al., 2017) e “aroeira” (Schinus molle L.)

(Machado et al., 2019). Esses exemplos reforcam que a vulnerabilidade ndo ¢ pontual, mas
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sistémica, especialmente quando a cadeia de suprimento ¢ longa e o material chega ao
consumidor sem rastreabilidade e sem especificagdes analiticas minimas.

Dessa forma, a autenticagdo de plantas medicinais deve ter como base a
farmacobotanica, associada a técnicas complementares capazes de aumentar a objetividade da
identificacdo e reduzir a variabilidade entre lotes. Entre essas abordagens, a cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia se destaca por permitir a obten¢do de perfis cromatograficos
reprodutiveis, Uteis para autenticacdo, detec¢do de substitui¢des e estabelecimento de perfis de
referéncia.

Sob a perspectiva regulatéria, esse rigor ¢ coerente com o marco vigente para
fitoterapicos, que reforca a necessidade de controle da matéria-prima vegetal e de constancia
de autenticidade ao longo do desenvolvimento e da regularizagdo de medicamentos
fitoterdpicos e tradicionais fitoterdpicos (Anvisa, 2025). No caso das “carquejas”, em que
coexistem alta diversidade especifica e similaridade morfologica, a integragdo entre caracteres
morfoanatdmicos, histoquimica e cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia constitui
uma estratégia racional e aplicada para suporte ao controle da qualidade de matérias-primas e

produtos comerciais.

3.4.1  Analises macro e microscopicas

Os caracteres macroscopicos € microscopicos podem ser utilizados como marcadores
botanicos que contribuem para o reconhecimento da matéria-prima vegetal com procedimentos
preconizados pela Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2024). Como no comércio, a maioria das
drogas vegetais sdo comercializadas rasuradas ou trituradas, o conhecimento morfologico as
vezes nao € o suficiente para identificacdo e na maioria das vezes a analise organoléptica ¢
subjetiva. Dessa forma, o conhecimento e a determinagdo das caracteristicas microscopicas sao
imprescindiveis em analise de materiais vegetais secos, uma vez que a caracteristicas botanicas
permanecem constantes nos processos de secagem e fragmentagdao (Manfron, 2021; Upton et
al.,2021).

A microscopia também tem alto valor pois com ela € possivel a detec¢do de material
inorganico, como a presenca de areia, pedras e terra, bem como material organico estranho a
droga vegetal, como partes da mesma planta ou de plantas diferentes, pedagos de insetos e pélos
de animais. Complementarmente, as analises microscopicas sao rapidas, confiaveis e de baixo

custo (Manfron, 2021).
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3.4.2 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE)

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico amplamente empregado para separacao,
identificacdo e, quando aplicavel, quantificacdo de componentes presentes em misturas
complexas. O principio baseia-se na distribui¢ao diferencial dos analitos entre uma fase
estacionaria e uma fase movel, resultando em diferentes velocidades de migragdo e,
consequentemente, em perfis de separacdo caracteristicos para cada matriz (Peres, 2002). Em
estudos com produtos naturais e plantas medicinais, a cromatografia ¢ particularmente util por
permitir a avaliagdo de perfis quimicos € o monitoramento de classes de metabolitos em extratos
e preparacgdes vegetais (Antunes et al., 2024).

A cromatografia em camada delgada (CCD), frequentemente empregando silica gel
como fase estacionaria, ¢ amplamente utilizada em laboratorios de pesquisa e de controle da
qualidade por ser uma técnica simples, robusta e de baixo custo, além de constar em
metodologias oficiais para controle da qualidade em diferentes compéndios farmacopeicos
(Brasil, 2024; European Pharmacopoeia, 2023; USP, 2024). Entretanto, limitagdes de
reprodutibilidade e padroniza¢ao podem ocorrer quando o procedimento ¢ executado de forma
totalmente manual, especialmente em matrizes complexas.

A cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) constitui uma
evolugdo da CCD, combinando placas de maior desempenho, aplicacdo e desenvolvimento
mais controlados, e documentacdo densitométrica, o que aumenta sensibilidade,
reprodutibilidade e capacidade de padronizagdo, sendo utilizada como ferramenta de perfil
cromatografico para separa¢do e comparacdo de amostras, além de permitir identificagdo e
quantificagdo relativa/absoluta de marcadores, com operacdo semiautomatizada ou
automatizada, favorecendo rastreabilidade analitica e controle de variabilidade (Kriiger ef al.,
2013; Raman et al., 2018).

Em aplicagdes de controle da qualidade, a técnica € particularmente util para detec¢do
de ndo conformidades, como substituicdes e adulteracdes, e requer pequenas quantidades de
amostra, com alta eficiéncia para triagem e comparagdo lote a lote (Camag, 2026). Embora
diversas farmacopeias internacionais incluam CCDAE em monografias, a Farmacopeia
Brasileira ainda utiliza majoritariamente CCD e outras técnicas cromatograficas, como
cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), dependendo da

monografia e do tipo de insumo vegetal (BRASIL, 2024).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Amostras de partes aéreas (cladddios) das espécies do estudo foram coletadas na regido
Sul do Brasil. O acesso ao material botanico foi autorizado e licenciado pelo Conselho
de Gestdo do Patrimonio Genético (CGEN/SISGEN), registrado sob os cddigos
A8364D1 e AC30188. As amostras vegetais foram submetidas a confeccdo de exsicata e
depositadas em Herbario (Tabela 1). A coleta do material foi realizada a partir de partes
aéreas das espécies: B. articulata, B. jocheniana, B. junciformis, B. milleflora, B.
myriocephala, B. pentaptera, B. riograndensis, B. subtropicalis ¢ B. trimera. O material
vegetal foi identificado pelo Dr. Gustavo Heiden, EMBRAPA Clima Temperado, de

acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Informagdes sobre as coletas das espécies de carqueja.

Espécies Data da coleta  Coddigo* Localizacao Coordenadas
B. articulata (Lam.) 18/06/2024 ECTO0006351 Pelotas - RS 31°40'56.000" S
Pers. 52°26'41.000" W
B. jocheniana G. 10/09/2024 ECT0009960 Pelotas - RS 31°40'56.000" S
Heiden & Macias 52°26'41.000" W
B. junciformis DC. 18/06/2024 ECT0009955 Pelotas - RS 31°40'56.000" S
52°26'41.000" W
B. milleflora (Less.) 10/06/2022 ICN192141 Ponta Grossa - PR 25° 05'40.723" S
DC. 50° 06' 09.667" W
B. myriocephala 10/03/2023 ECT0009951 Morretes - PR 25°28'37.000" S
DC. 48° 50' 02.000" W
B. pentaptera 10/03/2023 ECT0009952 Piraquara - PR 25°26'31.000" S
(Less.) DC. 49° 03' 46.000" W
B. riograndensis 18/06/2024 ECT0009954 Pelotas - RS 31°40' 56.000" S
Malag. & J. Vidal 52°26'41.000" W
B. subtropicalis G. 10/08/2024 ECT0009961 Pelotas - RS 31°40'56.000" S
Heiden 52°26'41.000" W
B. trimera (Less.)  10/06/2022 ICN129479 Ponta Grossa - PR 25° 05'40.723" S

DC.

50° 06' 09.667" W

Fonte: O autor.

*Caodigo local ou codigo de registro.
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4.1.1 Amostras comerciais

Dez amostras de drogas vegetais comercializadas com o nome de carqueja foram obtidas
no comércio farmacéutico no municipio de Ponta Grossa, Parana no més de julho de 2024,
sendo cinco delas a granel e cinco em embalagens de diferentes pesos identificadas como
“carqueja”. Uma das amostras de embalagem era comercializada em sachés prontos para cha.
As amostras vegetais foram identificadas por nimeros sequenciais de acordo com o momento
de obten¢ao das amostras, sendo os numeros de “AM1” a “AM10”. Foram adquiridas em 2025
mais cinco amostras comerciais (sendo duas identificadas como Baccharis genistelloides
(Lam.) Pers. uma como Baccharis gaudichaudiana DC., sindnimo de B. articulata e duas como
B. trimera) por comércio online dos Estados Unidos, para complementaciao das analises da
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia com obtencdo de dados de diferentes locais.

Essas amostras foram numeradas de “AM11” a “AM15”.

4.1.2  Preparo para a microscopia de luz

Partes vegetativas aéreas das espécies B. articulata, B. jocheniana, B. junciformis, B.
myriocephala, B. milleflora, B. pentaptera, B. riograndensis, B. subtropicalis € B. trimera foram
fixadas em solucao de FAA 70: formaldeido: 4cido acético: etanol 70% (5: 5: 90) (Johansen,
1940) por cinco dias e lavadas em 4agua destilada. Posteriormente, as espécies foram
armazenadas em etanol 70% (Berlyn, Miksche; Sass, 1976). O material vegetal foi seccionado
com laminas de barbear, & mao livre, nos sentidos transversal e longitudinal e submetidos a
coloracdo de Azul de Astra e Fucsina Bésica (Roeser, 1972) e de Azul de Toluidina (O’Brien;
Feder; McCully, 1964). As sec¢oes foram, entdo, montadas em ldminas de vidro com uma gota
de glicerina 50% em agua destilada (Berlyn; Miksche; Sass, 1976) e para lutagem foi utilizado
esmalte incolor (Becak; Paulete, 1976).

Para a anélise das caracteristicas epidérmicas da folha, as espécies foram mergulhadas
em solu¢do de hipoclorito de sodio a 50% (alvejante doméstico) até ficarem transliicidas. As
amostras foram lavadas com agua destilada e posteriormente os tecidos foram tratados em
solucdo de acido acético a 5% para neutralizar o pH, lavados novamente em agua destilada e
coradas com Safranina (Fuchs, 1963).

Elementos botanicos birrefringentes, como cristais de oxalato de célcio, foram
evidenciados usando um microscopio de luz polarizada (Nikon E600 POL) equipado com
sistemas de camera Nikon DSFiv e software de imagem Nikon NIS-Elements AR 4.30 (Nikon

Inc., Téquio, Japdo).
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4.1.3 Micromedi¢des

O indice estomatico (IE) foi calculado seguindo o procedimento descrito na
Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2024). Quinze campos para cada espécie (cladodios) foram
examinados usando a formula IE = (NE/ (CE + NE)) x 100, onde NE representa o nimero de
estomatos por unidade de area e CE representa o nimero de células epidérmicas na mesma
unidade de 4rea (1 mm?). As medidas foram realizadas com aumento de 40x. O mesmo foi
utilizado para tufos de tricomas. Para quantificar a média e o desvio padrao do tamanho dos
estomatos, todos os estdmatos dos dez campos amostrados foram sistematicamente medidos
quanto ao comprimento e largura nos cladddios de cada espécime usando o software ImageJ®
1.53t. Uma ANOVA unidirecional, seguida de teste post hoc de Tukey HSD, foi utilizada para
avaliar a presenca de diferencas estatisticamente significativas entre as espécies, com

significancia estabelecida em p < 0,05.

4.1.4 Analises histoquimicas
Os metabolitos secundérios foram investigados por métodos histoquimicos. As
fotomicrografias foram capturadas usando um microscopio optico Olympus CX 31 com uma
unidade de controle C-7070 (Olympus Corporation, Téquio, Japao). Dez cortes transversais de
cladodios frescos de cada espécie foram utilizados para anélise histoquimica. Os seguintes
reagentes e corantes foram utilizados nos testes histoquimicos: cloreto férrico (Berlyn;
Miksche; Sass, 1976) e dicromato de potassio (Gabe, 1968) para deteccdo de compostos
fenodlicos; Floroglucinol/HCI para mostrar lignina (Sass, 1951); Sudan III (Foster, 1949), Sudan
Black (Pearse, 1972), Azul de Nilo (Cain, 1947) e Oil red O (Jayabalan; Shah, 1986) para
componentes lipofilicos; Lugol para detectar amido (Berlyn; Miksche; Sass, 1976); Vermelho
de Ruténio para pectinas (Johansen, 1940); Azul Brilhante de Coomassie (Fisher, 1968) e
Xylidine Ponceau (Vidal, 1970) para corpos proteicos; Vanilina para tanino condensado (Mace;
Howell, 1974); Dragendorff (Svendsen, 1983), Ellram e Wagner (Furr; Mahlberg, 1981) para
alcaloides; PAS (4cido periddico-Schiff) (O’Brien; McCully, 1981) para polissacarideo; e
NADI (David; Carde, 1964) para terpenos e resinas.
Os resultados da microscopia de luz e dos testes histoquimicos foram analisados por
meio de fotomicrografias usando uma maquina fotografica acoplada ao microscopio 6tico
(modelo Olympus CX 31 com unidade de controle C 7070) do laboratorio de Farmacognosia da

Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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4.1.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a andlise ultraestrutural das espécies de carqueja, as amostras fixadas em FAA
foram desidratadas em uma série crescente de solugdes de etanol (80%, 90% e 100%). As
amostras, totalmente secas, foram fixadas em stubs de aluminio com fitas adesivas de dupla
face e depois revestidas com ouro, usando um aparelho de revestimento por pulverizacao
Quorum SC7620 (Quorum Technologies, Laughton, UK) para tornar as amostras condutivas.
As amostras foram analisadas e fotografadas usando um microscopio eletronico de varredura
por emissdo de campo Mira 3 Field-Emission MEV (Tescan, Brno-Kohoutovice, Czech

Republic) em modo de alto vacuo a uma voltagem de aceleragdode 15 kV.

4.1.6 Espectroscopia de raio X por energia dispersiva (EDX)

Microanalises por espectroscopia de raios X por dispersao de energia (EDS/EDX)
foram realizadas em cristais selecionados em regides representativas dos tecidos, utilizando um
detector EDS acoplado ao microscopio eletronico de varredura (MEV). As anélises de MEV e
EDS foram conduzidas no laboratério multiusuario c-LABMU da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG), sob voltagem de aceleragdo de 15 kV, com aquisi¢ao de espectros para

avaliagdo qualitativa e semiquantitativa da composi¢ao elementar.

4.1.7 Elaboragao de chave dicotomica

A estrutura da chave seguiu o principio hierarquico classico das chaves dicotdomicas, no
qual os caracteres mais gerais € de facil observagdo sdo utilizados nos primeiros pares
dicotomicos, enquanto caracteres mais especificos ou microscopicos sdo empregados nos niveis
subsequentes de separacdo. Assim, inicialmente foram utilizados caracteres relacionados a
arquitetura do cladédio, como o nimero de alas e a presenca de folhas, seguidos por
caracteristicas da superficie epidérmica, como a ornamentacdo da cuticula e o padrdao das
paredes anticlinais. Nos niveis finais da chave foram empregados caracteres anatdmicos mais
especificos, como a presenca de colénquima angular nas alas e os diferentes tipos de tricomas.

Para sua construgao, foi inicialmente organizada uma matriz de caracteres qualitativos
e quantitativos contendo as principais caracteristicas diagnosticas registradas para cada espécie.
A partir dessa matriz, foram selecionados os caracteres com maior estabilidade e poder
discriminatorio entre os taxons.

Caracteres quantitativos, como densidade de tricomas e indice estomatico, embora
tenham sido registrados e analisados no estudo anatomico, ndo foram utilizados diretamente na

chave dicotomica devido a possibilidade de sobreposicao entre espécies e a influéncia de fatores
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ambientais e ontogenéticos sobre sua variacao. Dessa forma, tais caracteres foram considerados

apenas como elementos complementares na discussao anatomica das espécies.

4.1.8 Distingcdo morfoanatdmica entre as se¢des Caulopterae e Aphyllae

As espécies foram agrupadas de acordo com a classificacdo filogenética proposta por
Heiden et al. (2019), sendo posteriormente comparadas quanto aos caracteres anatomicos,
micromorfoldgicos e histoquimicos observados nos cladédios e tecidos epidérmicos, visando
identificar possiveis distingdes estruturais e reconhecer caracteristicas recorrentes associadas as

segcoes Caulopterae € Aphyllae.

4.2 PESQUISA DA MATERIA ESTRANHA

Dez amostras comerciais foram submetidas a triagem individual para pesquisa de
matéria estranha. O material foi disposto sobre superficie plana e submetido a inspecao visual
sistematica, com separagdo manual dos cladddios e dos demais 6rgdos vegetais, bem como de
sujidades e materiais ndo vegetais, visando a identificacdo e quantificacdo de elementos
estranhos. O procedimento foi conduzido de acordo com os principios e recomendagdes
farmacopeicas para determinagdo de matéria estranha em drogas vegetais (Brasil, 2024). A
massa de matéria estranha removida foi determinada e expressa como percentual (m/m) em

relagdo a massa total da por¢ao analisada.

4.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA EFICIENCIA (CCDAE)
4.3.1 Reagentes, placa e equipamentos

Para as analises dos extratos de todas as espécies do estudo e também das amostras
comerciais por CCDAE foram utilizados os reagentes 2-aminoetil difenilborinato (97%),
acetato de etila (>99%), acetato de n-butila (>99,5%) acido acético (>99%), acido formico
(>98%), acido sulfurico (95-98%), agua, metanol (>99,7%) e tolueno (99,8%) da Sigma-
Aldrich e p-anisaldeido (=99%) Acros Organics.

As andlises foram realizadas em placas HPTLC Si 60 F254 (vidro, 20 x 10 cm; Supelco).
O sistema instrumental utilizado foi da CAMAG, composto por amostrador automatico TLC
Sampler 4, camara automatica de desenvolvimento ADC 2, visualizador TLC Visualizer 2,

derivatizador (sprayer) e placa aquecedora TLC Plate Heater III.
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4.3.2 Amostras e padrdes de identificacao

Foram analisadas, por CCDAE, amostras botanicas de referéncia correspondentes as
nove espécies de Baccharis citadas na Tabela 1, bem como amostras comerciais rotuladas como
“carqueja”. As amostras botanicas ja identificadas e caracterizadas, serviram de referéncia para
as amostras comerciais, sendo codificadas de REF1 a REF9, e as amostras comerciais de AM1
a AMI15, conforme identificagdo do rotulo e/ou declaragdo do fornecedor. A relagdo entre
codigos, descricao das amostras e datas de aquisicao encontra-se apresentada na Tabela 2.

Como padrdes de identificagdo, foram empregados compostos fenolicos e flavonoides
de referéncia preparados em metanol, em concentragdo de 200 pg/mL, a partir de solugdes
estoque de 1 mg/mL. Ao longo do desenvolvimento metodologico e da interpretagdo dos perfis
cromatograficos foram utilizados os padrdes de 4cido clorogénico, acido cafeico, quercetina,
rutina, kaempferol e apigenina, conforme a etapa analitica considerada e as condigdes
cromatograficas avaliadas, tendo como referéncia a Farmacopeia Brasileira para escolha dos
padroes (Brasil, 2024). UHM (Universal HPTLC Mix), uma mistura de substancias
desenvolvida pela CAMAG, foi empregada como padrdo de desempenho para verificacdo de
adequagdo do sistema durante a execucdo das andlises por CCDAE para assegurar a garantia da

qualidade na execugao.
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Tabela 2 — Informagdes gerais de amostras e amostras botanicas de referéncia utilizados nas analises por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia.

Codigo Descri¢ao da amostra Data de aquisicao
REF1 Baccharis articulata (Lam.) Pers. 02/01/2025
REF2 Baccharis jocheniana G. Heiden & Macias 02/01/2025
REF3 Baccharis junciformis DC. 02/01/2025
REF4 Baccharis milleflora (Less.) DC. 02/01/2025
REF5 Baccharis myriocephala DC. 02/01/2025
REF6 Baccharis pentaptera (Less.) DC. 02/01/2025
REF7 Baccharis riograndensis Malag. & J. Vidal 02/01/2025
REF8 Baccharis subtropicalis G. Heiden 02/01/2025
REF9 Baccharis trimera (Less.) DC. 02/01/2025
AMI Amostra comercial r(()I‘illelsa:;t ]gocrflo Baccharis trimera 02/01/2025
AMD Amostra comercial r;)ﬁ;l:lf;l Ic;ocn.lo Baccharis trimera 02/01/2025
AM3 Amostra comercial r;)ﬁ;l:lf;l Ic;ocn.lo Baccharis trimera 02/01/2025
AM4 Amostra comercial r(()I‘illelsa:;t ]gocrflo Baccharis trimera 02/01/2025
AMS Amostra comercial (rotulo conforme fornecedor) 17/01/2025
AM6 Amostra comercial (rotulo conforme fornecedor) 17/01/2025
AM7 Amostra comercial (rétulo conforme fornecedor) 17/01/2025
AMS Amostra comercial (rotulo conforme fornecedor) 17/01/2025
AM9 Amostra comercial (rétulo conforme fornecedor) 17/01/2025
AM10 Amostra comercial (rotulo conforme fornecedor) 17/01/2025
AMI1 Amostra comercial r((){l;lsas;;l I(;OCITIO Baccharis trimera 17/01/2025
AM12 Amostra comercial rotulada como Baccharis 17/01/2025

genistelloides (Lam). Pers.

AM13 Amostra corr}ermal.rotulada como Baccharis 17/01/2025
genistelloides (Lam). Pers.

Amostra comercial rotulada como Baccharis

AMI4 gaudichaudiana DC. 17/0172025
AMI5 Amostra comercial rotulada como Baccharis trimera 23/01/2025
(Less.) DC.

Fonte: O autor.

Os padroes de referéncia utilizados foram: éacido 3.,4-dicafeoilquinico, 4cido 3,5-
dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico (Cayman Chemical); 4cido cafeico, apigenina e

kaempferol (Sigma-Aldrich); 4cido clorogénico, quercetina e rutina (USP), além do UHM.

4.3.3 Método de identificagdo e validagao do método
O material vegetal destinado a analise cromatografica foi previamente pulverizado. Para
obten¢do dos extratos, 200 mg do material vegetal em p6d foram extraidos com 2,0 mL de

metanol, em banho de ultrassom, por 10 min, a temperatura ambiente. Apds a extracao, as
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amostras foram centrifugadas por 5 min, sendo o sobrenadante utilizado para aplicacdo
cromatografica. Em etapa exploratéria do desenvolvimento do método, também foi avaliada
uma segunda condicdo de extracdo para B. trimera, utilizando-se 200 mg de material vegetal
em 1,5 mL de metanol, com o objetivo de verificar o efeito da concentragdao do extrato sobre a
definicao dos perfis cromatograficos.

As solugdes padrao dos marcadores quimicos acido clorogénico, quercetina, rutina e
acido cafeico, foram preparadas em metanol na concentragdo de 200 pg/mL, a partir de solugdes
estoque de 1 mg/mL. Para a derivatizagao, foi empregada solugao de 2-aminoetil difenilborinato
a 1% (m/v) em metanol, preparada pela dissolugdo de 1,0 g do reagente em 100 mL de metanol.
Quando necessario, o reagente p-anisaldeido foi preparado mediante adicao lenta de 10 mL de
acido acético e 5 mL de 4cido sulfurico a 85 mL de metanol previamente resfriado em gelo,
seguida da adi¢do de 0,05 mL de p-anisaldeido apds retorno a temperatura ambiente.

As amostras foram aplicadas em placas de Silica gel 60 F254, 20 x 10 cm (Supelco),
usando um amostrador automatico TLC Sampler 4, contendo seringa (microlitro), faixa de
aplicagdo de 8,5 mm, distancia entre as faixas de 11,4 mm, distancia das bordas laterais 15 mm
e distancia da borda inferior 8 mm. A posi¢do da aplicacao foi em X: 20 mm e Y: 8 mm, com
diferentes volumes de aplicagdo, tanto de amostras como também os padrdes de referéncias, em
condi¢des controladas de temperatura (20-22 °C) e umidade relativa (20-50%). Foram
aplicados 3,0 uL das solugdes padrdao e 5,0 uL. das amostras em cada faixa, como mostra a
Tabela 3.

A documentagdo cromatografica foi realizada com o TLC Visualizer 2. A identificacio
foi baseada na comparagdo dos perfis cromatograficos das amostras botanicas de referéncia
com os das amostras comerciais, considerando-se a posicao relativa das bandas, a coloragdo

apos derivatizacao, a intensidade do sinal e a distribui¢cdo geral do perfil cromatografico.
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Tabela 3 - Descri¢@o do volume e posi¢ao das amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e dos padrdes

utilizados na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia.

(fraal?li‘) Identificacao Descricao Volume (uL) Tipo

1 Branco Metanol (solvente) 5,0 Branco

2 UHM Universal HPTLC Mix 2,0 Referéncia
3 Padrio 1 Acido clorogénico 3,0 Referéncia
4 Padrido 2 Quercetina 3,0 Referéncia
5 Padrio 3 Rutina 3,0 Referéncia
6 Padrido 4 Acido cafeico 3,0 Referéncia
7 Amostra B. articulata (Lam.) Pers. 5,0 Amostra
8 Amostra  B. jocheniana G. Heiden & Macias 5,0 Amostra
9 Amostra B. junciformis DC. 5,0 Amostra
10 Amostra B. milleflora (Less.) DC. 5,0 Amostra
11 Amostra B. myriocephala DC. 5,0 Amostra
12 Amostra B. pentaptera (Less.) DC. 5,0 Amostra
13 Amostra  B. riograndensis Malag. & J. Vidal 5,0 Amostra
14 Amostra  B. subtropicalis G. Heiden 5,0 Amostra
15 Amostra B. trimera (Less.) DC. 5,0 Amostra

Fonte: O autor.

A validacdo do método analitico foi conduzida de acordo com as recomendacdes da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC n° 166/2017) e do International Council for
Harmonisation (ICH), sendo os pardmetros avaliados em func¢ao da finalidade da metodologia
da técnica empregada (Brasil, 2017; Ich, 2023).

Considerando a aplicagdo da CCDAE para analise das amostras vegetais, a validagao
foi direcionada a avalia¢do da confiabilidade do método em termos de precisdo, estabilidade e
robustez. Esses parametros sdo particularmente relevantes para métodos de carater qualitativo
ou de perfil cromatografico, nos quais a reprodutibilidade dos resultados e a consisténcia das
respostas analiticas sdo fundamentais.

A precisdo foi avaliada por meio da repetibilidade (intradia) e da precisdo intermediaria
(interdias), com o objetivo de verificar a concordancia entre resultados obtidos sob as mesmas
condigdes experimentais e em dias distintos. As analises foram realizadas em triplicata, com
aplica¢do do padrao de referéncia UHM em trés diferentes posi¢des da placa cromatografica,
ao longo de trés dias. Os resultados foram expressos como desvio padrao relativo (%DPR),
sendo considerados aceitaveis valores compativeis com a variabilidade experimental esperada
para as analises por CCDAE.

A estabilidade foi investigada por meio da comparagdo dos perfis cromatograficos

obtidos em diferentes condi¢des de preparo da amostra, incluindo amostras recém-preparadas,
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mantidas em solugdo e aplicadas na placa cromatografica por periodo de 3 horas, além da
avalia¢do em diferentes tempos ap6s a derivatizagdo. A analise foi baseada nos valores do fator
de retencdo (Rf) e das areas relativas (%) dos principais picos, bem como na presen¢a ou
auséncia de bandas, permitindo verificar possiveis alteragdes ao longo do tempo e das condigdes
experimentais.

A robustez do método foi avaliada a partir de pequenas variagdes no procedimento
experimental, incluindo variagdes no volume da fase movel, no preparo das amostras € nas
condigdes de analise, como a temperatura da placa cromatografica, variando a temperatura
durante 3 minutos ¢ mantendo a mesma temperatura (100°C), variando o tempo para aquecer a
placa (uma por 2 minutos e outra por 4 minutos), observando-se o efeito no perfil
cromatografico. O impacto dessas variagdes foi determinado com base na reprodutibilidade dos
valores de Rf e das areas relativas, demonstrando a capacidade do método em manter seu
desempenho sob condi¢des normais de uso. As analises foram realizadas utilizando o programa

VisionCATS versao 4.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 MORFOANATOMIA DOS CLADODIOS

As caracteristicas morfoanatémicas dos cladddios das nove espécies de Baccharis
foram comparadas e as principais caracteristicas que sustentam a diferenciacao sao resumidas
no Quadro 1. As caracteristicas morfoldgicas foram semelhantes entre as espécies (Figura 1).
A dificuldade surge devido ao fato de todas as carquejas apresentarem cladodios, o que favorece
erros de identificagdo e, consequentemente, substituicdo/adulteragao, mesmo que o numero de
alas possa variar, como mostram as Figuras 2 e 3. Baccharis articulata (Figura 1a) apresenta
duas alas (Figuras 2a, 3a) medindo 0,3-0,6 cm em largura, enquanto B. jocheniana (Figura 1b)
apresenta 3 alas (Figuras 2b, 3b) variando entre 1 e 2,5 cm. Baccharis junciformis (Figura 1c)
contém 3 alas (Figuras 2c, 3c) que variam de 0,5-1,5 cm em largura, enquanto que B. milleflora
(Figura 1d) tem trés alas (Figuras 2d, 3d) variando de 0,5 a 2 cm. Baccharis myriocephala
(Figura le) apresenta trés alas (Figuras 2e, 3e) medindo 0,2-0,4 cm de largura, enquanto B.
pentaptera (Figura 1f) possui duas alas (Figuras 2f, 3f) nos cladodios reprodutivos (0,2—0,4 cm
de largura) e 3-(5) alas (Figura 2g, h) nos cladddios vegetativos. Baccharis riograndensis
(Figura 1g) exibe trés alas (Figuras 2i, 3g) medindo 0,2-0,5 cm de largura. Baccharis
subtropicalis (Figura 1h) apresenta trés alas (Figuras 2j, 3h), medindo 0,3-1 cm de largura e,
por fim, B. trimera (Figura 11) também possui trés alas (Figuras 2k, 31), medindo 0,3—1 cm em
largura.

Embora a diferenciacdo morfologica seja possivel durante a floragao ou a frutificacdo,
carquejas sdo comumente comercializadas na forma rasurada, ou seja, como cladddios
fragmentados e secos, tornando a identificagdo das espécies um desafio. Quando todas as
caracteristicas necessarias estdo disponiveis, um exame morfologico ¢ considerado o método
primario e preferido para autenticagdo botanica. Todavia, dada a forma como as carquejas sao
comercializadas, essas analises tornam-se indispensaveis para sustentar a identificacdo das

espécies e subsidiar o controle da qualidade da matéria-prima vegetal.
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Figura 1. Espécies de carqueja no habitat.

Fonte: o autor.

Notas: Espécies de carqueja no habitat. Baccharis articulata (a); B. jocheniana (b); B. junciformis (c); B. milleflora
(d); B. myriocephala (e); B. pentaptera (f); B. riograndensis (g); B. subtropicalis (h); B. trimera (i). Segdes
Baccharis sect. Caulopterae DC. (B. jocheniana, B. myriocephala, B. riograndensis e B. trimera) e Baccharis
sect. Aphyllae Baker (B. articulata, B. junciformis, B. milleflora, B. pentaptera e B. subtropicalis). Barra de escala:
a-i=1cm.
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Figura 2. Microscopia otica das secgdes transversais dos cladodios das espécies de carqueja.

Fonte: o autor.

Notas: Anatomia dos cladddios — secg@o transversal, coloragdo com Azul de Astra e Fucsina Basica (f, g, h, k),
coloragdo de Azul de Toluidina (b, d), reacdo com Ellram (a, i), Oil Red O (¢) e Floroglucinol/HCI (e, j). Baccharis
articulata (a); B. jocheniana (b); B. junciformis (c); B. milleflora (d); B. myriocephala (e); B. pentaptera (£, g, h);
B. riograndensis (1); B. subtropicalis (j); B. trimera (k). Se¢des Baccharis sect. Caulopterae DC. (B. jocheniana,
B. myriocephala, B. riograndensis e B. trimera) e Baccharis sect. Aphyllae Baker (B. articulata, B. junciformis,
B. milleflora, B. pentaptera e B. subtropicalis). al: ala. Barra de escala: a-k = 500 um.
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Figura 3. Microscopia eletronica de varredura — seccao transversal (MEV) dos cladddios das espécies de carqueja.

Fonte: o autor.

Notas: Anatomia dos cladédios por MEV — seccdo transversal. Baccharis articulata (a); B. jocheniana (b); B.
Junciformis (c); B. milleflora (d); B. myriocephala (e); B. pentaptera (f); B. riograndensis (g); B. subtropicalis (h);
B. trimera (i). Se¢des Baccharis sect. Caulopterae DC. (B. jocheniana, B. myriocephala, B. riograndensis e B.
trimera) e Baccharis sect. Aphyllae Baker (B. articulata, B. junciformis, B. milleflora, B. pentaptera e B.
subtropicalis). al: ala. Barra de escala: a, b, ¢, d, e, h, 1 =500 pm; g, h =200 pm.



Quadro 1. Caracteristicas anatdmicas para diferenciacdo das espécies de carqueja.
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Espécies
B. articulata , B'. . B , B. milleflora . B. B. . B. . B'. . | B.trimera
Anatomia jocheniana | junciformis myriocephala pentaptera | riograndensis | subtropicalis
Nimero de 2 3005
alas/largura em 2/0,3-0,6 3/1-2,5 3/0,5-1 3/0,5-2 3/0,2-0,4 ’ 3/0,2-0,5 3/0,3-1
cm /0,2-0,4
an ti?;:aiiizs das retas a retas a retas a retas a retas a levemente onduladas retas a retas a
células levemente levemente levemente levemente (elevada acima da superficie do levemente levemente onduladas
epidérmicas onduladas onduladas onduladas onduladas cladddio) onduladas onduladas
lisa a lisa a . . . . lisa a lisa a
. . lisa a levemente | estrias, especialmente concéntricas ao redor dos
Cuticula estriada levemente levemente estriada estomatos levemente levemente
estriada estriada estriada estriada
anomocitico, " anomocitico,
. L. L. anomocitico, . Lo
. R anisocitico, anomocitico L anisocitico, s C
Tipo de estdomato s ciclocitico e S anomocitico e anisocitico
ciclocitico e o ciclocitico e
o paratetracitico [
tetracitico tetracitico
indice b b d 152+
P 5,3+£0,67° 7,0 £0,81 7,4+0,51 3,5+£0,70¢ 5,3+£0,67° 9,1 £0,87 10,6 = 0,96° 3,2 +0,42° ¢
estomatico 091
Comprimento b 10,6 £
+ + c + e ’
médio x largura | 518%195 % | 100 ; 20f1 20;71 5 ;f 48,042,099 % | 195+ 1,58 x 35;421 (l)’il 35041785 | 52,9+£223%x | 1,14'x
em pm dos 32,5+1,514 B e 27,8 +2,71P 12,3+£2,0¢ & 21,2+2,28E 42,0 £2,62F 7,30 +
N 0,63 1,08 3,46 G
estomatos 0,58

Fonte: O autor.

Nota: Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa em p < 0,05 (ANOVA unidirecional com teste de post hoc HSD de Tukey); média e desvio padrdo de

10 campos com ampliagdo de 40x.
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Caracteristicas epidérmicas, incluindo cuticula, paredes anticlinais das células,
estdmatos ¢ tricomas foram reconhecidas como caracteristicas marcadoras na descrigao
botanica do género Baccharis (Budel et al., 2018a; Manfron et al., 2022; Freire; Urtubey;
Giuliano, 2007). As Figuras 4 ¢ 5 apresentam essas caracteristicas. Apenas B. trimera (Figura
41) apresenta paredes anticlinais das células epidérmicas onduladas, enquanto que nas demais
espécies mostram-se retas a levemente onduladas (Figuras 4a-h). Além disso, a parede celular
epidérmica ¢ visivelmente elevada acima das superficies do cladodio em B. myriocephala
(Figuras 4e, n) e B. pentaptera (Figuras 4{, o).

A Figura 5 mostram que B. jocheniana (Figura 4b), B. junciformis (Figura 4c), B.
milleflora (Figura 4d), B. subtropicalis (Figura 4h) e B. trimera (Figura 41) possuem cuticulas
lisas ou levemente estriadas. No entanto, B. articulata (Figura 4a) apresentou cuticula estriada,
enquanto B. myriocephala (Figura 4n), B. pentaptera (Figura 40) e B. riograndensis (Figura
4p) apresentaram cuticula estriada, especialmente como anéis concéntricos ao redor dos
estomatos. Esta caracteristica também foi observada em B. microdonta DC. e B. sphenophylla
Dusén ex Malme (Manfron et al., 2022). No presente estudo, cuticulas estriadas também foram
encontradas em direcdo perpendicular a base dos tricomas em B. myriocephala (Figura 4e), B.
pentaptera (Figura 4f), B. riograndensis (Figura 4g) ¢ B. trimera (Figura 41), como observado
em B. punctulata DC. por Budel ef al. (2018a). A ornamentacdo cuticular pode auxiliar na
diferenciagdo das espécies quando analisada em conjunto com outras caracteristicas.

De acordo com Budel ef al. (2018a), o tipo de estdmato pode auxiliar na identificagdo
das espécies de Baccharis como também observado neste estudo. Freire, Urtubey e Giuliano
(2007) encontraram seis tipos de estdmatos: anomociticos, anisociticos, ciclociticos,
actinociticos, tetraciticos e estaurociticos em Baccharis. No presente estudo, estomatos (Figura
5a-1) do tipo anomocitico sdo encontrados em todas as espécies estudadas, ciclociticos foram
encontrados em B. articulata (Figura 4j), B. milleflora (Figura 4m) e B. myriocephala (Figura
4n). Os estOmatos anisociticos estdo presentes em B. pentaptera (Figura 40), B. riograndensis
(Figura 4p), B. subtropicalis (Figura 4q) e B. trimera (Figura 4r).

Rodriguez, Gattuso e Gattuso (2013) afirmaram que o tamanho do estdmato e o indice
estomatico podem ajudar a diferenciar as espécies de Baccharis. Esses recursos exibiram
variacao substancial entre as espécies de Baccharis examinadas. Baccharis trimera demonstrou
0 maior indice estomatico (15,2 + 0,91f), estatisticamente distinto de todas as outras espécies,
seguidas por B. riograndensis (10,6 £ 0,96°), B. pentaptera (9,1 + 0,87%), B. jocheniana (7,0 +
0,81°), B. junciformis (7,4 + 0,51°), B. articulata (5,3 + 0,67%), B. myriocephala (5,3 + 0,67%) e

B. milleflora (3,5 = 0,70°). Baccharis subtropicalis (3,2 = 0,42°) possui o menor indice
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estomatico em compara¢do com as demais espécies. O tamanho do estdmato, medido como
comprimento e largura médios, diferencia ainda mais essas espécies. Baccharis subtropicalis e
B. articulata apresentam os maiores estomatos, com dimensoes de 52,9 um =+ 2,23% x 42,0 um
+2,62F, 51,8 pm = 1,95% x 32,5 um = 1,514, respectivamente, ambos estatisticamente maiores
que os de outras espécies. Por outro lado, B. trimera mostra os menores estomatos (10,6 um +
1,14"% 7,30 um + 0,585), significativamente diferente dos demais, indicando acentuada redugio
tanto no comprimento quanto na largura. Espécies como B. milleflora (48,0 pm =+ 2,09¢ x 27,8
um =+ 2,71P), B. jocheniana (16,0 um = 0,81° x 9,2 um =+ 0,63®), B. junciformis (20,7 um =+
1,15 x 13,5 um = 1,08%), B. myriocephala (19,5 um + 1,58 x 12,3 pm =+ 2,0%), B. pentaptera
(35,4 um £ 1,51¢ x 21,0 pm + 3,46%) e B. riograndensis (35,2 um £ 1,78% x 21,2 pm + 2,28F)
apresentam tamanhos estomaticos intermediarios, mas diferengas estatisticamente
significativas, como indicado pelas letras correspondentes. Estes resultados sugerem que o
tamanho dos estdmatos, juntamente com o indice estomatico contribuem para a diferenciacio

funcional entre as espécies (Quadro 1).

Figura 4. Microscopia eletronica dos cladddios das espécies de carqueja.

Fonte: o autor.

Notas: Vista frontal dos cladoédios por microscopia eletronica de varredura. Baccharis articulata (a, j); B.
jocheniana (b, k); B. junciformis (c, 1); B. milleflora (d, m); B. myriocephala (e, n); B. pentaptera (f, o); B.
riograndensis (g, p); B. subtropicalis (h, q); B. trimera (i, 1). ct: cuticula; tb: tricoma bisseriado; tc: tricoma
clavado; tf: tricoma flageliforme; tu: tufo de tricomas. Barra de escala: e, h=100 um; d, f, g, 1= 50 um; a, b, c, j,
m,n,0=20um; k, 1, p, g, r=10 um.
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Figura 5. Anatomia dos cladddios das espécies de carqueja.

Fonte: o autor.

Notas: Microscopia de luz demonstrando a vista frontal da epiderme dos cladodios. Baccharis articulata (a); B.
Jjocheniana (b); B. junciformis (c); B. milleflora (d); B. myriocephala (¢); B. pentaptera (f); B. riograndensis (g);
B. subtropicalis (h); B. trimera (i). es: estdmato; tc: tricoma clavado; tu: tufo de tricomas. Barra de escala: a-i =
100 pm.

Freire, Urtubey e Giuliano (2007) estudaram 38 espécies de Baccharis, identificaram 7
tipos de tricomas e afirmaram que podem ser coOnicos, flagelados asseptados, simples,
ramificados, flagelados filiformes, ramificados com 2—4 ramifica¢des. Esses autores afirmaram
que os tricomas sdo considerados os mais significativos marcadores anatdmicos para
identificacao das espécies de Baccharis, enquanto outras caracteristicas, como tipo de estdmato
e estrutura da parede celular epidérmica, podem auxiliar na diferenciacdo como caracteristicas
secundarias. Os tricomas agrupados em tufos sdo caracteristicos na familia Asteraceae (Miiller,
2003). Na maioria das espécies do género Baccharis, esses tufos estdo distribuidos
uniformemente pela epiderme de cladodios. Normalmente, esses tufos compreendem tanto os
tricomas flageliformes como tricomas glandulares (Budel et al., 2018; Manfron et al., 2022;
Ornellas et al., 2019).

Em concordancia com a literatura foram encontrados tufos de tricomas nas nove

carquejas analisadas, como mostra a Figura 5 (a-1) e a Figura 6 (a-r). Tricomas glandulares
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bisseriados estdo presentes em todas as espécies e sdo compostos por dois pares de células
basais ¢ uma cabeca contendo até quatro pares de células secretoras. Eles podem ser
encontrados solitarios, juntamente com tricomas flageliformes ou somente com tricomas
semelhantes, em tufos. Os testes histoquimicos com Sudan III confirmaram a presenca de
conteudo lipofilico nas células secretoras desses tricomas. Uma variagdo de tricomas
glandulares bisseriados ocorre quando as duas células secretoras apicais contém uma drusa em
cada uma delas. Essa caracteristica ¢ um bom marcador anatdmico pois foi encontrada em trés
espécies de carqueja do presente estudo, evidenciada em B. articulata (Figuras 6a, b), B.
Jjunciformis (Figura 6g) e B. subtropicalis (Figura 6p), podendo ser considerado um marcador
anatomico para estas espécies em relagdo as demais carquejas do estudo. Essa caracteristica
também foi relatada em outros estudos, sendo observadas em B. articulata (Raeski et al., 2023a;

Raeski et al., 2023b), B. microdonta, B. punctulata e B. sphenophylla (Budel et al., 2018a).

Figura 6. Anatomia dos cladédios das espécies de carqueja.

Fonte: o autor.

Notas: anatomia dos cladédios. Diafanizacdo (a, ¢, f, g, 1, j, k, 0, p); microscopia de polarizagido (b); seccdo
transversal (d, e, h, n); microscopia eletronica de varredura (1, m, q, r). Baccharis articulata (a, b); B. jocheniana
(c, d); B. junciformis (e, f); B. milleflora (g, h); B. myriocephala (i, j); B. pentaptera (k, 1); B. riograndensis (m,
n); B. subtropicalis (o, p); B. trimera (q, r). dr: drusa; ta: tricoma armado; tb: tricoma bisseriado; tc: tricoma
clavado; tf: tricoma flageliforme; Barra de escala: a, ¢, d, e, f, g, h, 1, j, k, m, n, 0, p = 100 pum; m = 50 um; b = 25
um; 1, g, r =20 um.

Trés tipos de tricomas unisseriados foram identificados. O primeiro tipo ¢ um tricoma
glandular flagelado, frequentemente documentado para espécies de Baccharis (Budel; Duarte,

2009; Budel et al., 2018a; Manfron et al., 2022). O corpo do tricoma ¢ formado por 4 a 6 células

secretoras, assemelhando-se ao formato retangular enquanto que a célula apical ¢ tubular,
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flageliforme e contém substancias lipofilicas densas. Eles sdo encontrados em B. articulata
(Figura 6a), B. jocheniana (Figura 6d), B. junciformis (Figura 6¢), B. milleflora (Figura 6h), B.
pentaptera (Figura 6k) e B. subtropicalis (Figura 60).

O segundo tipo de tricoma unisseriado € o tricoma tector armado, que consiste em 2—
3 células no corpo e possui uma célula apical pontiaguda com paredes espessas. Este tipo de
tricoma € encontrado em B. myriocephala (Figura 6j) e B. riograndensis (Figura 6n). Tricomas
armados também foram identificados em outras carquejas, como B. crispa € B. triangularis
(Rodriguez, Gattuso; Gattuso, 2013; Martinez et al., 2018). O terceiro tipo de tricoma
unisseriado ¢ o tricoma tector clavado, que tem o corpo formado por 3 a 4 células e a célula
apical tem forma de clava. Esta presente em B. trimera (Figuras 6q, r) e também foi evidenciado
por autores anteriores para essa mesma espécie (Budel; Duarte, 2009; Martinez et al., 2018;
Minteguiaga ef al., 2018).

Focando apenas nos tipos de tricomas, tricomas bisseriados glandulares com um par
de drusas em B. articulata, B. junciformis e B. subtropicalis e tricomas tectores clavados
unisseriados em B. trimera podem ser facilmente distinguidos das demais espécies de carqueja.
Entretanto para B. jocheniana, B. milleflora, B. myriocephala, B. pentaptera e B. riograndensis,
sdo necessarios marcadores anatdmicos adicionais para diferenciar estas espécies de forma
eficaz.

A densidade dos tufos de tricomas difere significativamente entre as espécies de
Baccharis, conforme indicado pelas diferengas estatisticas marcadas por letras diferentes.
Baccharis pentaptera mostrou a maior densidade de tufos de tricomas (9,9 = 0,739), seguida de
perto por B. riograndensis (9,1 + 0,87%), com ambas as espécies apresentando densidades
significativamente maiores que as demais. Baccharis articulata (6,1 £0,99%) e B. myriocephala
(3,3 = 0,48°) apresentaram valores intermediarios. Por outro lado, B. jocheniana (2,3 + 0,48%),
B. trimera (2,1 £ 0,56%), B. milleflora (2,00 + 0,66°%), B. Jjunciformis (1,5 + 0,52%) ¢ B.
subtropicalis (1,1 £ 0,31°%) apresentaram as menores densidades.

As alas dos cladodios, em sec¢do transversal, possuem epiderme unisseriada coberta
por cuticula delgada (Figura 3j-q) que reagiu positivamente com Sudan III evidenciando a
presenca de compostos lipofilicos. Em relagdo ao parénquima fotossintético, todas as espécies
apresentam organizagdo isobilateral, como mostra a Figura 7 (a-1), compreendendo duas
camadas de parénquima palicddico em ambos os lados e duas camadas de parénquima
esponjoso na regido central. Esta caracteristica foi relatada para diversas espécies de carquejas
(Budel; Duarte, 2009; Manfron ef al., 2022; Minteguiaga ef al., 2018). Os corpos oleosos estao

presentes no clorénquima (paligadico e esponjoso) de B. jocheniana (Figura 7b), B. milleflora
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(Figura 7d), B. myriocephala (Figura 7e, Figura 9¢) e B. riograndensis (Figura 7h). Este ¢ o
primeiro relato descrevendo corpos oleosos em cladddios de carqueja, que apoiam a
identificacao da espécie. No entanto, Budel et al. (2018a) relatou corpos oleosos nas folhas de
B. illinita DC., B. microdonta, B. punctulata, B. reticularioides Deble & A.S.Oliveira e B.
sphenophylla.

Pequenos feixes vasculares colaterais circundados por uma bainha parenquimatica
atravessam a parénquima esponjoso (Figuras 7a, e, g, 1). Alguns feixes vasculares menores estao
dispostos em maneira invertida. Um ou mais ductos secretores (Figuras 7a, f, h, i) compostos
por epitélio unisseriado, citoplasma denso, nicleo evidente e conteudo lipofilico podem ser
encontrados proximos a bainha parenquimatica em dire¢do ao floema. Ductos secretores
semelhantes eram comumente relatados na espécie Baccharis, como por exemplo, B.
calvescens DC., B. platypoda DC., B. stylosa Gardner e B. trimera (Budel; Duarte, 2009;
Minteguiaga et al., 2018; Ornellas et al., 2019).

Figura 7. Anatomia dos cladédios das espécies de carqueja.

Fonte: o autor.

Notas: Microscopia de luz demonstrando a anatomia dos cladédios (a, b, ¢, d, e, f, g, h, 1, j, k, 1, m, n, 0, p, g, 1).
Baccharis articulata (a, j); B. jocheniana (b, k); B. junciformis (c, 1); B. milleflora (d, m); B. myriocephala (e, n);
B. pentaptera (f, 0); B. riograndensis (g, p); B. subtropicalis (h, q); B. trimera (i, 1). co: corpos oleosos; ct: cuticula;
ds: ducto secretor; ep: epiderme; es: estomato; fi: fibra; fl: floema; fv: feixe vascular; me: medula; pe: parénquima
esponjoso; pp: parénquima palicadico; tg: tricoma glandular; xi: xilema. Barra de escala: h, 1 =300 um a-g, i-k,
m, r= 100 pm.

Todas as espécies exibem um feixe vascular colateral com uma capa de fibra

perivascular adjacente ao floema (Figura 7j-r), e os ductos secretores estdo ausentes ou
presentes em numeros variados nas bordas das alas de B. articulata, B. milleflora, B.
riograndensis, B. subtropicalis e B. trimera. O nimero dos ductos secretores parece variar,
como evidenciado em B. trimera por Minteguiaga et al. (2018). Para todas as espécies, a

epiderme do eixo do caule apresenta caracteristicas semelhantes as das alas. Abaixo na
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epiderme, o clorénquima alterna com o colénquima angular, que consiste em 2—5 camadas
(Figuras 7j—1). Ductos secretores, semelhantes aos observados nas alas, sdo encontrados
adjacentes a endoderme, que limita a parte interna do cortex e tem paredes impregnadas com
compostos lipofilicos (Figuras 7j-r). O cilindro vascular contém um xilema produtor de cambio
para dentro e para fora do floema (Figuras 7j-r). As capas de fibras perivasculares sdo adjacentes
ao floema e algumas fibras também podem ser encontradas dentro do floema. A medula ¢
composta por células parenquimatosas relativamente grandes e de paredes finas (Figura 7j-r),
contendo cristais.

Nas bordas das alas, uma tnica camada de colénquima angular esta presente abaixo da
epiderme em B. articulata, B. junciformis, B. pentaptera e B. subtropicalis como mostra a
Figura 8 (a, c, f, h), distinguindo-os de outros carquejas estudadas (Quadro 2). Esta
caracteristica também foi observada em B. microcephala e B. penningtonii por Martinez et al.
(2018), que observou que a presenga ou auséncia de colénquima subepidérmica nas bordas das
alas ¢ uma caracteristica distintiva entre certas espécies de carqueja, como evidenciado no

presente estudo.
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Figura 8. Anatomia do bordo das alas das espécies de carqueja.

Fonte: O autor.

Notas: Microscopia de luz demonstrando a anatomia dos cladddios (a, b, ¢, d, e, f, g, h, 1). Baccharis articulata
(a); B. jocheniana (b); B. junciformis (c); B. milleflora (d); B. myriocephala (e); B. pentaptera (f); B. riograndensis
(g); B. subtropicalis (h); B. trimera (i). co: colénquima; cl: clorénquima; ds: ducto secretor; ep: epiderme; fi: fibra;
fl: floema; tg: tricoma glandular; ob: corpo oleoso; xi: xilema. Barra de escala: a-i = 100 pm.



Quadro 2. Caracteristicas anatdmicas dos tricomas e colénquima angular nas bordas das alas para diferenciacdo das espécies de carqueja.
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das alas

écies B. B. B. B. B. B. B. B. B.

Anatomia articulata | jocheniana | junciformis | milleflora | myriocephala | pentaptera | riograndensis | subtropicalis | trimera

Tricoma glandular bisseriado + - + - - - - + -

com par de drusas

Tricoma glandular unisseriado + + + + - + - + -

flageliforme

Tricoma tector unisseriado - - - - + - + - -

armado

Tricoma tector unisseriado - - - - - - - - +

clavado

Densidade de tufos de tricoma 6.1+ 2,3+0,48" | 1,5+0,52% 2.00 + 3.3+£0.48° 9.9 +0.734 9.1 +0.87¢ 1,1 £0,31¢f 2.1+
0.99* 0.66" 0.56°

Corpos oleosos no clorénquima - + - + + - + - -

Colénquima angular nas bordas + - + - - + - + -

Fonte: O autor.

Nota: Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa em p < 0,05 (ANOVA unidirecional com teste de post hoc HSD de Tukey); média e desvio padrao de
10 campos com amplia¢do de 40%. + Presente; - Ausente.
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5.2 ANALISE HISTOQUIMICA

Os testes histoquimicos indicaram a presencga de diferentes classes de metabolitos e
componentes estruturais nos cladodios das espécies avaliadas, com padroes de distribuicao
compativeis com a anatomia secretora € com a organizacao dos tecidos fotossintéticos e de
sustentacdo. Reagdes positivas com cloreto férrico e dicromato de potéassio evidenciaram
compostos fendlicos em todas as espécies, com maior intensidade no clorénquima (Figura 9a).
Esse padrao ¢ consistente com o acumulo de fendlicos em tecidos expostos a luz e ao estresse
ambiental, sugerindo funcdo associada a protecdo e ao balanco redox, além de possivel
contribuicdo para caracteres diagnosticos quando a distribuicdo tecidual € recorrente entre
taxons (Quadro 3).

A presenca de constituintes lipofilicos foi corroborada por Sudan III, Sudan Black e Oil
Red O, que evidenciaram material lipofilico na cuticula e em estruturas secretoras, incluindo
tricomas glandulares, epitélio secretor de ductos e endoderme (Figura 9b). Adicionalmente,
foram observados corpos oleosos em B. jocheniana, B. milleflora, B. myriocephala (Figura 9c¢)
e B. riograndensis, reforgando diferengas inter-especificas relevantes no armazenamento e/ou
secrecdo de componentes lipofilicos. O lugol indicou graos de amido em B. myriocephala
(Figura 9d), B. subtropicalis e B. trimera, sobretudo em tecidos de reserva, enquanto
Floroglucinol/HCI evidenciou elementos lignificados, com reagao positiva em xilema e fibras
de todas as espécies (Figura 9¢). O Vermelho de Ruténio indicou substancias pécticas, com
marcagdo particularmente evidente no colénquima (Figura 9f), o que € coerente com o papel
desse tecido em sustentacdo com paredes primarias ricas em pectinas.

Quanto aos ensaios negativos, os reagentes Dragendorff, Ellram e Wagner nao
indicaram presenca detectavel de alcaloides nas condi¢des empregadas. Os corantes proteicos
(Coomassie Brilliant Blue e Xylidine Ponceau) ndo evidenciaram corpos proteicos de forma
consistente nas amostras avaliadas, enquanto o reagente de Schiff (PAS) apresentou reagdo
positiva para polissacarideos em regides como cuticula, colénquima e medula (Figura 9g),
sugerindo a presenca de constituintes ricos em carboidratos em paredes e/ou contetidos
celulares. Em conjunto, os resultados histoquimicos sumarizados no Quadro 3 e ilustrados na
Figura 9 complementam os dados morfoanatdmicos e micromorfoldgicos, oferecendo suporte
adicional a interpretacao de tecidos secretorios e de reserva e ao estabelecimento de marcadores

uteis ao controle da qualidade.
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Figura 9. Histoquimica dos cladddios das espécies de carqueja.

Fonte: O autor.

Notas: histoquimica dos cladédios (a, b, c, d, e, f, g, h). Compostos fendlicos em Baccharis articulata (a);
compostos lipofilicos em B. myriocephala (b); compostos lipofilicos evidenciando os corpos oleosos em B.
myriocephala (c); grdos de amido em B. myriocephala (d); lignina em B. myriocephala (e); pectina em B.
milleflora (f); polissacarideo em B. trimera (g). Barra de escala: a-h = 100 pm.



Quadro 3. Reacdes histoquimicas das espécies de carqueja.
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Especies B. B. B. B. B. B. B. B. B.
Anatomia articulata | jocheniana | junciformis | milleflora | myriocephala | pentaptera | riograndensis | subtropicalis | trimera
mpost . N
Co DOstos células do clorénquima
fendlicos
Compostos , . o
ompo cuticula, tricomas glandulares, epitélio secretor dos ductos e endoderme
lipofilicos

Graos de amido

negativo

regiao
medular

negativo

regido medular

Lignina fibras e xilema
Pectina colénquima
Alcaloides negativo
Corpos proteicos negativo
Polissacarideo cuticula, colénquima e medula

Fonte: O autor.
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5.3 ANALISE DOS CRISTAIS

A forma e a localizacdo dos cristais dentro de determinados tdxons sdo consistentes e
especificas, permitindo que sejam utilizados como marcadores anatdmicos para a identificacao
de uma espécie, um corte, ou mesmo um género (Franceschi; Nakata, 2005; He et al., 2012).
Recentemente, Raeski et al. (2023a) estudaram quarenta e quatro espécies de Baccharis e
forneceram um relato abrangente dos morfotipos de cristais de oxalato de calcio encontrado
dentro do género. Num estudo subsequente, Raeski ef al. (2023b) determinaram onze tipos
detalhados de cristais em B. articulata, incluindo bipiramidais (simples e retangulares), areias
piramidais retangulares, cuneiformes, tabulares, em forma de seta, areias cristalinas, estiloides
e drusas. Eles afirmaram que esses tipos de cristais podem servir como marcadores anatdomicos
para o complexo de carqueja dentro do género Baccharis. No presente estudo, os mesmos
morfotipos foram encontrados em B. articulata e foram comparadas com as demais carquejas,
conforme resumido na Quadro 4.

Entre os caracteres mais discriminativos, cristais bipiramidais retangulares e em forma
de seta foram observados exclusivamente em B. articulata. Cristais bipiramidais simples
ocorreram em B. articulata, B. junciformis, B. milleflora, B. pentaptera e B. subtropicalis. A
ocorréncia de areia cristalina foi registrada em B. articulata, B. myriocephala, B. riograndensis
e B. trimera, enquanto conformagdes especificas de areia cristalina, como o padrio em
“gravata”, foram observadas em B. articulata e B. junciformis, e a areia cristalina arredondada
em B. articulata e B. riograndensis. Cristais cuneiformes foram amplamente distribuidos,
ocorrendo em B. articulata, B. junciformis, B. milleflora, B. myriocephala, B. pentaptera, B.
subtropicalis € B. trimera.

Além disso, drusas foram observadas em B. articulata € B. myriocephala, enquanto
cristais prismaticos quadrangulares ocorreram em B. junciformis e B. myriocephala. Estiloides
apresentaram ampla ocorréncia, sendo registrados em B. articulata, B. jocheniana, B.
Jjunciformis, B. milleflora, B. pentaptera, B. riograndensis, B. subtropicalis e B. trimera.
Cristais tabulares foram encontrados em B. articulata, B. pentaptera e B. subtropicalis, e
cristais romboédricos em B. articulata, B. jocheniana, B. junciformis e B. subtropicalis. Em
conjunto, esses resultados reforcam que a combinagdo entre morfotipos de cristais e sua
distribuicao entre espécies oferece um conjunto adicional de caracteres diagndsticos para o
complexo ‘“‘carquejas”, especialmente quando integrado a marcadores epidérmicos e
estomaticos discutidos anteriormente. Exemplos representativos desses morfotipos de cristais

estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos cristais das espécies de carqueja.

Fonte: O autor.

Notas: microscopia eletronica de varredura (MEV) dos cristais (a, b, c, d, e, f, g, h, 1). Cristal em formato de seta
em Baccharis articulata (a); estiloides em B. jocheniana (b); areia cristalina em formato de gravata em B.
Junciformis (c); cuneiforme em B. milleflora (d); drusa em B. myriocephala (e); tabular em B. pentaptera (f); areia
cristalina em formato arredondado em B. riograndensis (g); bipiramidal simples em B. subtropicalis (h); areia
cristalina em B. frimera. aa: areia cristalina em formato arredondado; ac: areia cristalina; as: cristal em formato de
seta; bs: bipiramidal simples; cn: cuneiforme; dr: drusa; et: estiloide; gr: areia cristalina em formato de gravata; ta:
tabular. Barra de escala: h =20 um; b, d, f,i=10 um; a, e, g=5 um; ¢ =2 pm



Quadro 4. Tipos de cristais encontrados nas espécies de carqueja.

Espécies B. B. B. B. B. B. B. B. B.
articulata jocheniana Jjunciformis milleflora myriocephala pentaptera riograndensis | subtropicalis trimera
Tipo do crista
Forma de seta +
Bipiramidal +
retangular
Bipiramidal + - - + - + -
simples
Areia + - + - + - +
Cristalina
Areia cristalina + - +
em formato de
gravata
Areia cristalina + - + - + -
em formato
arredondado
Cuneiforme + - + - +
Drusa + - + -
Quadrangular - - + - + -
prismatico
Estiloide - +
Tabular + + - + -

Fonte: O autor.

Notas: + Presente; - ausente.
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A composic¢do elementar de cristais vegetais tem sido investigada por diversos autores
por espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDX), sobretudo para caracterizar
biominerais ricos em calcio e inferir sua natureza quimica quando interpretada em conjunto
com morfologia e contexto anatomico (Raeski et al., 2023a; Raeski et al., 2023b; Zanlorenzi et
al., 2023). No presente estudo, os espectros EDX dos cristais das nove espécies analisadas
foram dominados por picos de Ca e O (Figuras 11-13), um padrdo compativel com biominerais
a base de calcio e consistente com cristais de oxalato de calcio quando considerado em conjunto
com os morfotipos observados (por exemplo, drusas, estiloides e areias cristalinas). Ressalta-
se, contudo, que o EDX fornece composic¢ao elementar, portanto, a confirmagao inequivoca do
anion (oxalato versus outras formas) demandaria técnicas complementares, como micro-
Raman, FTIR ou DRX, quando necessario.

O pico proeminente ndo marcado proximo a 2 keV corresponde ao ouro (Au), utilizado
na metaliza¢do das amostras para MEV, e ndo integra a composi¢ao intrinseca dos cristais
analisados (Figuras 11-13). Ainda assim, os resultados refor¢am a recorréncia de inclusdes
calcicas em Baccharis e sustentam o uso integrado de morfologia dos cristais e anatomia como
conjunto de marcadores Uteis em farmacobotanica aplicada.

De modo mais amplo, multiplos estudos demonstram que caracteres morfoanatomicos
e micromorfoldgicos possuem alta utilidade para identificagdo e diferenciacdo de espécies
morfologicamente semelhantes, inclusive em materiais fragmentados, cendrio tipico de drogas
vegetais comerciais (Antunes et al., 2023a; Antunes et al., 2023¢c; Antunes ef al., 2024; Budel;
Duarte, 2009; Ornellas et al., 2019; Zanlorenzi et al., 2023). No presente trabalho, foram
reconhecidos pardmetros anatomicos com potencial diagnostico para diferenciar espécies de
carqueja, porém recomenda-se validagdo adicional com maior nimero de populagdes e
amostras comerciais, considerando que alguns caracteres podem apresentar variagdo

intraespecifica associada a fatores ambientais e ontogenéticos.



Figura 11. Espectroscopia dispersiva de raio x dos cristais das espécies de Baccharis (carquejas).
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Fonte: O autor.

Notas: EDS (a, b, ¢). Baccharis articulata (a); B. jocheniana (b); B. junciformis (c).
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Figura 12. Espectroscopia dispersiva de raio x dos cristais das espécies de Baccharis (carquejas).

Fonte: O autor.

Notas: EDS (d, e, f). B. milleflora (d); B. myriocephala (e); B. pentaptera (f).
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Figura 13. Espectroscopia dispersiva de raio x dos cristais das espécies de Baccharis (carquejas).

R B L B L B L L L B B B R N R N RN RN RN R RS RE R RE RS

0 1 2 3 B 5 6 7 ke'

5

-
-
-

R L I R R L B R N R L R RN R S RE R R R RN B

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 keV

Fonte: O autor.

Notas: EDS (g, h, 1). B. riograndensis (g); B. subtropicalis (h) B. trimera (i).

5.4 ANALISE DAS FOLHAS DE Baccharis junciformis

Baccharis junciformis foi a Gnica espécie de Baccharis do estudo que apresentou folhas
desenvolvidas. Embora o farmacdgeno tradicionalmente usado nas carquejas seja constituido
pelos cladodios, as folhas também foram analisadas, uma vez que sua presenga pode ocorrer
em amostras comerciais do material vegetal, configurando potencial adulteracdo da droga
vegetal. Mesmo considerando a droga pulverizada a analise microscopica permite identificar a
presenca fragmentos foliares, uma vez que os cladddios apresentam organizagdo de tecidos e

elementos botanicos distintos da folha. As analises sdo mostradas na Figura 14.
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Figura 14 — Caracteres microscopicos da folha de Baccharis junciformis.

Fonte: O autor.

Notas: Microscopia de luz, coloragdo com Azul de Astra e Fucsina Basica e coloragdo de Azul de Toluidina (a g-
1); Diafanizagdo com Safranina (b-c); Microscopia eletronica de varredura (d-f). ct: cuticula; ds: ducto secretor;
ep: epiderme; es: estomato; fi: fibra; fl: floema; fv: feixe vascular; pe: parénquima esponjoso; pp: parénquima

palicadico; tb: tricoma bisseriado; xi: xilema. Barra de escala: a, ¢, g, h, 1 =200 pm; b, d, e = 100 um; f=20 um.

A nervura central das folhas de B. junciformis apresentou formato biconvexo, como
mostram as Figuras 14a e 14d. A epiderme ¢ unisseriada e revestida por cuticula estriada,
caracteristica evidenciada nas Figuras 14b, 14c, 14e e 14f. Os estdmatos sdo do tipo
anomocitico e ocorrem exclusivamente na face abaxial da lamina foliar, caracterizando a folha
como hipoestomadtica. O mesofilo ¢ dorsiventral com duas camadas de parénquima palicadico
na face adaxial e cerca de 6-7 camadas de parénquima esponjoso, podendo apresentar tricomas
bisseriados na epiderme, como mostram as Figuras 14g e 14i. A disposicdo dos feixes
vasculares na nervura central ¢ colateral, sendo que foram observados ductos secretores bem

desenvolvidos proximos a esses, conforme ilustrado na Figura 14h.
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Por fim, dentre essas nove espécies de carqueja apenas B. articulata, B. milleflora e B.
trimera possuem estudos comprovando sua eficicia e seguranga de uso como digestivo e
diurético (Barboza et al., 2001; Klider et al., 2024; Rabelo; Costa, 2018). As outras espécies,
B. jocheniana, B. junciformis, B. pentaptera, B. myriocephala, B. riograndensis ¢ B.
subtropicalis carecem de tais estudos. Assim, ao fornecer marcadores anatomicos e
micromorfoldgicos para discriminacdo das espécies, este estudo contribui para reduzir o risco
de substituicdo e uso indevido de matérias-primas vegetais rotuladas genericamente como

“carqueja”, apoiando agdes de autenticacao e controle da qualidade.

5.5 CHAVE DICOTOMICA

Chave dicotomica para espécies de Baccharis

la. Cladédios com 5 alas na base da planta no habitat ...................... Baccharis pentaptera
1b. Claddédios com 2 ou 3 alas N0 habitat ............ccceeeiieiiieiiiiiiieciececce e 2
2a. Cuticula com estrias concéntricas ao redor dos estomatos ...... Baccharis myriocephala
2b. Cuticula sem eStrias CONCENTIIICAS ......eeevvrreeiurreeeirieeeieeerreeeereeesreeesreeesreeesereeeneseeenens 3
3a. Folhas desenvolvidas no cladddio ..........ccceeeveieeniiiiiieniiienee, Baccharis junciformis
3b. FOIhas 1€dUZIAAS ......coeoiiiiiiieiieciece ettt et enee 4
4a. Cladddios com 2 alas em seccao transversal ...........ccccceuvveeeennnene.. Baccharis articulata
4b. Cladddios com 3 alas em secgao transversal ..........ccceeeeeeiieiieciiiiie e 5

5a. Paredes anticlinais onduladas; tricoma tector clavado presente ... Baccharis trimera

5b. Paredes anticlinais retas a levemente onduladas; tricoma tector clavado

AUSEIIE. ...ttt ettt ettt et e ettt et e sa et et e s bt e et e e sh bt e bt e eh bt e bt e ehb e e bt e e bt e et e e nht e e bt e sbteebeenareen 6
6a. Colénquima angular nas bordas das alas presente .................... Baccharis subtropicalis
6b. Colénquima angular nas bordas das alas ausente ...........cccceeeeverieneeneenieneenenienens 7
7a. Tricoma tector armado Presente .........coeevveveenveenereeneennennne. Baccharis riograndensis
7b. Tricoma tector armado AUSENTE ..........cevueeriiriiiiriieiieeie ettt 8

8a. Corpos oleosos no colénquima presentes, tricoma glandular flageliforme ausente
.......................................................................................................... Baccharis jocheniana
8b. Corpos oleosos no colénquima presentes, tricoma glandular flageliforme presente

............................................................................................................ Baccharis milleflora

5.6 DISTINCAO MORFOANATOMICA ENTRE AS SECOES Caulopterae E Aphyllae
Entre os caracteres com maior potencial distintivo entre as se¢des Caulopterae e

Aphyllae destacaram-se aspectos relacionados as alas caulinares e aos tricomas. As espécies
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atribuidas a se¢do Caulopterae apresentaram predominancia de cladédios com trés alas, além
da ocorréncia de tricomas tectores armados em B. myriocephala € B. riograndensis, e tricoma
clavado exclusivamente em B. trimera.

Em contraste, as espécies da secdo Aphyllae exibiram maior variabilidade no nimero de
alas, podendo apresentar duas, trés ou cinco expansdes alares, além da presenca do tricoma
bisseriado com par de drusas. Adicionalmente, a presenca de colénquima angular
subepidérmico nas bordas das alas foi observada de forma consistente nas espécies de Aphyllae

analisadas neste estudo.

5.7 ANALISE DA CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE ALTA
EFICIENCIA (CCDAE)

5.7.1 M¢étodo de identificacao e validacao do método

Inicialmente, foram avaliadas diferentes condi¢des cromatograficas com a finalidade de
selecionar o sistema mais adequado a diferenciagcdo das espécies. Para a definicdo do método
considerou a resolugao das bandas, a reprodutibilidade dos perfis e a capacidade de discriminar
B. trimera das demais espécies analisadas, baseando-se na metodologia da Farmacopeia
Brasileira 7* edi¢do (Brasil, 2024). Ap6s os ensaios comparativos, a condi¢do cromatografica
selecionada para identificacdo e comparagao dos perfis foi constituida pela fase movel acetato
de etila:tolueno:éacido formico (30:70:1, v/v), seguida de derivatizagao com Natural Product®.
A leitura das placas foi realizada sob UV 254 nm, UV 366 nm e luz branca, antes e apds
derivatizacdo, sendo a condi¢do sob UV 366 nm apos derivatizagdo a que apresentou melhor
capacidade discriminatoria entre as espécies e, posteriormente, entre as amostras comerciais.

Os perfis cromatograficos observados neste estudo sdo consistentes com o panorama
fitoquimico descrito para o género Baccharis, um dos grupos mais diversos da familia
Asteraceae nas regides neotropicais. No presente estudo, as espécies de Baccharis foram
diferenciadas principalmente por caracteristicas dos cladodios, como niimero de alas, padrao
da cuticula, presenga de tricomas e organizacao dos tecidos. Esses caracteres estruturais t€ém
sido reconhecidos como relevantes para o diagnostico e a delimitagdo de espécies do género,
especialmente em tdxons com cladodios fotossintéticos e redugdo foliar, nos quais tricomas,
tipo estomatico, paredes epidérmicas e organizagdo interna dos tecidos assumem valor
taxondmico e farmacobotanico relevante (Antunes et al., 2024; Budel ef al., 2009; Heiden et
al., 2018).

Além da dimensdo fitoquimica, a interpretagdo dos resultados cromatograficos também

pode ser contextualizada a luz da morfologia e anatomia das espécies analisadas. Estudos
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quimiotaxondmicos indicam que espécies desse género apresentam predomindncia de
flavonoides, acidos fendlicos, lactonas sesquiterpénicas, Oleos essenciais e diterpenos
clerodanicos, compostos frequentemente associados as propriedades farmacoldgicas atribuidas
as chamadas “carquejas”. Entre essas classes, os flavonoides e derivados de acidos
cafeoilquinicos s3o particularmente recorrentes ¢ tém sido amplamente empregados como
marcadores quimicos em estudos fitoquimicos e farmacogndsticos do género (Verdi; Brighente;
Pizzolatti, 2005; Campos et al., 2016).

M¢étodos cromatograficos constituem ferramentas amplamente empregadas no controle
da qualidade de drogas vegetais e fitoterapicos, especialmente devido a sua capacidade de gerar
perfis quimicos reprodutiveis e auxiliar na autenticacdo botanica, detec¢do de substituigcdes e
avaliagdo da constancia quimica entre lotes. Nesse contexto, a cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia destaca-se por combinar simplicidade operacional, baixo custo
relativo e elevado poder discriminatorio, permitindo a compara¢do simultdnea de multiplas
amostras e padroes de referéncia em condigdes analiticas padronizadas. Além da identificagdo
qualitativa de marcadores quimicos, a técnica tem sido amplamente utilizada em estudos
farmacogndsticos e fitoquimicos para obtengdo de perfis cromatograficos aplicaveis a garantia
da qualidade de matérias-primas vegetais e produtos derivados (Kriiger ef al., 2013; Raman et
al., 2018; Brasil, 2024).

Foi aplicado o método universal para flavonoides, com leitura sob UV 254 nm, UV 366
nm e luz branca, antes e apos derivatizagdo com Natural Product® e com Natural Product®
associado ao p-anisaldeido (Figuras 15-21). Esse sistema permitiu evidenciar a presenga de
compostos fenodlicos nas amostras analisadas. Entretanto, os perfis cromatograficos obtidos
apresentaram baixa seletividade, com bandas de migragdo semelhante entre as espécies. Esse
comportamento indica que o sistema empregado possuia polaridade acima do desejado para a
diferenciagdo dos constituintes presentes nos extratos, limitando sua utilidade para
discriminacao taxondmica. Em cromatografia planar aplicada a drogas vegetais, a capacidade
dos perfis cromatograficos depende fortemente da seletividade da fase movel, sendo comum
que sistemas inicialmente testados apresentem baixa resolugdo entre espécies quimicamente
relacionadas (Fernandes et al., 2025). Esse comportamento ja foi relatado em anélises
cromatograficas de espécies como B. articulata, B. dracunculifolia e B. trimera, nas quais perfis
cromatograficos semelhantes exigiram ajustes na composicao da fase movel para permitir maior

separagdo das bandas avaliadas (Bonin et al., 2019; Oliveira et al., 2012).
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Figura 15 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254 nm.

Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 16 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata

— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
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Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 17 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae ¢ Aphyllae) ¢ os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 18 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm apos derivatizagdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 19 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca apods derivatizagdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.
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Figura 20 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm apos derivatizagdo com Natural Product®

mais p-anisaldeido.

Baccharis millef
Baccharis myrig
Baccharis penta
Baccharis subtr,
Baccharis trime

g
=
[
]
~
]
=
v
0
I
o

T2821-01
T2822-01
T2823-01
T2825-01
T2827-01

Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.
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Figura 21 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca ap6s derivatizagdo com Natural Product® mais

p-anisaldeido.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

A seguir, foi avaliado o método descrito na Farmacopeia Brasileira para carqueja, com
comparagao entre o procedimento farmacopeico e extragdes metandlicas obtidas por sonicagao
(Figuras 22-28). Observou-se melhora na organizacdo do perfil cromatografico das amostras
quando comparado ao método universal para flavonoides, indicando maior adequagdo do
sistema farmacopeico para a analise quimica de espécies de Baccharis. Essa observacdo ¢
consistente com o fato de que B. trimera € a espécie oficial da droga vegetal “carqueja” na
Farmacopeia Brasileira, cuja monografia reconhece a presenga predominante de compostos

fenolicos e flavonoides na espécie (Brasil, 2024).
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Figura 22 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254 nm.

Fonte: O autor.

Notas: UHM — faixa 1; acido clorogénico — faixa 2; acido cafeico — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4;
Baccharis jocheniana — faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora — faixa 7; Baccharis
myriocephala — faixa 8; Baccharis pentaptera — faixa 9; Baccharis riograndensis — faixa 10; Baccharis
subtropicalis — faixa 11; Baccharis trimera (200 mg/2 mL metanol) — faixa 12; Baccharis trimera (100 mg/ 2 mL

diclorometano) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ mL metanol) — faixa 14.
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Figura 23 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm.
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Fonte: O autor.

Notas: UHM — faixa 1; acido clorogénico — faixa 2; acido cafeico — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4;
Baccharis jocheniana — faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora — faixa 7; Baccharis
myriocephala — faixa 8; Baccharis pentaptera — faixa 9; Baccharis riograndensis — faixa 10; Baccharis
subtropicalis — faixa 11; Baccharis trimera (200 mg/2 mL metanol) — faixa 12; Baccharis trimera (100 mg/ 2mL

diclorometano) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ mL metanol) — faixa 14.
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Figura 24 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca.
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Fonte: O autor.

Notas: UHM — faixa 1; acido clorogénico — faixa 2; acido cafeico — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4;
Baccharis jocheniana — faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora — faixa 7; Baccharis
myriocephala — faixa 8; Baccharis pentaptera — faixa 9; Baccharis riograndensis — faixa 10; Baccharis
subtropicalis — faixa 11; Baccharis trimera (200 mg/2 mL metanol) — faixa 12; Baccharis trimera (100 mg/ 2mL

diclorometano) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ mL metanol) — faixa 14.
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Figura 25 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm apos derivatizagdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: UHM — faixa 1; acido clorogénico — faixa 2; acido cafeico — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4;
Baccharis jocheniana — faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora — faixa 7; Baccharis
myriocephala — faixa 8; Baccharis pentaptera — faixa 9; Baccharis riograndensis — faixa 10; Baccharis
subtropicalis — faixa 11; Baccharis trimera (200 mg/2 mL metanol) — faixa 12; Baccharis trimera (100 mg/ 2mL

diclorometano) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ mL metanol) — faixa 14.



66

Figura 26 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca ap6s derivatizagdo com Natural Product®.

Fonte: O autor.
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Notas: UHM — faixa 1; acido clorogénico — faixa 2; acido cafeico — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4;

Baccharis jocheniana — faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora — faixa 7; Baccharis

myriocephala — faixa 8; Baccharis pentaptera — faixa 9; Baccharis riograndensis — faixa 10; Baccharis

subtropicalis — faixa 11; Baccharis trimera (200 mg/2 mL metanol) — faixa 12; Baccharis trimera (100 mg/ 2mL

diclorometano) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ mL metanol) — faixa 14.
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Figura 27 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm apos derivatizagdo com Natural Product®

mais p-anisaldeido.
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Fonte: O autor.

Notas: UHM — faixa 1; acido clorogénico — faixa 2; acido cafeico — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4;
Baccharis jocheniana — faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora — faixa 7; Baccharis
myriocephala — faixa 8; Baccharis pentaptera — faixa 9; Baccharis riograndensis — faixa 10; Baccharis
subtropicalis — faixa 11; Baccharis trimera (200 mg/2 mL metanol) — faixa 12; Baccharis trimera (100 mg/ 2mL

diclorometano) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ mL metanol) — faixa 14.
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Figura 28 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca ap6s derivatizagdo com Natural Product® mais

p-anisaldeido.
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Fonte: O autor.

Notas: UHM — faixa 1; acido clorogénico — faixa 2; acido cafeico — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4;
Baccharis jocheniana — faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora — faixa 7; Baccharis
myriocephala — faixa 8; Baccharis pentaptera — faixa 9; Baccharis riograndensis — faixa 10; Baccharis
subtropicalis — faixa 11; Baccharis trimera (200 mg/2 mL metanol) — faixa 12; Baccharis trimera (100 mg/ 2 mL

diclorometano) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/mL metanol) — faixa 14.

A definicdo do método cromatografico mais adequado para a identificacio das espécies
de Baccharis foi realizada por comparacao sucessiva entre diferentes sistemas de revelagdo e
composi¢des de fase movel, buscando maior resolucdo cromatografica e melhor capacidade
discriminatoria entre as espécies analisadas. Para a validagdo da metodologia, a precisdao foi
avaliada através de repetibilidade (intradia) e da precisdo intermediaria (interdias), com base no
padrao de referéncia UHM (Universal HPTLC Mix) e também da metodologia da Farmacopeia
Brasileira, 7* edi¢ao (Brasil, 2024). A Figura 29 mostra a analise intradia de umas das placas

cromatograficas.
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Figura 29 — Andlise do padrio UHM (Universal HPTLC Mix) submetidos na analise por cromatografia em

camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254 nm através do programa VisionCats versdo 4.2.

Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM - faixa 2, 8, 15; Baccharis trimera — faixa 3,4, 5,7, 9, 10, 12, 13, 14.

Com os valores de Rf obtidos das cinco bandas observadas das trés diferentes posi¢des
de aplicagdo do UHM em triplicata, procedeu-se com a verificagdo da média e desvio padrao
para o célculo do desvio padrao relativo (%DPR) para cada dia de realizagdo do experimento,

como observado na Tabela 4.
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Tabela 4 — Avaliagdo da precisdo através da repetibilidade (intradia) das placas cromatograficas com observacdo dos Rf das bandas do UHM.

Dia 1
Placa 1 | Placa 2 Placa 3
Nimero da 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Banda/Faixa
2 0,092 0,515 0,582 0,72 0,823 0,09 0,51 0,59 0,727 0,828 0,09 0,507 0,582 0,727 0,821
8 0,092 0,51 0,58 0,717 0,823 0,09 0,518 0,582 0,727 0,83 0,09 0,505 0,577 0,725 0,821
15 0,093 0,51 0,582 0,72 0,826 0,092 0,512 0,59 0,72 0,828 0,091 0,502 0,59 0,722 0,816

Dia 2
Placa 1 Placa 2 Placa 3
Nimero da 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Banda/Faixa
2 0,092 0,515 0,585 0,727 0,83 0,092 0,511 0,582 0,721 0,823 0,092 0,51 0,582 0,726 0,824
8 0,092 0,518 0,583 0,728 0,83 0,092 0,511 0,583 0,726 0,823 0,093 0,518 0,582 0,727 0,828
15 0,092 0,518 0,583 0,729 0,828 0,093 0,511 0,583 0,728 0,828 0,094 0,516 0,59 0,727 0,833

Dia 3
Placa 1 Placa 2 Placa 3
Numero da 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Banda/Faixa
2 0,093 0,511 0,585 0,727 0,833 0,093 0,514 0,585 0,728 0,824 0,093 0,514 0,583 0,723 0,83
8 0,093 0,513 0,584 0,725 0,824 0,092 0,515 0,584 0,723 0,824 0,093 0,513 0,584 0,721 0,825
15 0,093 0,513 0,585 0,727 0,824 0,093 0,513 0,583 0,722 0,825 0,091 0,512 0,583 0,724 0,823

Fonte: O autor. Notas: DP: Desvio padrao; DPR (%): Desvio padrao relativo em porcentagem.
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Foi possivel observar que o desvio padrao relativo foi menor que 2% em todas as bandas,
demonstrando a precisdo do método na avaliagdo da repetibilidade entre as placas
cromatograficas. Foram realizados os calculos de média, desvio padrdao e porcentagem de
desvio padrao relativo considerando as cinco bandas observadas em cada UHM. Como o UHM
foi aplicado em trés regides diferentes, totalizaram-se quinze bandas no calculo final ao longo

de trés dias, conforme mostra na Tabela 5.



Tabela 5 — Avaliacao da precis@o através da repetibilidade (intradia) pelo Rf de cada banda do UHM.
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Dia 1

Banda (Posicio)/Nimero
da placa
1

2

3

Média

Desvio padrao (DP)
DP relativo (%)

Dia 2
Banda (Posicao)/Niumero
da placa
1

2
3
Média
Desvio padrao (DP)
DP relativo (%)
Dia 3
Banda (Posi¢io)/Nimero

da placa
1

2

3

Média

Desvio padriao (DP)
DP relativo (%)

1(1)

0,092
0,09
0,09

0,0906
0,0011
1,2735

1(1)

0,092
0,092
0,092
0,092
0
0

1(1)

0,093
0,093
0,093
0,093

2(2)

0,515
0,51
0,507
0,5106
0,0040
0,7914

2(2)

0,515
0,511
0,51
0,512
0,0026
0,5167

2(2)

0,511
0,514
0,514
0,513
0,0017
0,3376

3Q2)

0,582
0,59
0,582
0,5846
0,0046
0,7899

3(2)

0,585
0,582
0,582
0,583
0,0017
0,2970

3(2)

0,585
0,585
0,583
0,5843
0,0011
0,1976

4Q2)

0,72
0,727
0,727

0,7246
0,0040
0,5576

4Q2)

0,727
0,721
0,726
0,7246
0,0032
0,4435

4Q2)

0,727
0,728
0,723
0,726
0,0026
0,3644

5(2)

0,823
0,828
0,821
0,824
0,0036
0,4375

5(2)

0,83
0,823
0,824

0,8256
0,0037
0,4585

5(2)

0,833
0,824
0,83
0,829
0,0045
0,5527

6(8)

0,092
0,09
0,09

0,0906
0,0011
1,2735

6(8)

0,092
0,092
0,093
0,0923
0,0005
0,6252

6(8)

0,093
0,092
0,093
0,0926
0,0005
0,6230

7(8)

0,51
0,518
0,505
0,511

0,0065
1,2832

7(8)

0,518
0,511
0,518
0,5156
0,0040
0,7837

7(8)

0,513
0,515
0,513
0,5136
0,0011
0,2247

88

0,58
0,582
0,577

0,5796
0,0025
0,4341

88

0,583
0,583
0,582
0,5826
0,0005
0,0990

8(8)

0,584
0,584
0,584
0,584
0
0

93®)

0,717
0,727
0,725
0,723
0,0052
0,7318

9®)

0,728
0,726
0,727
0,727
0,001
0,1375

9(8)

0,725
0,723
0,721
0,723
0,002
0,2766

10(8)

0,823
0,83
0,821
0,8246
0,0047
0,5730

10(8)

0,83
0,823
0,828
0,827

0,0036
0,4359

10(8)

0,824
0,824
0,825
0,8243
0,0005
0,0700

11(15)

0,093
0,092
0,091
0,092
0,001
1,0869

11(15)

0,092
0,093
0,094
0,093
0,001
1,0752

11(15)

0,093
0,093
0,091
0,0923
0,0011
1,2505

12(15)

0,51
0,512
0,502
0,508

0,0052
1,0416

12(15)

0,518
0,511
0,516
0,515
0,0036
0,7001

12(15)

0,513
0,513
0,512
0,5126
0,0005
0,1126

13(15)

0,582
0,59
0,59

0,5873
0,0046
0,7864

13(15)

0,583
0,583
0,59
0,5853
0,0040
0,6904

13(15)

0,585
0,583
0,583
0,5836
0,0011
0,1978

14(15)

0,72
0,72
0,722
0,7206
0,0011
0,1602

14(15)

0,729
0,728
0,727
0,728
0,001
0,1373

14(15)

0,727
0,722
0,724

0,7243

0,0025

0,3474

15(15)

0,826
0,828
0,816
0,8233
0,0064
0,7808

15(15)

0,828
0,828
0,833
0,8296
0,0028
0,3479

15(15)

0,824
0,825
0,823
0,824
0,001
0,1213

Fonte: O autor.
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Foi possivel observar que os valores de desvio padrdo relativo foram inferiores a 2% em
todas as bandas, demonstrando precisdo na repetibilidade do método, considerando as bandas
evidenciadas no perfil cromatografico do UHM em diferentes posi¢des de aplicacao.

Com os dados obtidos, a analise da precisdo intermediaria (interdias) dos trés dias de
avaliagdo foram feitos, como mostram as Tabelas 6 e¢ 7. Primeiramente foram avaliadas
separadamente todas as cinco bandas no decorrer dos trés dias e o desvio padrao relativo
(Tabela 6), e em seguida, foram avaliadas as médias de cada dia para cada banda observada

(Tabela 7), calculando-se o desvio padrao relativo.

Tabela 6 — Avaliacdo da precisdo intermediaria (interdias) das placas cromatograficas com avaliacdo do Rf das

bandas do UHM.

Numero da 1 2 3 4 5

Banda/ Dias de

analise

Dia 1 0,092 0,515 0,582 0,72 0,823
0,092 0,51 0,58 0,717 0,823
0,093 0,51 0,582 0,72 0,826
0,09 0,51 0,59 0,727 0,828
0,09 0,518 0,582 0,727 0,83
0,092 0,512 0,59 0,72 0,828
0,09 0,507 0,582 0,727 0,821
0,09 0,505 0,577 0,725 0,821
0,091 0,502 0,59 0,722 0,816

Dia 2 0,092 0,515 0,585 0,727 0,83
0,092 0,518 0,583 0,728 0,83
0,092 0,518 0,583 0,729 0,828
0,092 0,511 0,582 0,721 0,823
0,092 0,511 0,583 0,726 0,823
0,093 0,511 0,583 0,728 0,828
0,092 0,51 0,582 0,726 0,824
0,093 0,518 0,582 0,727 0,828
0,094 0,516 0,59 0,727 0,833

Dia 3 0,093 0,511 0,585 0,727 0,833
0,093 0,513 0,584 0,725 0,824
0,093 0,513 0,585 0,727 0,824
0,093 0,514 0,585 0,728 0,824
0,092 0,515 0,584 0,723 0,824
0,093 0,513 0,583 0,722 0,825
0,093 0,514 0,583 0,723 0,83
0,093 0,513 0,584 0,721 0,825
0,091 0,512 0,583 0,724 0,823

Média 0,092074074 0,512407 0,583852 0,724593 0,825741

Desvio Padrao 0,001106829 0,003866 0,003085 0,003226 0,003908

(DP)

DP relativo (%) 1,202107507 0,754404 0,528344 0,445162 0,473332
Fonte: O autor.




Tabela 7 — Avaliagdo da precisao intermediaria (interdias) das placas cromatograficas com base nas médias dos valores de Rf'das bandas do UHM em diferentes dias.

Numero da Banda/ Média dos dias de analise 1 2 3 4 5

Dia 1 (média) 0,092333333 0,5116667 0,581333333 0,719 0,824
0,090666667 0,5133333 0,587333333 0,724666667 0,828666667
0,090333333 0,5046667 0,583 0,724666667 0,819333333

Dia 2 (média) 0,092 0,517 0,583666667 0,728 0,829333333
0,092333333 0,5156667 0,582666667 0,727 0,827
0,093 0,5146667 0,584666667 0,726666667 0,828333333

Média
Desvio Padrao (DP)
DP relativo (%)

0,092074074
0,000954198
1,036337331

0,5129259
0,003511
0,6845054

0,583851852
0,001667592
0,285619088

0,724814815
0,002723922
0,375809423

0,826
0,003100179
0,375324359

Fonte: O autor.
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Entre as duas metodologias examinadas, foi possivel a observacdo de desvio padrao
relativo abaixo de 2% em todas as bandas, demonstrando que houve precisao intermedidria do
método.

Para a robustez, pequenas variagcdes no procedimento experimental inicial foram
realizadas, como alteracdes na composicdo da fase movel. Dados obtidos do intradia foram
utilizados como padrdo, j4 que a fase mdvel era de acetato de etila: tolueno: acido formico

(30:70:1 v/v). A Tabela 8 mostra essas variagdes com o calculo do desvio padrao relativo.



Tabela 8 — Avaliacdo da robustez através da mudanga de concentragdo da fase movel com observacdo do Rf das bandas do UHM nas placas cromatograficas.
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25:70:1 35:70:1 30:75:1 15:35:1

v/v v/v v/v v/v

N.°da 1 2 3 4 5 N.’da 1 2 3 4 5 N.° da 1 N.’da 1 5

Banda/ Banda/ Banda/ Banda/

Faixa Faixa Faixa Faixa

2 0,08 047 056 0,72 081 2 0,10 0,53 060 0,73 0,82 2 0,08 047 056 0,71 0,81 2 0,11 0,50 057 0,70 08
7 3 2 2 9 9 8 1 8 1 9 3 1 1 5 8 05

8 0,08 047 055 0,72 081 8 0,10 0,53 0,61 0,74 082 8 0,08 047 056 071 081 ] 0,11 050 057 071 08

1 8 9 5 2 1 2 6 9 1 8 1 4 2 8 07

15 0,08 047 056 0,71 081 15 0,10 0,53 0,60 0,74 0,82 15 0,08 047 056 0,72 081 15 0,11 050 057 071 08

7 1 7 2 4 2 9 8 8 3 1 2 5 3 9 3 07

N.’da
Banda/Pla
ca(faixa)
Intradia
@)
25:70:1
(2)
Intradia
)
25:70:1
8)
Intradia
as)
25:70:1
15

Fonte: O autor.

0,58
0,56
0,58
0,55
0,58
2

0,56

0,72
0,72
0,71
0,72
0,72

0,71
7

N.’da
Banda/Pla
ca(faixa)
Intradia
@)
35:70:1
(2)
Intradia
8)
35:70:1
8)
Intradia
as)
35:70:

15

0,51
0,53
0,51
0,53
0,51

0,53
2

0,58
0,60
0,58
0,61
0,58
2

0,60
9

0,72
0,73
0,71
0,74
0,72

0,74

Notas: DP: Desvio padrido; DPR (%): Desvio padrdo relativo em porcentagem.

N.’ da
Banda/Pla
ca(faixa)
Intradia
2)
30:75:1
()
Intradia
®)
30:75:1
)}
Intradia
as)
30:75:1
15

0,09
0,08
0,09
0,08
0,09
3

0,08

0,51
0,47
0,51
0,47
0,51

0,47
8

0,58
0,56
0,58
0,56
0,58
2

0,56
3

0,72
0,71
0,71
0,71
0,72

0,72
1

N.°da
Banda/Pla
ca(faixa)
Intradia
@)
15:35:1
(2)
Intradia
8)
15:35:1
)
Intradia
as)
15:35:1
15

0,51
0,50
0,51
0,50
0,51

0,50
3

0,58
0,57
0,58
0,57
0,58
2

0,57
9

0,72
0,70
0,71
0,71
0,72

0,71
3

0,8
23
0,8
05
0,8
23
0,8
07
0,8
26
0,8
07
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Observou-se maior variabilidade nas bandas de menor Rf, especialmente nas regides
proximas a linha de aplicagdo, o que ¢ esperado devido a menor resolucdo cromatografica
nessas condicoes. Essa maior variabilidade pode ser atribuida a maior sensibilidade dessas
regides a pequenas variagcdes experimentais, como aplicacao da amostra e interagdo com a fase
estacionaria, sendo considerada compativel com a técnica empregada (De Zeeuw; Franke;
Maurer, 1992; Sherma; Fried, 2003). Ainda assim, os principais picos mantiveram
comportamento consistente, sem comprometimento do perfil cromatografico, dessa forma,
demonstrando que o método se mantém robusto mesmo diante de variagdes nas concentragdes
da fase movel.

A temperatura da placa cromatografica foi outro fator avaliado para avaliar a robustez
do método. Foi realizado o aquecimento das placas, em um tempo fixo de 3 minutos, variando
a temperatura de £ 5°C. Dados obtidos do intradia foram utilizados como padrdo, ja que a
temperatura ideal observada era de 100°C. A Tabela 9 mostra essas variagdes com o calculo do

desvio padrao relativo.



Tabela 9 — Avaliagdo da robustez através da mudanga de temperatura da placa cromatografica com observagdo do Rf'das bandas do UHM.

95°C 105°C

N.° da Banda/ 1 2 3 4 5 N.° da Banda/ 1 2 3 4 5
Faixa Faixa

2 0,092 0,511 0,582 0,72 0,823 2 0,093 0,51 0,582 0,722 0,821
8 0,091 0,511 0,583 0,721 0,822 8 0,094 0,51 0,581 0,723 0,823
15 0,091 0,511 0,584 0,721 0,822 15 0,094 0,512 0,581 0,723 0,821

N.° da
Banda/Placa
(faixa)
Intradia (2)

95°C (2)
Intradia (8)
95°C (8)
Intradia (15)
95°C (15)

0,092
0,092
0,092
0,091
0,093
0,091

0,515
0,511
0,51
0,511
0,51
0,511

0,582
0,582
0,58

0,583
0,582
0,584

0,72
0,72
0,717
0,721
0,72
0,721

0,823
0,823
0,823
0,822
0,826
0,822

N.° da
Banda/Placa
(faixa)
Intradia (2)

105°C (2)
Intradia (8)
105°C (8)
Intradia (15)
105°C (15)

0,092
0,093
0,092
0,094
0,093
0,094

0,515
0,51
0,51
0,51
0,51
0,512

0,582
0,582
0,58

0,581
0,582
0,581

0,72
0,722
0,717
0,723
0,72
0,723

0,823
0,821
0,823
0,823
0,826
0,821

Fonte: O autor.
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Foi possivel observar o desvio padrdo relativo foi abaixo de 2% em todas as bandas,
demonstrando que houve robustez na metodologia da variacdo de temperatura, considerando as
bandas evidenciadas no perfil cromatografico do UHM em diferentes posi¢des de aplicagao.

A variagdo de tempo de aquecimento da placa cromatografica foi outro fator avaliado
para robustez do método. Foi realizado o aquecimento das placas, em um tempo fixo de 2
minutos e outro de 4 minutos, mantendo-se a temperatura de 100°C. Dados obtidos do intradia
foram utilizados como padrao, ja que o tempo fixo ideal observado era de 3 minutos. A Tabela

10 mostra essas variagdes com o calculo do desvio padrao relativo.



Tabela 10 — Avaliag@o da robustez através da mudancga de tempo de aquecimento da placa cromatografica com observagdo do Rf'das bandas do UHM.

2 Minutos

4 Minutos

N.°da Banda/ 1
Faixa

2 0,095
8 0,095
15 0,096

0,514
0,514
0,515

0,587
0,588
0,586

0,728
0,728
0,727

0,828
0,827
0,825

N.°da Banda/ 1
Faixa

2 0,095
8 0,093
15 0,095

0,512
0,514
0,513

0,584
0,585
0,583

0,727
0,728
0,726

0,823
0,823
0,823

N.° da 1
Banda/Placa

(faixa)

Intradia (2) 0,092
2 minutos (2) 0,095

Intradia (8) 0,092
2 minutos (8) 0,095
Intradia (15) 0,093
2 minutos (15) 0,096

0,515
0,514
0,51
0,514
0,51
0,515

0,582
0,587
0,58

0,588
0,582
0,586

0,72
0,728
0,717
0,728
0,72
0,727

0,823
0,828
0,823
0,827
0,826
0,825

N.° da 1
Banda/Placa

(faixa)

Intradia (2) 0,092
4 minutos (2) 0,095
Intradia (8) 0,092

4 minutos (8) 0,093
Intradia (15) 0,093
4 minutos (15) 0,095

0,515
0,512
0,51
0,514
0,51
0,513

0,582
0,584
0,58

0,585
0,582
0,583

0,72
0,727
0,717
0,728
0,72
0,726

0,823
0,823
0,823
0,823
0,826
0,823

Fonte: O autor.

80



81

Com a variagdo de tempo de aquecimento da placa cromatografica, foi possivel avaliar
que houve robustez na metodologia, pois todas as bandas de UHM em diferentes posigdes de
aplicagdo obtiveram desvio padrao relativo abaixo de 2%.

Para a avaliagdo da estabilidade do método, foi investigado diferentes condigdes de
preparo da amostra. Utilizou-se o extrato de B. trimera em duplicata, sendo recém-preparado,
aplicado na placa cromatografica por um periodo de 3 horas e aplicado na placa cromatografica

em solucao por 3 horas, como mostra a Figura 30.

Figura 30 - Amostras de Baccharis trimera e o padrdo UHM submetidos na analise por cromatografia em camada

delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm ap6s derivatizagdo com Natural Product® mais p-anisaldeido.

€]

T2828-04 5.0
Baccharis trime
T2828-04 5.0
Baccharis trime
T2828-04-01
Baccharis trime
T2828-04-01
Baccharis trim
T2828-05 5.0
Baccharis trime
T2828-05 5.0
Baccharis trime

n
o
(o}
)
-~
@
i
o~
~N
o<

Fonte: O autor.
Notas: Branco - faixa 1; UHM - faixa 2; extrato de Baccharis trimera aplicadas na placa cromatografica por um
periodo de 3 horas — faixas 4, 5; Baccharis trimera aplicadas na placa cromatografica em solug@o por 3 horas —

faixas 7, 8; Baccharis trimera recém-preparadas — faixas 10, 11.

A comparagdo dos perfis cromatograficos obtidos em diferentes condi¢des evidenciou
a presenca de bandas com valores de Rf consistentes, mesmo com as variagdes intencionais,
especialmente nas regides de aproximadamente Rf 0,19, 0,27, 0,30 e 0,72, indicando
estabilidade dos compostos majoritarios, demonstrando, assim, estabilidade dos ativos frente a
varia¢des na metodologia empregada. Concomitantemente, outra verificagao estava sendo feita,
ao qual avaliou a estabilidade da reacdo entre o reagente Natural product® e as bandas apds a
derivatizacdo, em diferentes intervalos de tempo: no momento da derivatizacao e apds 3, 5, 10,

30 e 60 minutos. A Figura 31 apresenta essas informagoes.
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Figura 31 - Amostras de Baccharis trimera e o padrdo UHM submetidos na analise por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm apo6s derivatizagdo com Natural Product® mais p-anisaldeido.

Apos derivatizacdo 3 minutos apos derivatizagao
o g 2 o¢

SE SF

e ——_—— . —— ) 1 |
4 5 7 8 0N

30 minutos

T2828-04-0

4 5 7 8 N 4 5 7 8 N

Fonte: O autor.
Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Baccharis trimera aplicadas na placa cromatografica por um periodo de
3 horas — faixas 4, 5; Baccharis trimera aplicada na placa cromatografica em solugdo por 3 horas — faixas 7, 8;

Baccharis trimera recém-preparada — faixas 10, 11.

A comparagdo dos perfis cromatograficos das amostras apds permanéncia na placa por
3 horas (faixas 4 e 5), em solucdo por trés horas (faixas 7 e 8) e recém-preparadas (faixas 10 e
11), demonstraram elevada similaridade, com manuten¢do das principais bandas ao longo das
diferentes condi¢des avaliadas. Bandas com valores de Rf aproximadamente em 0,19, 0,27,
0,30, 0,36, 0,43, 0,72 e 0,78 foram consistentemente observadas, indicando a estabilidade das
principais bandas do perfil cromatografico da amostra. Pequenas variacdes foram observadas
em bandas de menor intensidade, especialmente na regido de Rf ~0,54, sugerindo possivel
instabilidade de compostos minoritarios ou variagdes relacionadas a preparagao e aplicacdo da

amostra. Ainda assim, tais alteragdes ndo comprometem o perfil cromatografico.
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Esses resultados indicam que a amostra apresenta boa estabilidade quimica tanto em
solugdo quanto apos aplicacdo na placa cromatografica, mantendo seu perfil caracteristico ao
longo das condi¢des analisadas.

Por fim, foi avaliada a estabilidade quando a amostra esta performando a cromatografia.
A amostra foi aplicada apenas uma vez em uma placa 10 x 10 no lado esquerdo da placa, como

mostrado na Figura 32.

Figura 32 - Amostra de Baccharis trimera ¢ o padrao UHM submetidos na analise por cromatografia em camada

delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm apo6s derivatizagdo com Natural Product® mais p-anisaldeido.

e
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~
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©
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Fonte: O autor.

Nota: Baccharis trimera - faixa 1.

O perfil cromatografico do extrato de B. trimera revelou um perfil cromatografico
caracterizado pela distribuicao dos metabdlitos secundarios ao longo da placa, com formacgao
de uma trajetoria diagonal de migracao. Esse comportamento foi observado mesmo na regiao
de interse¢do do sistema cromatografico, indicando a manutencdo do perfil cromatografico da
amostra. A presenca dessa distribuicdo continua sugere estabilidade dos constituintes do
extrato, uma vez que ndo foram observadas alteracdes significativas no perfil cromatografico,

como aparecimento de novas bandas.
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No entanto, foi observada uma leve descontinuidade na trajetéria diagonal,
especialmente na regido correspondente a transi¢do da fase mével, composta por acetato de
etila:tolueno:acido formico (30:70:0,5 v/v). Esse comportamento pode ser atribuido a pequenas
variacoes locais na composic¢ao e na forga eluente do sistema, possivelmente influenciadas pela
presenca de acido formico, que altera as interagdes entre os analitos e a fase estacionaria.

Dessa forma, embora o perfil cromatografico ndo apresente linearidade perfeita na
migracao dos compostos, os resultados indicam que o extrato se mantém estavel nas condi¢des
avaliadas, sendo as variagdes observadas atribuidas ao sistema cromatografico ¢ nao a
degradagdo da amostra.

A avalia¢do dos parametros de validacdo demonstrou a adequacdo da metodologia
proposta para aplicacdo em ensaios subsequentes. Metodologias empregando parametros
semelhantes para o controle da qualidade de drogas vegetais ja foram descritas na literatura (Do
etal.,2021; Koll et al., 2003; Reich; Schibli, 2007).

A primeira etapa de otimizacdo da fase movel, utilizando acetato de etila:tolueno:éacido
formico (30:70:0,5 v/v), resultou em separagao mais eficiente das bandas e maior diferenciagao
entre os perfis quimicos das espécies (Figuras 33-39). Nessa condicdo, B. frimera passou a
apresentar padrao cromatografico mais distinto em relagdo as demais espécies, indicando que
pequenas modificagdes na acidez do sistema influenciam diretamente a seletividade
cromatografica. Ainda assim, os padrdes de referéncia continuaram com defini¢do limitada, o

que indicava que o sistema ainda nao havia atingido a condi¢ao 6tima.
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Figura 33 — Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na andlise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254 nm.

Fonte: O autor.

Notas: Branco — faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 34 — Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm.

e

Chlorogenic ac
Caffeic acid 0.2
Baccharis artic
Baccharis jochs
Baccharis mill

Baccharis myri
Baccharis pent
Baccharis riogri
Baccharis trim

T2819-01
T2822-01
T2823-01
T2824-01
T2825-01

Fonte: O autor.

Notas: Branco — faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; 4cido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata

— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
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Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 35 — Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) ¢ os padrdes submetidos na andlise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca.

e ™ i p— w — [~y W
z I I N T - T T
i Ae 8o o °© = = S a e [ 5
— o c o0 — 0 - 0 — 0 — W — 0 — —un —un — w0
2 Zolss CENo R el SINCERLERC S O oF
m o A o — o~ ™ < n ~N 0
¥E s ®5 H@® -5 8% NG N o6 86 46 85 NG
] L HE o0 WU WU WU WU WU WU WU o R
RF ® IIT mMc OWM NG NG NFf NG NG N0 NT NG N F
mE 55 U XU O 0O 0O 0O 0O 0 (0 0 o
0.94 0.9
0.81 0.8
0.7¢ 0.7
0.64 0.6
0.5¢ 0.5
0.4+ 0.4
0.3+ — 03
0.2¢ — 0.2
0.1¢ 0.1
1 2 3 4 $ 6 7 8 9 10 u 13 13

Fonte: O autor.

Notas: Branco — faixa 1; UHM — faixa 2; 4cido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.
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Figura 36 — Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na andlise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm apds derivatizagdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco — faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 37 — Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na andlise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca apos derivatizagdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.
Notas: Branco — faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata

— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
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Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 38 — Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na andlise por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm apos derivatizagdo com Natural Product®

mais p-anisaldeido.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco — faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.
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Figura 39 — Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na andlise por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca apds derivatizagdo com Natural Product® mais

p-anisaldeido.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco — faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Nas Figuras 4046, correspondentes a etapa seguinte de avaliagdo cromatografica,
observou-se novamente a possibilidade de distinguir B. trimera das demais espécies,
especialmente apods derivatizacdo e leitura sob UV 366 nm. A manutencdo desse
comportamento em uma nova condi¢do experimental refor¢a que a espécie possui perfil
flavonoidico proprio e relativamente estavel. Esse dado ¢ relevante, porque demonstra que a
diferenciagdo de B. trimera nao decorre de um artefato isolado de uma tnica condi¢ao analitica,
mas de um padrdao quimico reprodutivel. Por outro lado, a persisténcia de baixa nitidez em

algumas bandas de referéncia mostrou que o sistema ainda exigia refinamento adicional.
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Figura 40 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254 nm.

Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 41 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm.

methanol blank
Chlorogenic aci
Caffeic acid 0.2
T2819-01
Baccharis artic
T2822-01
Baccharis mille
T2823-01
T2824-01
Baccharis pent3
T2825-01
Baccharis riogr
Baccharis subt

Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata

— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
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Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 42 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.
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Figura 43 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm apds derivatizagdo com Natural Product®.

methanol blani
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Caffeic acid 0.1'
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Baccharis subt
Baccharis trime

T2819-01
T2820-01
T2821-01
T2822-01
T2823-01
T2824-01
T2825-01

Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 44 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca apds derivatizagdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.
Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; &cido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata

— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
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Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

Figura 45 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm ap6s derivatizagdo com Natural Product®

mais p-anisaldeido.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM - faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.
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Figura 46 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca ap6s derivatizagdo com Natural Product® mais

p-anisaldeido.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; acido clorogénico — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata
— faixa 5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8;
Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis

subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera — faixa 13.

A condigdo cromatografica que apresentou melhor desempenho foi obtida com o ajuste
da fase movel para acetato de etila: tolueno: acido férmico (30:70:1 v/v), conforme mostrado
nas Figuras 47-53. Nessa condi¢ao, houve melhora visivel da resolucao e da separacdo das
bandas, com maior clareza na distingdo entre B. trimera e as demais espécies. Sob UV 366 nm,
apos derivatizacdo, B. trimera apresentou duas bandas amareladas entre Rf 0,2 e 0,3, atribuidas
a quercetina e possivelmente a metoxiquercetina, além de bandas esverdeadas entre Rf 0,3 e
0,5. Esse conjunto de sinais configurou um perfil cromatografico singular quando comparado
aos demais tdxons avaliados.

Esse resultado é particularmente importante do ponto de vista farmacognostico, pois
indica que a CCDAE, quando adequadamente otimizada, pode funcionar como ferramenta
auxiliar na autenticagdo de B. trimera. A presenga de quercetina, metoxiquercetina, kaempferol
e possiveis derivados de kaempferol parece contribuir para a singularidade do perfil quimico
da espécie. Isso € coerente com o fato de que flavonoides e compostos fendlicos constituem
uma das classes quimicas mais relevantes no género Baccharis, tanto sob o ponto de vista

quimiotaxondmico quanto farmacologico (Barbosa ef al., 2023).
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Figura 47 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254 nm.

Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata — faixa
5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8; Baccharis
myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis
subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (200 mg/ 2 mL metanol) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ 1,5

mL metanol) — faixa 14.
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Figura 48 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata — faixa
S; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8; Baccharis
myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis
subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (200 mg/ 2 mL metanol) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ 1,5

mL metanol) — faixa 14.
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Figura 49 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata — faixa
S; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8; Baccharis
myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis
subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (200 mg/ 2 mL metanol) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ 1,5

mL metanol) — faixa 14.
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Figura 50 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm apds derivatizagdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata — faixa
S; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8; Baccharis
myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis
subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (200 mg/ 2 mL metanol) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ 1,5

mL metanol) — faixa 14.
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Figura 51 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca apds derivatizagdo com Natural Product®.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata — faixa
S; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8; Baccharis
myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis
subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (200 mg/ 2 mL metanol) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ 1,5

mL metanol) — faixa 14.
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Figura 52 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm ap6s derivatizagdo com Natural Product®

mais p-anisaldeido.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata — faixa
5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8; Baccharis
myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis
subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (200 mg/ 2 mL metanol) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ 1,5

mL metanol) — faixa 14.
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Figura 53 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca ap6s derivatizagdo com Natural Product® mais

p-anisaldeido.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3; acido cafeico — faixa 4, Baccharis articulata — faixa
5; Baccharis jocheniana — faixa 6; Baccharis junciformis — faixa 7; Baccharis milleflora — faixa 8; Baccharis
myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11; Baccharis
subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (200 mg/ 2 mL metanol) — faixa 13; Baccharis trimera (200 mg/ 1,5

mL metanol) — faixa 14.

Apo6s a definicdo da condicao cromatografica mais adequada para identificacdo, as
espécies foram avaliadas com derivatizacdo por Folin-Ciocalteu (Figuras 54-57), com o
objetivo de evidenciar qualitativamente compostos fendlicos. Nessa analise, B. milleflora e B.
trimera apresentaram bandas mais evidentes na regido apolar da placa, sugerindo maior
concentracao relativa de constituintes fenolicos menos polares nessas espécies. Esse resultado
amplia a interpretacdo do perfil quimico, mostrando que a diferenciacdo entre os tdxons ndo
depende apenas da presenga de flavonoides classicos em regides mais polares, mas também da

distribui¢do de compostos ativos em regides cromatograficas de menor polaridade.
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Figura 54 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254 nm.

Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4; Baccharis jocheniana
— faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora (2 pL) — faixa 7; Baccharis milleflora (5 pL) —
faixa 8; Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11;

Baccharis subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (2 L) — faixa 13; Baccharis trimera (5 pL) — faixa 14.

Figura 55 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4; Baccharis jocheniana

— faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora (2 pL) — faixa 7; Baccharis milleflora (5 pL) —
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faixa 8; Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11;

Baccharis subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (2 WL) — faixa 13; Baccharis trimera (5 pL) — faixa 14.

Figura 56 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4; Baccharis jocheniana
— faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora (2 pL) — faixa 7; Baccharis milleflora (5 pL) —
faixa 8; Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11;

Baccharis subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (2 WL) — faixa 13; Baccharis trimera (5 pL) — faixa 14.
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Figura 57 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca apds derivatizagdo com Folin-Ciocalteu.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4; Baccharis jocheniana
— faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora (2 pL) — faixa 7; Baccharis milleflora (5 pL) —
faixa 8; Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11;

Baccharis subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (2 pL) — faixa 13; Baccharis trimera (5 pL) — faixa 14.

Posteriormente, as placas cromatograficas foram derivatizadas com DPPH (Figuras 58—
61), visando detectar qualitativamente constituintes com atividade antioxidante. O ensaio com
DPPH baseia-se na redugdo do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil por compostos com
capacidade sequestrante de radicais, sendo amplamente utilizado para avaliacdo da atividade
antioxidante de extratos vegetais (Baliyan e al., 2022). Quando acoplado a cromatografia
planar, esse ensaio permite visualizar diretamente as zonas cromatograficas responsaveis pela
atividade antioxidante, constituindo uma ferramenta Util para rastreamento de compostos
bioativos em misturas complexas (Islam et al., 2021).

Nos resultados obtidos, B. milleflora e B. trimera apresentaram novamente as bandas de
maior reatividade aparente na regido de compostos mais apolares da placa. Esse comportamento
sugere maior concentracao de compostos fendlicos com atividade antirradical nessas espécies.
Em espécies de Baccharis, flavonodis e derivados cafeoilquinicos tém sido frequentemente
associados a atividade antioxidante significativa, refor¢ando a interpretag@o funcional das zonas

cromatograficas observadas (Retamozo et al., 2023).
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Figura 58 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 254 nm.

Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4; Baccharis jocheniana
— faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora (2 pL) — faixa 7; Baccharis milleflora (5 pL) —
faixa 8; Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11;

Baccharis subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (2 L) — faixa 13; Baccharis trimera (5 pL) — faixa 14.

Figura 59 — Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV 366 nm.
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Fonte: O autor.

Notas: Branco — faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4; Baccharis
Jjocheniana — faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora (2 L) — faixa 7; Baccharis milleflora

(5 uL) — faixa 8; Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis —
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faixa 11; Baccharis subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (2 uL) — faixa 13; Baccharis trimera (5 pL) —

faixa 14.

Figura 60 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca.

Fonte: O autor.
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Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4; Baccharis jocheniana

— faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora (2 pL) — faixa 7; Baccharis milleflora (5 pL) —

faixa 8; Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11;

Baccharis subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (2 WL) — faixa 13; Baccharis trimera (5 pL) — faixa 14.
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Figura 61 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e os padrdes submetidos na analise por

cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob luz branca apos derivatizagdo com DPPH.

Fonte: O autor.

Notas: Branco - faixa 1; UHM — faixa 2; Quercetina — faixa 3, Baccharis articulata — faixa 4; Baccharis jocheniana
— faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis milleflora (2 pL) — faixa 7; Baccharis milleflora (5 pL) —
faixa 8; Baccharis myriocephala — faixa 9; Baccharis pentaptera — faixa 10; Baccharis riograndensis — faixa 11;

Baccharis subtropicalis — faixa 12; Baccharis trimera (2 L) — faixa 13; Baccharis trimera (5 pL) — faixa 14.

Em conjunto, os resultados demonstram que a escolha do método cromatografico
adequado exigiu otimizagao progressiva da fase movel e das condigdes de revelagdao. O método
universal para flavonoides apresentou baixa seletividade para a diferenciacdo das espécies
analisadas, enquanto o método farmacopeico constituiu um ponto de partida mais adequado,
embora ainda necessitasse refinamento. A condicdo utilizando acetato de etila:tolueno:acido
formico (30:70:1 v/v), associada a derivatizagdo com Natural Product® e leitura sob UV 366
nm, foi a que apresentou maior capacidade discriminatoria, permitindo distinguir B. trimera de
forma mais consistente.

Adicionalmente, os ensaios cromatograficos com Folin-Ciocalteu e DPPH ampliaram a
interpretagdo do perfil quimico das espécies, evidenciando diferencas na distribuicao de
compostos fenolicos e antioxidantes ao longo da placa cromatografica. Dessa forma, a CCDAE
mostrou-se uma ferramenta util tanto para perfis cromatograficos quimico quanto para
avaliagdo preliminar da atividade antioxidante, contribuindo para a caracterizacao

farmacognostica das espécies de Baccharis analisadas.
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5.8 CONTROLE DA QUALIDADE DE AMOSTRAS COMERCIAIS
5.7.1 Pesquisa de matéria estranha
Para o controle da qualidade das amostras comercializadas, os produtos

analisados foram identificados pela sigla “AM”, numerados de AM1 a AM10. As andlises estao
apresentadas na Figura 62 e 63. A Figura 62 corresponde ao preparo inicial das amostras,
incluindo pesagem e separagdo da matéria estranha, enquanto a Figuras 63 mostra a analise
microscopica do po.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, 7* edi¢do, o limite de matéria estranha para a
droga vegetal carqueja ¢ de, no maximo, 2% (Brasil, 2024). Os valores obtidos para as amostras

comerciais analisadas estdo apresentados na Tabela 11.

Figura 62 - Amostras comerciais apos separacdo de matéria estranha

Fonte: O autor.
Notas: Separacdo da matéria estranha (Figura a-j). Amostra 1 (a); Amostra 2 (b); Amostra 3 (c); Amostra 4 (d);
Amostra 5 (e); Amostra 6 (f); Amostra 7 (g); Amostra 8 (h); Amostra 9 (i); Amostra 10 (j). Barra de escala: a-j: 1

cm.
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Figura 63 — Microscopia do p6 das amostras comerciais.

Fonte: O autor.
Notas: lamina do pé (Figura a-k). Amostra 1 (a); Amostra 2 (b,c); Amostra 3 (d); Amostra 4 (e); Amostra 5 (f);
Amostra 6 (g); Amostra 7 (h); Amostra 8 (i); Amostra 9 (j); Amostra 10 (k). bs: bipiramidal simples; dr: drusa; gr:

areia cristalina em formato de gravata; ta: tricoma armado; tb: tricoma bisseriado. Barra de escala: a-k: 100 pm.
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Tabela 11 — Identificacdo das amostras comerciais por microscopia e porcentagem de matéria estranha.

Amostra Porcentagem (%) de matéria estranha

AM1 84,87%
AM2 35,05%
AM3 59,05%
AM4 19,76%
AMS 1,86%
AM6 0%
AM7 45,45%
AMS 31,84%
AM9 1,52%
AM10 0,90%

Fonte: O autor.

Conforme mostra na Tabela 11, a maior parte das amostras apresentou porcentagem de
matéria estranha superior ao limite farmacopeico estabelecido. Apenas as amostras AMS, AM6,
AMY9 e AMI10 atenderam ao critério de conformidade (porcentagens menores que 2%),
enquanto as demais foram reprovadas por excesso de material estranho. Entre os valores mais
criticos, destacaram-se AM1, com 84,87%, AM3, com 59,05%, e AM7, com 45,45%, indicando
grave comprometimento da qualidade da matéria-prima comercializada.

A analise macroscopica e microscopica demonstrou que a matéria estranha era
constituida principalmente por Orgdos vegetais ndo correspondentes ao farmacogeno,
especialmente caules, flores e outras fragdes vegetativas associadas a Baccharis spp. No caso
da carqueja oficial, o farmacogeno reconhecido microscopicamente corresponde aos cladddios,
de modo que a presenca de outros 6rgaos vegetais configura ndo conformidade da droga vegetal
e compromete sua padronizacao botanica e farmacognostica (Brasil, 2024).

A presenga de caules foi observada em praticamente todas as amostras, com exce¢ao de
AMBS6, evidenciando deficiéncia no processo de sele¢do e preparo da droga vegetal. Esse achado
sugere falhas na coleta, triagem ou beneficiamento do material comercializado, refletindo baixa

padronizacdo da cadeia produtiva. Além disso, a incorporacdo de 6rgaos que ndo sejam o
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farmacégeno pode alterar a composicdo quimica global da amostra, interferindo na

homogeneidade dos constituintes bioativos e, consequentemente, na qualidade do produto final.

5.7.2 Analise microscopica

A andlise microscopica das amostras comerciais permitiu reconhecer diferentes
elementos diagnosticos relevantes para a triagem botanica do material vegetal, demonstrando o
valor da microscopia no controle da qualidade farmacogndstico de produtos comercializados
como carqueja. Entre os caracteres observados, destacou-se a presenca de tricoma tector
clavado na amostra AM1, carater compativel com B. trimera, indicando maior proximidade
botanica dessa amostra com a espécie oficial da droga vegetal.

As amostras AM2 e AM3 apresentaram tricoma glandular bisseriado associado a um
par de drusas, cariter observado em espécies como B. articulata, B. junciformis e B.
subtropicalis. Na AM2, a presenca adicional de areia cristalina em formato de gravata permitiu
restringir mais a interpretagdo, uma vez que esse elemento também foi registrado em B.
articulata e B. junciformis. Esses resultados mostram que, embora um tnico carater
microscopico raramente seja suficiente para identificagdo especifica inequivoca, a combinagao
de multiplos elementos anatdmicos podem aumentar significativamente o poder discriminatorio
da analise.

Além disso, a morfologia cristalina merece destaque na analise microscopica de
amostras comerciais, pois esses elementos sdo frequentemente preservados e facilmente
evidenciados mesmo em material fragmentado ou pulverizado. Em estudos farmacognosticos,
cristais de oxalato de calcio sdo considerados marcadores anatdmicos relevantes, uma vez que
sua forma, distribuicdo e associacdo com tecidos especificos podem contribuir para a
caracterizagdo botanica da droga vegetal. No género Baccharis, ja foram descritos diferentes
morfotipos cristalinos, incluindo cristais bipiramidais, drusas, areia cristalina, estiloides e
outras variagdes, evidenciando que esses elementos apresentam utilidade diagnostica e
comparativa entre espécies. Dessa forma, em amostras comerciais nas quais tricomas, epiderme
ou organizacao tecidual se encontram parcial ou totalmente desestruturados, a observacao de
cristais pode representar um critério complementar importante para a triagem farmacobotanica
e para o reconhecimento de ndo conformidades no material analisado (Antunes ef al., 2024;
Raeski et al., 2023).

Na amostra AM4, foi observado tricoma armado, estrutura compativel com espécies
como B. myriocephala e B. riograndensis. Ja as amostras AMS, AM6, AM7 e AM9

apresentaram cristal do tipo bipiramidal simples, elemento registrado em vdrias espécies
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analisadas, incluindo B. articulata, B. junciformis, B. milleflora, B. pentaptera e B.
subtropicalis. Esse resultado evidencia que alguns caracteres microscopicos possuem baixo
poder discriminatério isoladamente, sendo tteis principalmente como evidéncia complementar
dentro de um conjunto de caracteres.

As amostras AM8 e AM10 apresentaram epiderme com baixa densidade estomatica,
padrdo compativel com espécies como B. milleflora e B. subtropicalis. Entretanto, esse tipo de
carater deve ser interpretado com cautela, uma vez que sua avaliagdo em material comercial
fragmentado ou pulverizado pode ser influenciada pela qualidade da amostra, pela
representatividade dos fragmentos analisados e pela dificuldade de observacdo de campos
epidérmicos comparaveis.

De modo geral, os resultados mostram que a microscopia foi eficiente para reconhecer
estruturas botinicas diagnosticas e para restringir a identidade provavel de parte das amostras
comerciais, mas nao foi sempre suficiente para permitir identificacao especifica conclusiva.
Essa limitagdo decorre principalmente do estado fisico do material analisado, j& que a maioria
das amostras se encontrava fragmentada ou pulverizada, o que reduz a preservagao de caracteres
morfoldgicos mais amplos e dificulta a visualizacdo integrada dos tecidos.

Sob a perspectiva farmacognostica, esse achado ¢ relevante porque demonstra que a
microscopia do p6 continua sendo ferramenta valiosa para triagem, deteccdo de ndo
conformidades e reconhecimento de elementos diagndsticos em amostras comerciais, mesmo
quando a droga vegetal ndo estd integra. No entanto, quando os fragmentos botanicos nao
permitem associag¢do inequivoca entre os caracteres observados e uma unica espécie, torna-se
necessaria a associacdo com meétodos complementares, como a cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia. Assim, a integracdo entre analise microscopica e¢ o perfil
cromatografico amplia a confiabilidade da autenticacdo botanica e quimica das amostras

comercializadas como carqueja.

5.7.3 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia

Para o controle da qualidade de produtos comercializados por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia, as amostras comerciais foram identificadas com a sigla “AM”, sendo
elas indicadas de “AM1” até “AM15”. O preparo e a aplicagao das amostras foram os mesmos
das metodologias anteriormente descritas. Analise foi feita utilizando acetato de etila, tolueno

e acido formico (30:70:1 v/v), como mostra a Figura 64.
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Figura 64 - Amostras de Baccharis (sect. Caulopterae e Aphyllae) e amostras comerciais submetidos na analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia sob UV

366 nm apos derivatizagdo com Natural Product®. UHM sob UV 254 nm.
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Fonte: O autor.

Notas: UHM - faixa 1; quercetina — faixa 2; acido cafeico — faixa 3; Baccharis articulata — faixa 4; Baccharis jocheniana — faixa 5; Baccharis junciformis — faixa 6; Baccharis
milleflora — faixa 7; Baccharis myriocephala — faixa 8; Baccharis pentaptera — faixa 9; Baccharis riograndensis — faixa 10; Baccharis subtropicalis — faixa 11; Baccharis
trimera — faixa 12; AM1 — faixa 13; AM2 — faixa 14; AM3 — faixa 15; AM4 — faixa 16; AMS — faixa 17; AM6 — faixa 18; AM7 — faixa 19; AMS — faixa 20; AM9 — faixa 21;
AMI10 — faixa 22; AM11 — faixa 23; AM12 — faixa 24; AM13 — faixa 25; AM14 — faixa 26; AM15; - faixa 27.
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Para o controle da qualidade das amostras comerciais por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia, os produtos analisados foram identificados pela sigla “AM”,
numerados de AM1 a AMI15. As amostras foram analisadas nas mesmas condi¢des
cromatograficas previamente estabelecidas como mais discriminatérias para as espécies de
Baccharis, empregando-se a fase mével acetato de etila:tolueno:acido formico (30:70:1 v/v) e
derivatizacdo com 2-aminoetil difenilborinato (Natural Product®), com leitura sob UV 366 nm.
Essa estratégia ¢ coerente com o uso atual de perfil cromatografico em drogas vegetais, uma
vez que a CCDAE ¢ amplamente reconhecida como ferramenta 1til para autenticagao botanica,
detec¢do de adulteragdes e avaliagdo de consisténcia quimica em matérias-primas vegetais
(Lindenmaier et al., 2025).

A comparacdo entre os perfis cromatograficos das amostras comerciais e os perfis de
referéncia obtidos para as espécies estudadas mostrou concordancia expressiva entre a analise
quimica e os dados da microscopia. A amostra AMI1 apresentou perfil cromatografico
compativel com B. trimera; as amostras AM2, AM3 e AM14 apresentaram perfis compativeis
com B. articulata; a amostra AM4 foi compativel com B. myriocephala; e as amostras AMS5 a
AM13 exibiram perfis compativeis com B. milleflora. A amostra AM15 nao apresentou perfil
cromatografico interpretavel nas condigdes empregadas, o que pode refletir baixa concentragao
de constituintes diagnosticos, degradagao do material vegetal, composicao botanica distinta das
espécies de referéncia ou interferéncia de matriz do produto comercial. Como a CCDAE
fornece compatibilidade de perfil cromatografico, e ndo identificagdo estrutural definitiva dos
constituintes, essa interpretacdo deve ser entendida como inferéncia comparativa baseada no
conjunto de bandas observado.

Esses resultados reforcam a utilidade da CCDAE como método complementar a
microscopia no controle farmacognostico de carquejas comercializadas. Isso € especialmente
relevante quando a amostra se encontra fragmentada ou pulverizada. A integragdo entre
anatomia e o perfil quimico aumenta a robustez da autenticagdo, porque permite confrontar a
identidade botanica provavel com um perfil cromatografico comparativo, reduzindo o risco de
erro associado ao uso isolado de um unico tipo de andlise. Essa abordagem integrada ¢
consistente com a tendéncia recente de autenticagdo botinica por multiplas técnicas,
combinando identificacdo botanica, perfis fitoquimicos e, quando necessario e possivel,
ferramentas moleculares (Antunes et al., 2023a; Manfron, 2021).

Do ponto de vista da distribui¢ao das espécies nas amostras avaliadas, B. milleflora foi
a mais frequentemente detectada, seguida por B. articulata, enquanto apenas uma amostra

apresentou perfil compativel com B. ftrimera ¢ uma com B. myriocephala. Nao foram
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observados perfis compativeis com B. jocheniana, B. junciformis, B. pentaptera, B.
riograndensis ou B. subtropicalis nas amostras comerciais deste estudo. Esse achado ¢
relevante porque, embora B. frimera seja a espécie oficial farmacopeica para a droga vegetal
carqueja no Brasil, o mercado pode conter outras espécies do género comercializadas sob a
mesma denominagdo popular, o que compromete a padronizagdo botanica e potencialmente
altera a composi¢ao quimica do produto. A Farmacopeia Brasileira reconhece B. trimera como
espécie de referéncia para carqueja, de modo que a substituicdo por outras espécies representa
nao conformidade em relacdo ao padrao farmacopeico nacional (Brasil, 2024).

A discrepancia entre a espécie oficialmente reconhecida e as espécies efetivamente
detectadas nas amostras comerciais também deve ser interpretada a luz do contexto regulatorio.
Vale destacar que as amostras AM11-AM15 que ndo apresentaram B. trimera, foram adquiridas
no comércio americano. No Brasil, a RDC n° 1004/2025 define e disciplina as categorias de
medicamento fitoterapico e produto tradicional fitoterapico, exigindo pardmetros de qualidade
compativeis com o enquadramento regulatorio. Nos Estados Unidos, por outro lado, produtos
botéanicos sdo frequentemente comercializados como “dietary supplements”, categoria sujeita a
regime distinto daquele aplicado a medicamentos (Kim, 2021). Na Unido Europeia, produtos
vegetais podem seguir o procedimento especifico de registro simplificado para “traditional
herbal medicinal products” (Qu et al., 2014). Essas diferencas regulatorias dificultam a
harmonizagao internacional da padronizagao e do controle da qualidade.

No conjunto das amostras brasileiras, os resultados cromatograficos precisam ser
interpretados em associacdo com a pesquisa de matéria estranha, ja que apenas quatro das dez
amostras previamente avaliadas atenderam ao limite farmacopeico para esse parametro. Isso
indica que a inadequagdo comercial ndo se restringe a identidade botanica, mas envolve também
a composi¢ao fisica da droga vegetal e a presenga de 6rgdos ndo farmacopeicos. Em termos
praticos, isso significa que a baixa qualidade pode decorrer simultaneamente de substitui¢do de
espécie, mistura de espécies e falhas de beneficiamento do material vegetal. A literatura recente
sobre autenticacao de espécies vegetais tem enfatizado justamente que a adulteragdo e a nao
conformidade podem ocorrer em multiplos niveis, desde a identificacdo taxondmica incorreta
até problemas de processamento e padronizacdo da matéria-prima (Antunes et al., 2023a;
Antunes et al., 2023b; Botto et al., 2025, El Zein et al., 2025).

A auséncia de perfil cromatografico detectavel em AM15 merece atengao especial. Em
vez de ser tratada apenas como “amostra sem perfil”, ela deve ser discutida como resultado
analiticamente significativo. Uma amostra sem correspondéncia com os perfis de referéncia

pode indicar produto extremamente pobre em marcadores detectaveis, formulacao com baixa
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proporcao de material vegetal da espécie alegada, degradacdo quimica dos constituintes ou até
presenca de matéria-prima distinta daquelas avaliadas no estudo. Portanto, a nao
correspondéncia também ¢ um dado de controle da qualidade, e ndo simplesmente uma auséncia
de informacgdo. Esse raciocinio estd alinhado com o uso contemporaneo de perfis
cromatograficos, no qual perfis incompativeis sdo interpretados como sinais de alerta para
autenticidade ou consisténcia insatisfatoria do produto (Lindenmaier et al., 2025).

De forma geral, os resultados demonstram que a CCDAE foi eficaz para discriminar
amostras comerciais com perfis compativeis com espécies distintas de Baccharis e para
corroborar com os achados microscopicos previamente descritos. A predominancia de B.
milleflora e B. articulata entre as amostras comercializadas, somada a baixa frequéncia de B.
trimera, evidencia que a denominacdo popular ‘“carqueja” ndo garante conformidade
farmacopeica nem autenticidade botanica. Assim, a aplicacdo integrada de microscopia e perfil
cromatografico mostra-se essencial para a avaliacdo critica da autenticidade de produtos

comerciais (Manfron, 2021) derivados de Baccharis.
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que, apesar da elevada similaridade morfoldgica entre as
espécies de carquejas analisadas, a integracdo de caracteres microscopicos qualitativos e
quantitativos permite sua diferenciagdo de forma segura e consistente. A combinacdo entre
morfologia dos cladddios, tipos de tricomas, padrdes cuticulares, tipologia e distribuicdo dos
cristais, presenga de corpos oleosos no clorénquima, indice estomatico e dimensdes estomaticas
revelou alto valor diagnostico e confirmou o potencial da anatomia vegetal como ferramenta
aplicada a autenticagdo farmacobotanica de espécies de Baccharis.

Os resultados evidenciaram marcadores distintivos relevantes para a separagao das nove
espécies estudadas, incluindo a ocorréncia de tricomas bisseriados com drusas nas células
apicais em B. articulata, B. junciformis e B. subtropicalis; o tricoma tector unisseriado clavado
como carater exclusivo de B. trimera; o tricoma tector unisseriado armado em B. myriocephala
e B. riograndensis; o tricoma glandular unisseriado flageliforme em B. pentaptera; ¢ a presenga
de corpos oleosos no clorénquima em espécies especificas, como B. jocheniana e B. milleflora.
Além disso, a diversidade de morfotipos cristalinos ¢ a associacao desses caracteres com
parametros estomaticos e estruturais ampliaram significativamente a precisdo diagnostica,
demonstrando que a delimita¢do interespecifica nesse complexo depende de abordagem
integrada, e ndo de caracteres isolados.

A CCDAE reforgou essa capacidade discriminatoria ao revelar perfis cromatograficos
distintos entre todas as espécies, com melhor defini¢do sob UV 366 nm apds derivatizacdo com
o reagente Natural Product®. Assim, a correspondéncia entre dados anatomicos e perfis
cromatograficos conferiu maior robustez aos resultados e evidenciou que a associagdo entre
marcadores microscOpicos € quimicos constitui estratégia promissora para a autenticacao de
drogas vegetais comercializadas como carqueja.

Entre os achados mais relevantes do estudo, destaca-se a analise das amostras
comerciais, que revelou importante discrepancia entre a espécie farmacopeica de referéncia e o
material efetivamente comercializado. Apenas uma das 15 amostras avaliadas apresentou perfil
cromatografico compativel com B. trimera, enquanto a maioria exibiu perfil correspondente a
B. milleflora. Esse resultado sugere substituicdo botanica frequente no mercado e expde uma
fragilidade critica no controle da qualidade dessas matérias-primas. De modo convergente, a
analise de matéria estranha mostrou que 60% das amostras avaliadas estavam em desacordo
com o limite farmacopeico, confirmando um cendrio de baixa conformidade e refor¢ando a

relevancia sanitéria e regulatoria deste trabalho.
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Nesse contexto, a principal contribui¢do desta investigacao reside em demonstrar, com
base experimental consistente, que a autenticacdo de carquejas exige a abordagem de multiplos
parametros capazes de integrar anatomia e perfil quimico. O estudo ndo apenas amplia o
conhecimento farmacobotanico sobre espécies de Baccharis, mas também fornece subsidios
concretos para o aprimoramento do controle da qualidade, para a prevengao de adulteragdes e
substitui¢des indevidas e para o fortalecimento da seguranga e da padronizagao de fitoterapicos.

Além disso, os resultados obtidos projetam implicagdes diretas para pesquisas futuras,
especialmente em relacao a B. milleflora, cuja frequéncia nas amostras comerciais contrasta
com a escassez de dados quimicos, farmacoldgicos e toxicologicos disponiveis. A necessidade
de aprofundar a investigagdo dessa espécie, bem como de outras integrantes do complexo
carqueja, torna-se evidente diante de seu potencial impacto sobre a qualidade, a eficicia e a
seguran¢a de produtos vegetais amplamente utilizados. Assim, este estudo estabelece um
referencial solido para a diferenciacao diagnostica de espécies de Baccharis e representa uma
contribuicdo relevante para a farmacobotanica, a farmacognosia aplicada e a qualificagdo de

insumos farmacéuticos ativos vegetais no Brasil.
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