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RESUMO

O género Eupatorium (Asteraceae), amplamente distribuido no Rio Grande do
Sul, foi investigado visando o estabelecimento da composigdo quimica de 6leos
volateis obtidos por hidrodestilacdo das folhas e inflorescéncias frescas, bem como
pela técnica de headspace. Foram coletadas, em diversas localidades do Estado do
Rio Grande do Sul, 33 espécies, distribuidas em oito se¢cdes. Duas espécies de
outro género estreitamente relacionado, Symphyopappus, foram também
analisadas. A composicdo quimica dos oleos e da fracido volatil foi determinada por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas. Os 6leos volateis das
especies analisadas apresentaram um padrao qualitativo recorrente, com compostos
aciclicos ou de nucleo pinano e p-mentano entre os monoterpenos majoritarios e de
compostos de nucleo cariofilano, germacrano, aromadendrano e cadinano entre os
sesquiterpenos. Além desses, foram observados esporadicamente sesquiterpenos
de nucleo bisabolano, santalano, elemano e compostos alifaticos entre os principais
constituintes dos 6leos. As variagdes quantitativas observadas entre os 6leos foram
relevantes, com muitas diferengcas tanto na propor¢do entre monoterpenos e
sesquiterpenos, como entre sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados. A fragéao
volatil analisada por headspace foi composta principalmente por monoterpenos,
sendo majoritarios 0s mesmos componentes observados na fragdo monoterpénica
dos dleos volateis. Adicionalmente, foram avaliadas as atividades antioxidante e
anticolinesterasica dos o6leos obtidos. A acao antioxidante foi determinada por
bioautografia frente ao radical 1,1-difenil-2-picrilidrazila (DPPH). A grande maioria
dos Oleos avaliados apresentou resultado positivo, sendo este bem pronunciado
para o Oleo de E. laevigatum, do qual foi isolado o sesquiterpeno furénico levigatina,
também apresentando marcada atividade. A agao anticolinesterasica dos o6leos
volateis foi avaliada por bioautografia frente a enzima Acetilcolinesterase. Muitos
Oleos volateis exerceram atividade inibitéria, especialmente aqueles contendo

grande percentual de monoterpenos.

Palavras-chave: Eupatorium, Symphyopappus, Asteraceae, 6leo volatil, atividade

antioxidante, atividade anticolinesterasica.






ABSTRACT

The Eupatorium genus (Asteraceae), widely distributed in Rio Grande do Sul
State, was investigated with the aim of determining the chemical composition of
volatile oils obtained by hydrodistillation from fresh leaves and flowers, as well as by
the headspace technique. Thirty-three species, ascribed to eight sections were
collected at several localities in the Rio Grande do Sul State. Two other species from
a closely related genus, Symphyopappus, were also analyzed. The chemical
composition of essential oils and of the volatile fraction was determinated by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. The essential oils from the analyzed
species showed a recurrent qualitative pattern, with acyclic monoterpenes or such
ones bearing pinane or p-menthane nucleus among the main monoterpenes, and
with compounds bearing caryophyllane, germacrane, aromadendrane and cadinane
nuclei among the sesquiterpenes. Beyond these, it was sporadically observed
sesquiterpenes bearing a bisabolane, santalane or elemane nucleus, or still some
aliphatic ones among the majority compounds. Quantitative variations observed
among the oils were relevant, with several differences as much in the proportion
within the monoterpenes and sesquiterpenes, as to among hydrocarbon and
oxygenated sesquiterpenes. The volatile fraction analyzed in headspace was mainly
composed by monoterpenes, being majoritarian the same compounds observed in
the monoterpenic fraction of the essential oils. Additionally, antioxidant and
anticholinesterasic activities were performed with the obtained oils. The antioxidant
action of essential oils was determinated in a bioautographic assay against 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Most evaluated oils showed positive result,
especially pronounced for E. laevigatum essential oils, from which the isolated furan
sesquiterpene laevigatin also showed strong activity. Anticholinesterasic activity of
essential oils was also evaluated by bioautographic assay against
Acetylcholinesterase enzyme. Many essential oils exerted inhibitory activity on the

enzyme, especially those ones containing high percentage of monoterpenes.

Key-words: Eupatorium, Symphyopappus, Asteraceae, essential oil, antioxidant

activity, anticholinesterasic activity.






INTRODUCAO







As plantas sao fontes naturais ricas em compostos capazes de exercer as
mais diversas ag¢des farmacoldgicas. Essa caracteristica, aliada a sua grande
diversidade quimica, faz dos produtos de origem vegetal excelente matéria-prima
para a sintese de novos farmacos. Derivados da 4-hidroxicumarina, por exemplo,
podem ser utilizados na sintese do anticoagulante dicumarol e a pulegona, cetona
monoterpénica, € matéria-prima para a sintese da artemisinina, composto com
atividade antimalarica (AVERY et al., 1992).

Apesar de ensaios randdmicos também serem realizados na busca de
compostos ativos em extratos vegetais, uma abordagem promissora €& a
etnofarmacoldgica, a qual, orientada pelos usos populares da flora medicinal, tem
maior facilidade na eleicdo das espécies submetidas a triagem quimica e
farmacolégica e maiores chances de descoberta de principios ativos novos
(CORDELL e COLVARD, 2005).

Entre os produtos do metabolismo vegetal mais promissores e de mais facil
acesso para a pesquisa de compostos ativos encontram-se os 6leos volateis ou
essenciais. Estes, segundo definicdo da ANVISA (BRASIL, 1999) “sdo produtos
volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico e podem se apresentar
isoladamente ou misturados entre si, retificados, desterpenados ou concentrados”.
Podem ser encontrados em todas as estruturas vegetais, sendo mais frequente em
folhas, flores, frutos e menos em raizes, rizomas, lenhos, cértex ou sementes.
Ocorrem em diversos géneros de plantas superiores, inferiores € microrganismos e
constituem uma mistura complexa de substancias, apresentando estruturas
quimicas heterogéneas (BRENNA et al., 2003). Sdo obtidos por diferentes
processos, dependendo da localizagdo no vegetal, da quantidade e das
caracteristicas requeridas para o produto final. As técnicas mais usuais para sua
obtencao sdo: prensagem ou espressao, extragdo com solventes organicos ou com
gorduras, com fluido supercritico, destilagdo por arraste de vapor ou, ainda, por
headspace (HENRIQUES et al., 2007). Os mesmos compostos quimicos extraidos
pela destilacdo e pela espressdo podem ser obtidos por extracdo com solventes de
baixa polaridade ou com CO; supercritico, diferindo estes ultimos produtos, de um
lado pela presenga de compostos lipofilicos ndo volateis, e de outro, pela auséncia
de compostos que se formam pelo aquecimento em presenga de agua durante a

extragdo de algumas drogas vegetais, produtos estes que podem ser desejaveis ou



nao (como formagdao do camazuleno no 6leo de camomila e de uma série de
derivados do sabineno — terpinen-4-ol, a-terpineno, y-terpineno e terpinoleno — em

plantas que produzam esse monoterpeno) (SANDRA e BICCHI, 1987).

Devido a sua frequente presenga nos vegetais e variedade de composigao
quimica, os O6leos essenciais constituem objeto de extensivos estudos visando
identificar atividades bioldgicas e os resultados apontam um potencial terapéutico
importante. Acheflan®, produzido com extratos de erva-baleeira (Cordia verbenacea
DC. - Boraginaceae) contendo a-humuleno, com indicagdo como antiinflamatorio de
uso tépico para o tratamento de tendinite crénica e dores miofasciais € um exemplo
de produto recentemente lancado no mercado farmacéutico (HENRIQUES et al.,
2007). No Brasil, grande parte da diversidade vegetal ainda ndo foi explorada e
poderia, eventualmente, tornar-se uma fonte valiosa de produtos quimicos com
utilizacao terapéutica ou industrial. Nesse sentido, abordaremos neste trabalho a
composi¢cao quimica dos o6leos volateis de espécies de Eupatorium L. (Asteraceae)
ocorrentes no Rio Grande do Sul e realizaremos uma avaliagao preliminar de suas
atividades antioxidante e anticolinesterasica, utilizando ensaios em placa

cromatografica.



1. OBJETIVOS







1.1  Objetivo Geral

Tendo em vista a importancia dos 6leos volateis, o presente trabalho visou a
analise da composicao quimica do dleo volatil das espécies de Eupatorium L. do Rio

Grande do Sul e a avaliagcao de suas atividades antioxidante e anticolinesterasica.

1.2 Objetivos especificos

- Analise da composicdo quimica de Oleos volateis extraidos de folhas e

inflorescéncias frescas, de espécies de Eupatorium coletadas no Rio Grande do Sul:

*Extracao por hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger;

*Quantificagdo dos componentes do 6leo volatil por cromatografia

gasosa, acoplada a detector por ionizagado de chama;

*ldentificagcdo dos componentes do o6leo volatil por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas;

*Analise das folhas e inflorescéncias em headspace para determinagao

de perfis quimicos volateis.

- Avaliagdo da atividade antioxidante dos oleos volateis utilizando ensaio

colorimétrico com DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila).

- Avaliagdo da atividade anticolinesterasica dos o6leos volateis utilizando ensaio

colorimétrico por bioautografia.






2. REVISAO DA LITERATURA







2.1 Oleos volateis

Os odleos volateis ndo apresentam distribuicdo muito ampla no reino vegetal,
sendo encontrados em aproximadamente 50 familias. Dentre elas, Lamiaceae
(Mentha ssp.), Myrtaceae (Psidium ssp.), Poaceae (Cymbopogon ssp.), Lauraceae
(Cinnamomum ssp.), Rosaceae (Rosa ssp.) e Asteraceae (Matricaria ssp., Calendula
ssp.) sao bastante conhecidas por suas propriedades aromaticas relacionadas a

eles.

A composicdo quimica de Oleos volateis pode variar amplamente, desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis,
esteres, éteres, 6xidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas,
até compostos com nitrogénio e enxofre. Toda essa diversidade funcional, no
entanto, pode ser agrupada em duas séries principais: a série aromatica e a série

terpénica.

Na série aromatica séo classificados os derivados do fenilpropano (C6-C3),
oriundos do metabolismo do acido chiquimico. Esses compostos sao formados por
reagdes de transaminacado enzimatica da fenilalanina e da tirosina que originam os
acidos cinamico e p-cumarico, respectivamente. Os derivados mais comuns em
Oleos volateis sdo as cumarinas e alguns aldeidos aromaticos (GEISSMAN e
CROUT, 1969; GUIGNARD et al., 1985).

Na série terpénica, quantitativamente mais numerosa e qualitativamente mais
variada encontram-se os monoterpenos, compostos cujo esqueleto é formado por 10
atomos de carbono e os sesquiterpenos, com 15 atomos, arranjados em estruturas
aciclicas, monociclicas, biciclicas e triciclicas (CROTEAU, 1987; CANE, 1990).
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2.1.1 Terpendides

Os terpendides sdo um grande grupo de metabolitos vegetais,
biossinteticamente originados da condensacédo enzimatica de unidades isoprénicas
(com 5 atomos de carbono) geralmente unidas por liga¢gdes cabega-cauda (regra do
isopreno). Esses compostos servem a diferentes fungdes: transporte de elétrons
(quinonas), componentes de membranas, regulagdo subcelular (prenilagdo de
proteinas), pigmentos fotossintéticos (carotendides), horménios, compostos de
defesa (monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos), fotoprotegao, termotolerancia
e resisténcia ao estresse oxidativo (carotenos e monoterpenos). Acredita-se que a
termotolerancia oferecida pelos monoterpenos deva-se justamente a sua capacidade
de captar radicais derivados do oxigénio oriundos do processo fotossintético
(PENUELAS e LLUSIA, 2002; PENUELAS e MUNNE-BOSCH, 2005).

Os terpendides podem ser formados pela condensagao de duas até milhares
de unidades isoprénicas, como ocorre na borracha (McGARVEY e CROTEAU,
1995), entretanto, o primeiro passo para a formacdo de qualquer uma dessas
estruturas é a condensacgao enzimatica de duas unidades (pirofosfato de dimetilalila,
DMAPP, e seu isdbmero pirofosfato de isopentenila, IPP) para formar pirofosfato de
geranila (GPP), o primeiro intermediario comum da série terpénica, com 10 atomos

de carbono.

Existem duas vias possiveis para a formacdo do isopreno: a via do
mevalonato e a via da desoxixilulose-5-fosfato. A primeira via para formacgao do IPP,
em animais e leveduras, inicia com a acetilcoenzima-A (acetil-CoA) e procede
através do acido meval6nico (MEV) como intermediario. Mais recentemente foram
descobertos em eubactérias e em plastideos de algas e plantas superiores alguns
compostos derivados de IPP sintetizados pela condensagdo de piruvato e
gliceraldeido 3-fosfato via 1-desoxixilulose-5-fosfato (DOXP) (LICHTENTHALER et
al., 1997; SCHWENDER et al., 1997; DUBEY et al., 2003) (Esquema 2.1).
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Esquema 2.1: Vias de formacdo do isopreno: via do mevalonato (a) e 1-desoxixilulose-5-fosfato (b)
para biossintese de IPP/DMPP. AACT: Acetil-CoA:acetil-CoA C-acetiltransferase; CMK: 4-(citidina-5’-
difosfo)-2-C-metileritritol quinase; DXPS: 1-desoxixilulose-5-fosfato sintase; DXR: 1-desoxixilulose-5-
fosfato redutoisomerase; HMGR: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase; HMGS: 3-hidréxi-3-
metilglutaril-CoA sintase; IPPI: pirofosfato de isopentenila isomerase; MCT: 2-C-metileritritol-4-fosfato
citidiltransferase; MDC: mevalonato-5-fosfato descarboxilase; MECPS: 2-C-metileritritol-2,4-
ciclodifosfato sintase; MK: mevalonato quinase; PMK: fosfomevalonato quinase (adaptado de
MAHMOUD e CROTEAU, 2002).
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Estudos posteriores com marcagao radioisotopica dos precursores quimicos
evidenciaram que essa segunda via € amplamente distribuida nos vegetais, atuando
paralelamente a via do mevalonato, mas de forma compartimentalizada. A via DOXP
€ ativa no interior dos plastideos formando IPP utilizado na sintese de monoterpenos
e diterpenos. Na formacao de sesquiterpenos pode ser utilizado IPP oriundo da via
MEV, que atua no citoplasma, da via DOXP, ou ainda podem concorrer ambas as
vias (Esquema 2.2) (UMLAUF et al., 2004; HAMPEL et al., 2005).

. Esterdis—= BRs
Citosol HMGR /
Acetil-CoA——>AMG-CoA — = MVA —> |PP Esqualeno —= Triterpenos

h T

Plastideo DMAPP —= Fpp —> Sesquiterpenos
G3P Piruvato i . a
DXS Citocini Poliprendis
itocininas Prenilagao
Dolicol
2 Redutase
DXRl ABA Terpenos ——» Terpenos reduzidos
MEP S
HoRs | Mitocéndria

DMAPP == PP PP Ubigquinonas
J \ 7 Carotendides u \ /

GGPP —= Diterpenos DMAPP ———>= FDP

GPP Desidrogenase )
Giberelinas Terpenos — > Terpenos Oxidados
Plastoquinona
Filoquinona i .
Tocoferdis Reticulo Endoplasmatico
Monoterpenos CYTPA50

Terpenos ————— Terpenos oxidados

Esquema 2.2: A via dos isoprendides em plantas. Flechas sdlidas, flechas tracejadas com tragos
curtos e flechas tracejadas com tragos longos representam passos enzimaticos simples e multiplos e
transporte, respectivamente. Enzimas selecionadas sao mostradas. Abreviagbes: ABA, &cido
abscisico; BRs, brassinosterdides; CYTP450, citocromo P450 hidroxilases; DMAPP, pirofosfato de
dimetilalila; DXP, deoxixilulose-5-fosfate; DXR, DXP redutoisomerase; DXS, DXP sintase; FPP,
pirofosfato de farnesila; GPP, pirofosfato de geranila; GGPP, pirofosfato de geranilgeranila; G3P,
gliceraldeido 3-fosfato; HDR+, pirofosfato de hidroximetilbutenila redutase e varias outras enzimas
que sao necessarias para gerar DMAPP e IPP a partir de MEP; HMG-CoA, hidroximetilglutaril CoA,;
HMGR, HMG-CoA redutase; IPP, pirofosfato de isopentenila; MEP, metileritritol 4-fosfato; MVA, acido
mevalbnico. ‘Terpenos’ inclui terpenos de todas as classes e originarios de varias organelas
(Adaptado de AHARONI et al., 2005).
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2.1.2 Monoterpenos

A formacao dos terpenos tem inicio com a isomerizacdo do pirofosfato de
dimetilalila (DMAPP) a pirofosfato de isopentenila (IPP). Posteriormente, sob a acéo
de uma enzima prenil transferase, pirofosfato de geranila sintase, ocorre a ionizagéo
do DMAPP e o ataque simultaneo do carbono 5 do IPP ao carbono 1 ionizado do
DMAPP (adicdo eletrofilica), com eliminagdo de um hidrogénio, formando GPP.
Outra enzima, pirofosfato de farnesila sintase, atua de modo semelhante, mas nesse
caso 0 processo continua com a adicao de mais uma unidade IPP ao GPP formado,
originando pirofosfato de farnesila (FPP), o precursor dos sesquiterpenos, com 15
atomos de carbono. Como nessa enzima a segunda adigdo é mais eficiente que a
primeira, o intermediario GPP ndo se acumula e apenas FPP é detectado
(CROTEAU, 1987).

O GPP pode ionizar-se propiciando a formacao do seu isdmero constitucional
pirofosfato de linalila (LPP). A livre rotagdo do grupo alila de LPP seguida de nova
ionizagao leva a formagao do isbmero conformacional, pirofosfato de nerila (NPP).
Todos os trés isbmeros podem originar monoterpenos aciclicos por captura de
oxigénio ou por perda de hidrogénios (geraniol, linalol, neral e B-mirceno, entre
outros) (BELL e CHARLWOOD, 1980).

Entretanto, a grande diversidade estrutural dos monoterpenos é oriunda de
reacdes de ciclizacdo enzimaticamente catalisadas. As monoterpeno ciclases, ou
monoterpeno isomerase ciclases sdo enzimas capazes de isomerizar e ciclizar o
GPP, seu substrato natural. Esse processo ocorre com o auxilio de um cation
metalico divalente, formando o isémero alilico terciario ligado a enzima, 3R- ou 3S-
pirofosfato de linalila. A conformacédo R ou S de LPP dependera da orientacao inicial
de GPP, a qual por sua vez deve-se a topologia enzimatica. Apds sofrer rotagcéo
para o conférmero s-cis, o LPP ioniza e é ciclizado na forma anti,endo ao cation
correspondente 4R- ou 4S-terpinila (CROTEAU, 1987; DEWICK, 1997; BOHLMANN
et al., 1998). A partir desse intermediario a reacdo pode seguir diferentes rotas
incluindo adi¢des a dupla ligagéo restante (originando os nucleos pinano e bornano),
migragédo de hidrogénio formando terpinen-4-ila (tujanos) ou rearranjo tipo Wagner-

Meerwein (fenchanos), antes que o carbocation seja desprotonado ou capturado
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pela agua, formando hidrocarbonetos e alcoois, respectivamente. Algumas
estruturas representativas dos principais nucleos monoterpénicos sio apresentadas

no Esquema 2.3.

Dezenas de monoterpeno ciclases ja foram isoladas de organismos vegetais
e caracterizadas fisica e quimicamente. De forma geral elas apresentam
propriedades semelhantes: além da necessidade de um ion metalico divalente, a
maioria dessas enzimas € capaz de sintetizar ndo apenas um, mas uma série de
produtos, normalmente de mesma configuracdo enantiomérica (BOHLMANN, 1998;
LU et al., 2002; LUCKER et al., 2002). Sendo assim, a presenca de duas séries
enantioméricas na composi¢gao monoterpénica de um mesmo individuo, como é
comum em vegetais, sugere a existéncia de dois sistemas enzimaticos
estereoespecificos que as produzam (RUIZ Del CASTILLO et al., 2004).

O conhecimento da configuragdo enantiomérica dos compostos presentes nos
Oleos volateis é de especial importancia para a industria farmacéutica, de alimentos
e de perfumaria uma vez que diferentes enantidmeros podem ter comportamentos
diferentes quando interagem com organismos vivos, que sdo sistemas quirais
(NORIN, 1996). Por exemplo, o (+)-limoneno, principal isébmero presente no 6leo de
limdo, tem odor de laranja, enquanto o (-)-limoneno tem odor de terebintina; o (+)-
linalol tem odor de petitgrain (folhas de laranjeira), enquanto (-)-linalol tem odor de

lavanda.

Os isbmeros opticos de outros compostos, além de diferengas qualitativas,
podem apresentar diferengas quantitativas no limiar ou na menor concentracado da
substancia (no ar) que pode ser consistentemente distinguida do ar puro (BRENNA
et al., 2003). A cromatografia a gas, utilizando colunas quirais de ciclodextrinas
modificadas, tem permitido avaliar a composig¢ao quiral de 6leos volateis, garantindo
um controle de qualidade mais rigoroso, uma vez que alteragdes sensiveis na razao

entre enantidmeros podem ser resultado de adulteragoes.
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Tipos
Estruturais Exemplos
OH
AN OH ~ | |
Aciclicos | | |
Geraniol cis - Ocimeno  Linalol
N
Bornanos ~o OH
Canfanos Canfora Isoborneol Fenchona
Fenchanos
OH
/F J; —7 OH
Caranos
3 - Careno 4 - Carenol 5 - Carenol
OPP
(0]
NN
OH
y p_- Mentanos
Limoneno Carvona Mentol
GPP
Pinanos % éi\o
o - Pineno B - Pineno Verbenona
OH
Tujanos
a - Tujeno Sabineno Hidrato de sabineno

Esquema 2.3: Algumas estruturas representativas dos principais nucleos monoterpénicos: GPP,
pirofosfato de geranila (adaptado de MAHMOUD e CROTEAU, 2002).
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2.1.3 Sesquiterpenos

Compostos terpénicos com 15 atomos de carbono sdao denominados
sequiterpenos. Mais de 300 esqueletos sesquiterpénicos distintos ja foram
identificados e milhares de derivados oxidados ou modificados de alguma outra
maneira foram isolados de plantas, fungos e bactérias (FELICETTI e CANE, 2004).
Esses compostos sdo formalmente derivados do pirofosfato de farnesila (FPP),
formado pela adicao enzimaticamente catalisada de uma unidade IPP ao GPP. O
FPP pode dar origem a compostos com nucleos de 6 atomos de carbono
(bisabolano), 7 (carotano), 10 (germacrano) ou 11 (humulano), representados na
Esquema 2.4, os quais apds adicdo as duplas ligagbes, migragao de hidrogénio ou
rearranjos originam uma gama de estruturas incluindo &-cadineno, &-selineno,

germacreno D, B-cariofileno e B-selineno, entre outros.

Enzimas sesquiterpeno ciclases ja foram isoladas e caracterizadas. Muitas
delas catalisam a formacédo de dezenas de compostos simultaneamente, como é o
caso para 0O-selineno sintase e y-humuleno sintase, isoladas de Abies grandis
(Pinaceae). A enzima &-selineno sintase catalisa a formacao de d-selineno como um
de seus trés produtos majoritarios juntamente com mais de 30 outros sesquiterpenos

(Esquema 2.5).
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CICLIZAGAO DO PIROFOSFATO

// .
e

AN
{2

Esquema 2.4: Ciclizagdo do pirofosfato de farnesila por terpeno ciclases origina diversos nucleos
sesquiterpénicos: PPi: pirofosfato; a — grupo humulano (anel de 11 membros); b — grupo germacrano
(anel 10 membros); ¢ — grupo carotano (anel de 7 membros); d — grupo bisabolano (anel de 6
membros) (CHAPPELL, 1995).
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Esquema 2.5: Estruturas formadas pela acdo da enzima 8-selineno sintase, isolada de Abies grandis
(Pinaceae) sobre o pirofosfato de farnesila (FPP): OPP: pirofosfato (STEELE, 1998).
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2.1.4 Propriedades farmacoldgicas

Muitas atividades farmacolégicas sao atribuidas aos oleos volateis, mas
devido a complexidade de sua composicao quimica é dificil relacionar tal atividade a
um unico composto. Destacam-se as seguintes agdes: anestésica para acetato de
linalila, terpineol, (E)-anetol, linalol, B-cariofileno (GHELARDINI et al., 1999;
GHELARDINI et al., 2001); analgésica para 4aa-7a-7aa-nepetalactona (AYDIN et al.,
1998) e B-mirceno (LORENZETTI et al., 1991); antimalarica para (E)-nerolidol
(LOPES et al., 1999); antiinflamatodria para camazuleno (SAFAYHI et al., 1994) e a-
pineno (APEL, 2001).

2.2 Consideragoes sobre a familia Asteraceae Bercht. & J. Presl

As espécies da familia Asteraceae (= Compositae) sdo ervas, arbustos ou
arvores que frequentemente apresentam canais resinosos ou laticiferos. Na sua
composi¢cao quimica encontram-se poliacetilenos, Oleos volateis terpénicos e

lactonas sesquiterpénicas, ndo sendo encontrados iridoides (JUDD et al., 1999).

Existem muitos sistemas de classificacdo que abordam essa familia vegetal.
Segundo CABRERA (1963), as Asteraceas podem ser divididas em duas
subfamilias: Tubuliflorae e Liguliflorae, sendo a primeira composta por 12 tribos e a

segunda por uma unica (Quadro 2.1).

Quadro 2.1: Subfamilias, tribos e niumero de géneros de Asteraceae.

Familia [Asteraceae

Subfamilia Tubuliflorae | n°. de géneros Liguliflorae n°. géneros

Vernonieae Cichorieae 15
Eupatorieae
Astereae
Inuleae
Heliantheae
Tribo Heleniege
Anthemideae
Senecioneae
Calenduleae
Actotideae
Cynareae
Mutisieae

|| (N|o|o|xlRIno—

-
w
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Utilizando caracteristicas genéticas (conservagcao de uma regido de DNA
cloroplastico que se encontra invertida em todo o restante dos representantes da
familia) e em caracteres anatémicos, um pequeno grupo de géneros sul-americanos
foi elevado a categoria de subfamilia (Barnadesioideae). O Quadro 2.2 apresenta
essa nova divisao e algumas outras alteragdes na distribuicado tribal de Asteraceae,
incluindo dados globais (BREMER et al., 1994; JUDD et al., 1999).

Quadro 2.2: Subfamilias e tribos de Asteraceae, com niumeros aproximados de géneros e espécies,
segundo BREMER et al. (1994).

Familia Asteraceae (Compositae)

Subfamilias Tribos Géneros Espécies

Barnadesioideae Barnadesieae 9 92
Mutisieae 76 970
Carduceae 83 2500

Cichoroideae Lactucgae 98 1550
Vernonieae 98 300
Liabeae 14 160
Arctoteae 16 200
Inuleae 38 480
Eupatorieae 170 2400
Plucheeae 28 220
Gnaphalieae 180 2000

Asteroideae Calenduleae 8 110
Astereae 170 3000
Anthemideae 109 1740
Senecioneae 120 3000
Helenieae 110 800
Heliantheae 189 2500

2.2.1 Consideragbes sobre a tribo Eupatorieae Cass.

A tribo Eupatorieae caracteriza-se por suas flores lilases, violaceas, roxas,
purpureas, rosadas, azuis ou brancas, nao apresentando flores amarelas, que
podem ser encontradas nas demais tribos. Em estudo taxondmico das Eupatorieae
do estado de Santa Catarina, CABRERA e KLEIN (1989) agrupam os géneros de
Eupatorieae em quatro subtribos, incluindo o género Eupatorium na subtribo
Ageratinae (Quadro 2.3). BREMER (1994), apresenta uma classificagdo bem mais
fragmentada de Eupatorieae, com 16 subtribos, baseando-se em trabalhos
anteriores de KING e ROBINSON (1987). Nessa classificagao alternativa, o género

Eupatorium apresenta-se fragmentado e as espécies mencionadas por CABRERA e
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KLEIN (1989) e MATZENBACHER (1979) encontram-se distribuidas em outros
géneros, reunidos em diferentes subtribos (Quadro 2.4).

Quadro 2.3: A tribo Eupatorieae, segundo CABRERA & KLEIN (1989).

Tribo Subtribos Géneros
Piquerinae Ophryosporum

Eupatorieae Adenostemmatinae Adenostemma
Ageratinae Eupatorium, Ageratum, Stevia, Mikania
Kuhlniinae Kanimia

Distribuicdo de subtribos e géneros da tribo Eupatorieae na Flora Catarinense, segundo CABRERA e
KLEIN (1989).

2.2.2 Consideragbes sobre o género Eupatorium L.

O género Eupatorium foi criado em 1753 por Linnaeus e seu nome é dedicado
a Mithradates Eupator, Rei de Pontus, 132-63 A.C., o qual teria usado uma espécie
do género com fins medicinais. Muitos boténicos trabalharam com o género desde
sua criagdo, descrevendo novas espécies, organizando as ja descritas ou mesmo
criando novos géneros para agrupar tais espécies (MATZENBACHER, 1979; KING e
ROBINSON, 1987; CABRERA e KLEIN, 1989).

Quadro 2.4: A tribo Eupatorieae segundo KING e ROBINSON (1987).
Géneros abrigando espécies de Eupatorium no RS apds

Tribo | subtribos Gn | Esp a reclassificacdo de KING e ROBINSON (1987)
Hofmeisteriinae 1 12
Oxylobinae* 9 | 330 | Kaunia
Mikaniinae 1 1430
Trichocoroniinae 3 4
Adenostemmatiinae | 3 | 34
Ageratiinae 22 | 350
Fleischmaniinae 2 81
& |Praxelinae* 7 190 | Chromolaena
o — — -
5 | Gyptidinae* 27 135 6§rro_soa, Conoclinium,  Campuloclinium,  Urolepis,
© ittetia
S |Liatrinae 6 | 52
w Eupatoriinae* 4 | 78 | Austroeupatorium, Hatschbachiella, Stomatanthes
Di e Acanthostyles, Raulinoreitzia, Campovasouria,
isynaphiinae 6 | 43 Di ; L
isynaphia, Grazielia
Ayapaninae* 12 | 57 | Heterocondylus
Alomiinae 20 1170
Critoniinae* 39 | 340 | Koanophyllon, Malmeanthus, Neocabreria
Hebecliniinae 8 (100

* Subtribos que abrigam géneros para os quais foram transferidas as espécies de Eupatorium
ocorrentes no Rio Grande do Sul, na classificacdo de KING e ROBINSON (1987). Gn: Numero
aproximado de géneros no mundo, Esp: numero de espécies.
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De CANDOLLE (1836), botanico do século XIX, dividiu o género em trés
séries considerando caracteristicas do capitulo floral, do invélucro e das bracteas
involucrais (séries |. imbricata; 1l. subimbricata e lll. eximbricata) criando ainda
quatro segdes a partir da série |., das quais a sec¢ao Cylindrocephala DC. seria a
unica com representantes no Brasil. Quase no final daquele século HOFFMANN
(1897) utilizaria as outras duas séries para criar as se¢des Subimbricata (DC.)
O.Hoffm. e Eximbricata (DC.) O.Hoffm., juntamente com outras seis segbes
(Imbricata DC., Chromolaena DC., Campuloclinium DC., Conoclinium DC., Praxelis
Cass. e Hebeclinium DC.). Anteriormente a isso, quando da passagem de algumas
especies de trés outros géneros para dentro de Eupatorium, o botanico Bentham,
criara segbes em Eupatorium com os nomes dos seus antigos géneros para
acomoda-las (Conoclinium (DC.) Benth., Campuloclinium (DC.) Benth. e Hebeclinium
(DC.) Benth.) (MATZENBACHER, 1979).

Outro botanico que trabalhou com o género foi B. L. Robinson, a partir do
inicio do século XX, realizando um estudo sistematico de Eupatorium na Colémbia,
Peru e Bolivia e descrevendo também uma variedade do Rio Grande do Sul (E.
ascendens Sch. Bip. ex Baker var. parcisetosum B.L.Rob.). Sua proposta para a
sistematizacdo do género foi a divisdo das segbes Cylindrocephala DC.,
Subimbricata (DC.) O.Hoffm., Eximbricata (DC.) O.Hoffm., Praxelis Cass.,
Conoclinium DC., Campuloclinium DC. e Hebeclinium DC. Em 1950, a botanica
Graziela Maciel Barroso, apresentou uma revisdo do género na Flora Brasileira,
citando aproximadamente 225 espécies, 45 das quais eram comuns a flora do RS.
Em seus estudos taxondémicos essa autora dividiu o género Eupatorium em 10
secdes: | - Cylindrocephala DC., || — Chromolaena DC., Ill — Subimbricata (DC.)
O.Hoffm., V — Dimorpholepis G.M.BARROSO, V — Sphaereupatorium O.Hoffm., VI -
Eximbricata (DC.) O.Hoffm., VII - Praxelis (CASS.) Benth., VIIl = Conoclinium DC., IX
— Campuloclinium DC., X — Hebeclinium (DC.) Benth. das quais apenas as sec¢des Il
e V ndo estavam representadas no Rio Grande do Sul (BARROSO, 1950).

CABRERA, no inicio da década de 1960, apds trabalhar com os Eupatorium
da Argentina (CABRERA, 1956), fez um levantamento desse género no estado de

Santa Catarina, identificando 67 espécies, as quais foram agrupadas segundo os
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critérios de B. L. Robinson, adicionando as secbes ja existentes a segao
Dimorpholepis G.M.Barroso e sinonimizando as espécies do género
Symphyopappus Turcz., como ja havia feito Steyermark em 1956 (CABRERA e
VITTET, 1963; KING e ROBINSON, 1987).

A partir de 1970, King e Robinson realizaram uma extensa revisao da tribo
Eupatorieae descrevendo aproximadamente 100 dos 170 géneros que a compdem,
e organizando-os em novas subtribos (KING e ROBINSON, 1987). Nesse trabalho
os autores transferiram as espécies de Eupatorium que ocorrem na América do Sul
para muitos outros géneros reabiltados ou criados com base em
microcaracteristicas anatdémicas. Foram mantidas no género Eupatorium apenas 45
espécies com distribuicdo eurasiatica e norte-americana (KING e ROBINSON,
1987). Os géneros novos ou reabilitados para as espécies que ocorrem no Rio
Grande do Sul foram Austroeupatorium, Stomathantes, Hatchbachiella,
Heterocondylus, Neocabreria, Chromolaena, Barrosoa, Raulinoreitzia,
Acanthostyles, Grazielia, Dimorpholepis, Disynaphia, Campovassouria
(MATZENBACHER, 1979), Malmeanthus, Vittetia, Kaunia, Koanophyllon e Urolepis
(KING e ROBINSON, 1987, ver Quadro 2.4).

Muitos dos géneros propostos apresentam apenas uma, duas ou trés
especies: Hatchbachiella, Raulinoreitzia, Campovassouria, Urolepis, Malmeanthus e

Vittetia sao alguns exemplos.

Em 1979, MATZENBACHER realizou um estudo do género Eupatorium no
Rio Grande do Sul, utilizando as seg¢des propostas por BARROSO (1950) e
mantendo a validade do género Eupatorium para as espécies sul-americanas, assim
como a do género Symphyopappus Turcz., anteriormente sinonimizado por
Steyermark, mas ja restabelecido por R. M King e H. Robinson. No trabalho de
Matzenbacher foram coletadas 49 espécies de Eupatorium no Estado do Rio Grande
do Sul (MATZENBACHER, 1979).

CABRERA e KLEIN (1989) dividiram as espécies do género Eupatorium de

Santa Catarina em 16 secdes, incluindo a secdo Symphyopappus (Turcz.) Cabrera,
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e reconhecendo o status de sec¢ao para alguns dos géneros propostos por KING e
ROBINSON (1987): Raulinoreitzia, Campovassouria, Dysinaphia, Heterocondylus,

Austroeupatorium, Macropodina, entre outros.

Em virtude de o trabalho de MATZENBACHER (1979) ter sido a ultima
revisdo de Eupatorium no Rio Grande do Sul, adotaremos a sua divisao do género e
incluiremos neste trabalho as 49 espécies descritas para o Estado por esse autor.
Em sua revisdo a seguinte descrigao € apresentada para o género Eupatorium:

“Ervas, subarbustos ou arbustos, raras vezes sub-arborescentes, perenes ou
anuais. Folhas opostas (com menor freqliéncia sdo alternas), sésseis ou pecioladas,
denteadas a profundamente lobuladas. Capitulos de tamanho variavel, dispostos em
cimeiras corimbiformes, em paniculas ou solitarios. Invdlucro cilindrico, campanulado
ou hemisférico; bracteas involucrais em varias séries, espiraladas, apertadamente
ou frouxamente imbricadas, as exteriores gradualmente menores, as vezes
alongadas, subuladas ou todas mais ou menos do mesmo tamanho. Receptaculo
plano, convexo, cdénico-ovalado ou cénico, glabro ou coberto por cerdas curtas
(piloso). Flores 5 a numerosas, alvas, rosadas, lilases, violaceas, roxas, purpureas
ou azuis; isomorfas, hermafroditas, corola tubulosa com limbo penta-denteado ou
penta-lobado. Anteras obtusas na base, com apéndices conetivais ovalados. Ramos
do estilete lineares ou clavados, obtusos no apice, densa e curtamente papilosos ou
as vezes com papilas alongadas. Aquénios com 5 &ngulos bem marcados,
raramente 6 ou 7, truncados no apice, com ou sem carpopddio. Papus formado por
numerosos pélos ou cerdas rigidas, curtamente barbeladas, dispostas em uma sO
série.” (MATZENBACHER, 1979, p.54).

2.2.2.1 Segbes do género Eupatorium L.

Em sua minuciosa revisdo do género Eupatorium no Rio Grande do Sul,
MATZENBACHER (1979) apresenta as sinonimias, descricbes botanicas,

localizacdo e época de floragdo para cada uma das 49 espécies identificadas,
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agrupando-as ainda em 8 secbes: Cylindrocephala DC., Subimbricata (DC.)
O.Hoffm., Dimorpholepis G.M.Barroso, Eximbricata (DC.) O.Hoffm, Praxelis (Cass.)
Benth., Conoclinium (DC.) Benth., Campuloclinium (DC.) Benth. e Hebeclinium
(DC.) Benth. (Quadro 2.5).

2.2.3 Consideragbes sobre o género Symphyopappus Turcz.

O botanico J. A. Steyermark reduziu o género Symphyopappus Turcz. a
sinonimia de Eupatorium L. (MATZENBACHER, 1979) e CABRERA e KLEIN (1989)
mantiveram essa abordagem, tratando-o como uma secdo de Eupatorium:
Eupatorium sect. Symphyopappus (Turcz.) Cabrera. Entretanto, KING e ROBINSON
(1987) e MATZENBACHER (1979) discordam dessa abordagem, considerando
Symphyopappus Turcz. um género independente. As principais caracteristicas
distintivas deste género em relacdo a Eupatorium sao o aspecto glabro, viscoso e
coriaceo das folhas e o concrescimento das cerdas do papus formando um largo e
grosso anel (symphyo-pappus). As folhas apresentam aparéncia envernizada como
em Eupatorium e Baccharis, com material secretado na regido sub-epidérmica em
idioblastos e ndao em tricomas glandulares como € comum em toda a familia
Asteraceae (METCALFE e CHALK, 1965) Quatro espécies de Symphyopappus,
aceitas por CABRERA e KLEIN (1989) como pertencentes ao género Eupatorium
(secdo Symphyopappus) serao incluidas nesse trabalho, sao elas: Symphyopappus
lymansmithii B.L.Rob. (=E. lymansmithii (B.L.Rob.) Steyerm.), S. compressus
(Gardner) B.L.Rob. (=E. compressum Gardner = S. polystachyus Baker), S.
casarettoi B.L.Rob. (=E. casarettoi (B.L.Rob.) Steyerm.) e S. reticulatus Baker (=E.

reitzii Cabrera).
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Quadro 2.5: Espécies dos géneros Eupatorium L. e Symphyopappus Turcz. ocorrentes no Rio Grande do Sul, segundo MATZENBACHER (1979) e
CABRERA e KLEIN (1989); a sinonimia na classificagdo de KING e ROBINSON (1987) e a época de floragdo (MATZENBACHER, 1979) sao apresentadas

quando disponiveis.

Secoes | Espécies Sinonimia na classificagdo de King & Robinson (1979) Egg;%ga
E. laevigatum Lam. Chromolaena laevigata (Lam.) R.M.King & H.Rob. JAN-JAN
E. verbenaceum DC. Chromolaena verbenacea (DC.) R.M.King & H.Rob. DEZ-MAI
E. ulei Hieron. Chromolaena ulei (Hieron.) R.M.King & H.Rob. DEZ-MAR
E. pedunculosum Hook. & Arn. Chromolaena pedunculosa (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. FEV-ABR
(\‘g E. ivifolium L. Chromolaena ivifolia (L.) R.M.King & H.Rob. ver-out
S LE._subhastatum Hook. & Arn. ver-out
‘g § E. squarrulosum Hook. & Arn. Chromolaena squarrulosa (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. NOV-ABR
n 5 E. congestum Hook. & Arn. Chromolaena congesta (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. JAN-MAR
£ i
S |5, congestum Hook. & Am. var. hirsutum (Hook- &Am.) | chromolaena hirsuta (Hook. & Am.) R M.King & H.Rob.
E. umbelliforme Dusén Chromolaena umbelliformis (Dusén) R.M.King & H.Rob. MAR
E. ascendens Sch-Bip. var. parcisetosum B.L.Rob. Chromolaena ascendens (Sch.Bip. ex Baker) R.M.King & H.Rob. [ JAN-MAR
E. angusticeps Malme Chromolaena angusticeps (Malme) R.M.King & H.Rob. FEV-ABR
§ E. margaritense Hassl. Chromolaena margaritensis (Hassl.) R.M.King & H.Rob. MAR
S E. buniifolium Hook. & Arn. Acanthostyles buniifolius (Hook. ex Arn.) R.M.King & H.Rob. out
‘g E. tremulum Hook. & Arn. Raulinoreitzia tremula (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. out
Lﬁ E. polystachyum DC. Raulinoreitzia crenulata (Sprengel) R. M.King et H.Rob. JAN-MAI
E. bupleurifolium DC. var. bupleurifolium Campovassouria bupleurifolia (DC.) R.M.King & H.Rob. OUT-FEV
E. bupleurifolium var. microcephalum Hieron. Campovassouria bupleurifolia (DC.) R.M.King & H.Rob.
© E. bupleurifolium var. asclepiadeum (DC.) Baker Campovassouria bupleurifolia (DC.) R.M.King & H.Rob.
T E. bupleurifolium var. linifolium (DC.) Baker Campovassouria bupleurifolia (DC.) R.M.King & H.Rob. OUT-DEZ
g é E. multicrenulatum Sch.Bip. ex Baker 3lsRy;7baph/a multicrenulata (Sch.Bip. ex Baker) R.M.King & out
BIRS ] )
. E. ligulifolium Hook. & Arn. Disynaphia ligulifolia (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. JAN-ABR
» E. spathulatum Hook. & Arn. Disynaphia spathulata (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. JAN-ABR
E. commersonii (Cass.) Hieron. MAR-ABR
E. tanacetifolium Gill. ex Hook. & Arn. OUT-JAN
E. tanacetifolium forma albiflorum Matzenb.
E. subintegerrimum Malme Malmeanthus subintegerrimus (Malme) R.M.King & H.Rob. NOV-JAN
E. niederleinii Hieron. Neocabreria malacophylla (Klatt) R.M.KING & H.Rob. OUT-JAN




Continua Quadro 2.5

Hatschbachiella tweedieana (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. =
E. tweedieanum Hook. & Arn. Austroeupatorium tweedieanum (Hook. & Arn.) R.M.King & out
H.Rob.
E. laetevirens Hook. & Arn. Austroeupatorium laetevirens (Hook. & Arn.) R.M.King &H.Rob. out
E. ericoides DC. Disynaphia ericoides (DC.) R.M.King & H.Rob. OUT-MAR
% E. lanigerum Hook. & Arn. Gyptis lanigera (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. SET-ABR
R E. picturatum Malme Austroeupatorium picturatum (Malme) R.M.King & H.Rob. NOV-ABR
3 g E. inulifolium Kunth Austroeupatorium inulifolium (Kunth) R.M.King & H.Rob. out
* § E. serrulatum DC. Neocabreria serrulata (DC.) R.M.King & H.Rob. DEZ-JAN
%) E. oblongifolium Sch.Bip. ex Baker var. oblongifolium Stomatanthes oblongifolius (Sch.Bip. ex Baker) H.Rob. MAR-MAI
E. oblongifolium (Sch.Bip. ex Baker) var. oxyodontum MAR-MAI
B.L.Rob.
E. oblongifolium (Sch.Bip. ex Baker) var. elongatum (Hook. FEV-MAR
& Arn.) Baker
S E. intermedium DC. Grazielia intermedia (DC.) R.M.King & H.Rob. NOV-MAI
-g U) E. serratum Spreng. Grazielia serrata (Spreng.) R.M.King & H.Rob. NOV-MAR
g ;‘; E. gaudichaudianum DC. var. gaudichaudianum Grazielia gaudichaudeana (DC.) R.M.King & H.Rob. ver-out
Sl
Wlss E. gaudichaudianum var. leucodon (Sch.Bip.) Baker
S
_g E. nummularium Hook. & Arn. Grazielia nummularia (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. JAN-ABR
Q E. calyculatum Hook. & Arn. Disynaphia calyculata (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. ver-out
E. multifidum DC. Grazielia multifida (DC.) R.M.King & H.Rob. JAN-MAR
© E. orbiculatum DC. Vittetia orbiculata (DC.) R.M.King & H.Rob. FEV-MAR
g Eurr] ‘t’i‘zsce”s P.W.Lund ex DC. var. glabratum Hieron. ex | . .o 1 fescens (P.W.Lund ex DC.) R.M.King & H.Rob. JUN-NOV
Q
& £ E. consanguineum DC. Koanophyllon consanguineum (DC.) R.M.King & H.Rob. JUN-SET
N
L E. grande Sch.Bip. ex Baker Heterocondylus grandis (Sch.Bip. ex Baker) R.M.King & H.Rob. ver-out
o E. missionum Malme Praxelis missiona (Malme) R.M.King & H.Rob. SET-DEZ
% % E. kleinioides Kunth SET-NOV
b
Q
E. subglabratum (Hieron.) Cabrera & Vittet DEZ-ABR




Continua Quadro 2.5

§ E. candolleanum Hook. & Arn. Barrosoa candolleana (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob. ver-out
w £
§ g E. betoniciforme (DC.) Baker var. betoniciforme DEZ-ABR
§ E. betoniciforme (DC.) Baker var. hastatum Baker Barrosoa betonicaeformis (DC.) R.M.King & H.Rob. DEZ-MAR
E. tubaraoense Hieron. Campuloclinium tubaraoense (Hieron.) R.M.King & H.Rob. ABR-MAI
S
S| &
S|«
% § g E. macrocephalum Less. Campuloclinium macrocephalum (Less.) DC. ver-out
U Q
S
@l 3
O
g
=
§ g E. hecatanthum (DC.) Baker Urolepis hecatantha (DC.) R.M.King & H.Rob. prim-out
3
T
S. lymansmithii B.L.Rob. Eupatorium lymansmithii (B.L.Rob.) Steyerm.
(7]
: .
S S. compressus (Gardner) B.L.Rob. fUP atorium compressum Gardner
g = Symphyopappus polystachyus Baker
9)
_g S. casarettoi B.L.Rob. Eupatorium casarettoi (B.L.Rob.) Steyerm.
g - —
N , Eupatorium reitzii Cabrera
Z S. reticulatus Baker = Symphyopappus reitzii (Cabrera) R.M.King & H.Rob.

Abreviagdes: JAN (janeiro), FEV (fevereiro), MAR (mar¢o),ABR (abril), MAI (maio), JUN (junho), AGO (agosto), SET (setembro), OUT (outubro), NOV (novembro), DEZ
(dezembro), prim (primavera), ver (verao), out (outono).



2.3 Reviséo quimica e biologica

O conhecimento inicial da quimica de Eupatorieae, como no caso da maioria
dos grupos de plantas, originou-se de muitas observagbes gerais e usoOs
acumulados desde tempos remotos. Alguns membros da tribo, incluindo espécies de
Eupatorium, como E. cannabinum s&o usadas na India contra ictericia, escorbuto,
inflamacgdes e Ulceras, e na Italia na medicina homeopatica. Eupatorium odoratum é
utilizado na india e na América do Sul como ictiotoxico, e muitas outras espécies tem
uso medicinal no México (KING e ROBINSON, 1987). Eupatorium perfoliatum tem
sido usado contra febres, doencgas respiratdrias, inflamagdes e verminoses.
Eupatorium adenophorum tem uso como anticoagulante. Outras aplicagbes de
espécies de Eupatorium incluem acao diurética, antiespasmadica, contra nauseas,
diarréia e difteria, como hepatoprotetor, anti-herpético, antitumoral, antileucémico,
estimulante cardiaco, hemostatico, expectorante, emenagogo, antissifilitico,
antimalarico, anti-hemorragico e no tratamento de doengas de pele (SHARMA et al.,
1998). No Brasil, espécies de Eupatorium foram descritas como meliferas (E.
bupleurifolium), aconselhadas nas moléstias broncopulmores (E. oblongifolium),
usadas como aromaticas, emolientes e excitantes (E. ballotifolium), tonicas,
estimulantes, sudorificas, estomaquicas, digestivas, antidiarréicas, antidisentéricas,
adstringentes, no combate ao cdlera, tétano e em picadas de cobra (E. triplinerve) e
no tratamento de feridas (E. laevigatum) (PIO-CORREA, 1984).

A utilizacdo dos dados etnofarmacoldgicos de Eupatorium tem orientado cada
vez mais pesquisas na busca de novos principios ativos como alternativa ao arsenal
terapéutico ja existente, especialmente por suas atividades antimicrobiana,
citotdxica, antitumoral, anti-inflamatéria e imunomoduladora. Extratos diclorometano
de E. hecatanthum e etandlico de E. perfoliatum demonstraram atividade citotdxica,
sendo que para o primeiro foi comprovada a capacidade de ligagdo ao DNA,
evidenciando potencial antitumoral (MONGELLI et al., 1996; HABTEMARIAM e
MacPHERSON, 2000; MONGELLI et al., 2000). Extratos aquoso e etandlico de E.
laevigatum apresentaram, além de atividade citotoxica (MONKS et al., 2002),
atividade anti-inflamatoria in vivo (CLAVIN et al., 2000). Uma formulag&o contendo o

extrato dessa planta foi clinicamente avaliada para o tratamento de aftas bucais e

31



apresentou boa tolerabilidade pelos usuarios, eliminando a doenga (PAULO et al.,
2000).

O extrato aquoso de E. odoratum estimulou a producao de fatores de adesao
celular em queratindcitos, essenciais para o processo de cicatrizacdo, além de
estimular o crescimento de fibroblastos e células endoteliais e exercer atividade
antioxidante contra danos provocados por H,O» e pela hipoxantina-xantina oxidase
(in vitro). Esse extrato, sob a denominagdo Eupolin, foi liberado pelo governo
Vietnamita para uso clinico em queimaduras e ferimentos (HUGHES et al., 1998;
PHAN et al., 1998; PHAN et al., 2001; THANG et al., 2001). Outras espécies, E.
articulatum junto com E. odoratum, também ja tiveram acdo anti-inflamatoria
comprovada (de las HERAS et al., 1998; TAIWO et al., 2000).

Estudos com extratos diclorometano, metandlico e aquoso de espécies do
género comprovaram também a atividade imunomoduladora e analgésica (PAYA et
al., 1996; CLAVIN et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2002; MINO et al., 2005),
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e fitodermatdfitos
(CACERES et al., 1995; IROBI, 1997; MUSCHIETTI et al., 2001; GUPTA et al.,
2002; NAVARRO GARCIA et al., 2003; SASIKUMAR et al., 2005), antiviral (ABAD et
al., 1999), inseticida (DEY et al., 2005), tripanocida (ARIAS et al., 1995),
antiprotozoaria (BLAIR et al., 2002; TALEB-CONTINI et al., 2004) e antiviral
(HNATYSZYN et al., 1999).

Muitas substancias isoladas de espécies de Eupatorium por fracionamento
biomonitorado foram avaliadas quanto ao seu potencial farmacoldgico. Entre essas
substancias encontram-se flavondides, lactonas sesquiterpénicas, benzofuranos e
diterpenos com atividade antimicrobiana, citotoxica, anti-inflamatéria ou alergénica
(RUCKER et al., 1997; BAEZ et al., 1998; HABTEMARIAN et al., 1998; URZUA et
al., 1998; HABTEMARIAN et al., 2001; MUSCHIETTI et al., 2001; EI-SEEDI et al.,
2002; ROSAS-ROMERQO et al., 2002; RIOS et al., 2003; SUKSAMRARN et al., 2004;
YUE et al., 2004; SHEN et al., 2005).
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Atividades tdéxicas também foram relatadas. Bovinos e equinos quando
alimentados com folhas de Eupatorium adenophorum, ou ratos tratados com extrato
metandlico dessa planta, apresentaram hepatotoxicidade ou toxicidade pulmonar
espécie-especifica (SHARMA et al., 1998; KATOCH et al., 2000; KAUSHAL et al.,
2001). A investigagao dessa atividade levou a identificagdo da toxina 9-oxo-10,11-
desidroageroforona, uma dicetona sesquiterpénica de nucleo cadinano como
composto téxico. Eupatorium riparium e E. inulifolium apresentaram atividades
semelhantes em ensaios in vivo. Ja E. odoratum apresentou niveis muito toxicos de
nitratos, os quais convertidos a nitritos oxidam o ferro da hemoglobina formando
metemoglobina, que ndo pode reagir com oxigénio e leva o animal a morte por
andxia. A toxicose causada por E. rugosum é um pouco diferente. Ocorre inibicado de
enzimas do ciclo do acido citrico, resultando em acumulo de acetil-CoA e formagao
de corpos cetdnicos, tanto em animais (bovinos e caprinos) quanto em humanos que
se alimentem do leite de animais intoxicados. E provavel que alguns benzofuranos
isolados dessa espécie (tremetona, hidroxitremetona e desidrotremetona) sejam os
responsaveis pelas alteragdes (SHARMA et al., 1998).

Um grande numero de flavondides foi isolado em espécies do género
Eupatorium, especialmente flavonas, flavonodis, flavononas, diidroflavonas e
diidroflavonois (FERRARO et al., 1987; KING e ROBINSON, 1987; HERZ et al.,
1995; VOIRIN et al.,, 1995; HERZ, 2001; HERZ, 2003; HERZ, 2004). Para E.
odoratum também foi relatada a presenga de auronas e chalconas (KING e
ROBINSON, 1987). Muitos desses compostos apresentam um substituinte metoxila
na posicao seis do anel A, caracteristica comum a varias Asteraceas (STEVENS et
al., 1995). Apesar de apresentarem muitos flavonoides, aqueles presentes nas flores
nao demonstram refletancia em comprimentos de onda equivalentes a luz amarela,
0 que se torna uma caracteristica distintiva de Eupatorieae (flores azuladas, roxas
até avermelhadas, mas nunca amarelas). E bastante provavel que compostos
relacionados, os antocianos, sejam responsaveis pela coloragdo das flores em
Eupatorium e nas demais espécies dessa tribo (KING e ROBINSON, 1987).

Compostos nitrogenados também s&o relatados entre os metabdlitos

secundarios de algumas espécies de Eupatorium. S&o alcaldides pirrolizidinicos
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monoesterificados, alguns na forma de N-Oxidos, que se concentram nas flores e
nas raizes dessas plantas. Alcaldides pirrolizidinicos monoesterificados também
ocorrem em Boraginaceae, entretanto, sdo diferentes dos alcaldides presentes em
espécies de outra tribo desta familia, Senecioneae, os quais se assemelham mais
aos alcaloides presentes em Crotalaria (Fabaceae), ambos apresentando moléculas
diesterificadas (KING e ROBINSON, 1987; BILLER et al., 1994). Apesar de algumas
vezes atribuir-se a toxicidade de extratos de Eupatorium a presenga de alcaldides
pirrolizidinicos (SHARMA et al., 1998) foram encontrados muitos destes compostos
destituidos de toxicidade em E. semialatum (LANG et al., 2001).

Quanto aos compostos terpénicos, podem ser encontrados em Eupatorium,
além de mono e sesquiterpenos, uma grande variedade de lactonas
sesquiterpénicas e diterpenos. As lactonas sesquiterpénicas sao consideradas
estruturalmente bastante simples por KING e ROBINSON (1987), que mantém no
género apenas uma pequena fragdo das espécies consideradas por outros autores.
Dessa forma, estariam representados em Eupatorium apenas germacranolideos,
guaianolideos, heliangolideos e algumas poucas espécies produziriam lactonas do
nucleo labdano (KING e ROBINSON, 1987; HERZ, 2001). Entretanto, a revisdo da
composicao quimica do género revela a presengca de germacradienolideos,
elemanolideos, elemadienolideos, eudesmanolideos, melampolideos, partenolideos,
cronquistiolideos, grazielolideos e isoguaiagrazielolideos em varias espécies, além
dos nucleos ja citados (HERZ et al., 1995; HERZ, 2001; TORI et al., 2002; HERZ,
2004; HUO et al.,, 2004; YUE et al., 2004). Os diterpenos encontrados em
Eupatorium sao dos tipos caurano, labdano e covalano (KING; ROBINSON, 1987;
CARRERAS et al.,, 1998; OLIVEIRA et al., 1999; HERZ, 2001) e um triterpeno,
isolado de E. cannabinum apresenta nucleo friedelano modificado (TALAPATRA et
al., 2003). Os nucleos estruturais de algumas moléculas isoladas de espécies de

Eupatorium sao apresentados no Quadro 2.6.

Bastante atencdo tem sido dada, especialmente nos ultimos anos, ao dleo
volatil obtido de espécies de Eupatorium, seja por sua composi¢ao quimica peculiar,
seja por suas atividades biolégicas como larvicida, virucida, antiprotozoaria,

antimicrobiana e inseticida. O Oleo volatii de espécies de Eupatorium pode
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apresentar cromenos, cumarinas e compostos relacionados, como os benzofuranos,
além de mono e sesquiterpenos (KING e ROBINSON, 1987). Também s&o
encontrados alguns terpenos raros, como ésteres de longipineno (HERZ, 2001) e
derivados do timol. De E. fortunei, espécie comum no Japao, foram isolados e
caracterizados 16 derivados do timol, compostos que também sao encontrados em
E. cannabinum e em E. adenophorum (DING et al., 1994; TORI et al., 2001;
PAOLINI et al., 2005).

Alcaldides pirrolizidinicos

monoesterificados

Cromenos

CHy O N CHy Benzofuranos

Diterpenos: labdano

Lactonas
sesquiterpénicas:
Heliangolideos,
guaianolideos,

germacranolideos

o

Quadro 2.6: Nucleos de algumas classes de compostos isolados de espécies de Eupatorium L.
(HERZ, 2001; HERZ, 2003; HERZ, 2004).

Entre os sesquiterpenos séo caracteristicos os do grupo cadinano, sendo o
principal composto responsavel pela elevada toxicidade de E. adenophorum o 9-oxo-
10,11-deidroageraforano (SEAWRIGHT et al., 1998; BHARDWAJ et al., 2001). O
acido céstico, também um composto de nucleo cadinano, isolado de E. capillifolium

apresenta atividade antibacteriana (SHARMA et al., 1998). Ainda sédo de interesse,
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apesar de bastante raros, os sesquiterpenos triciclicos de nucleo isocomano,
silfinano, silfiperfolano e modfano relatados em E. cannabinum e E. albicaule (HERZ,
2004; PAOLINI et al., 2005). Outros sesquiterpenos como nerolidol, a-curcumeno, a-
zingibereno, germacreno D, germacreno B, a- e B-cubebeno, &-cadineno, a-
humuleno, B-cariofileno e seu derivado, 6xido de cariofileno, foram relatados em
muitas espécies de Eupatorium (BOHLMANN et al., 1982; BAILAC et al., 2000;
ALBUQUERQUE et al., 2001; ALBUQUERQUE et al., 2004; HERZ, 2004; PAOLINI
et al., 2005).

Benzofuranos e diidrobenzofuranos sao particularmente representados em E.
acuminatum, E. bishopii, E. rimbachii, E. kuntzei, E. glutinosum, E. heptanthum, E.
chachapoyense, E. axillifforum, E. piquerioides, E. cannabinum, E. purpureum, E.
fistulosum e E. corumbense (GUTIERREZ et al., 2001; HERZ, 2001; HERZ, 2004).
Os cromenos foram encontrados em E. piquerioides, E. heptanthum, E. axilliflorum,
E. chilca, E. chinense, E. fortunei, E. africanum, E. chaparense, E. inulifolium, E.
lancifolium, E. toppingianum e em E. corumbense (HERZ, 2001; HERZ, 2004). O
composto 2,2-dimetil-6-vinilcroman-4-ona, isolado de E. betoniciiforme apresentou
atividade larvicida contra Aedes aegypti L. (Diptera) (ALBUQUERQUE et al., 2004) e
o metilripariocromeno, isolado das raizes de E. riparium, apresentou agao

antifungica contra Cladosporium cladosporioides (SHARMA et al., 1998).

O dleo volatil de E. patens apresentou atividade virucida contra HVS-1
(Herpes simplex) e DEN-2 (virus da dengue) (GARCIA et al., 2003). O dleo volatil
obtido de outras espécies foi avaliado quanto a sua atividade antimicrobiana. Para E.
odoratum foi evidenciada atividade contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. Enquanto o 6leo de E. triplinerve apresentou
atividade contra Escherichia coli, Proteus vulgaris, Bacillus anthracis, B. subtilis,
Salmonella stanley, S. pullorum, S. richmond e Staphylococcus aureus (SHARMA et
al., 1998). O o6leo volatil das espécies E. odoratum e E. conyzoides foi avaliado como
um agente para o controle de pragas em armazéns de graos por sua atividade
inseticida (BOUDA et al., 2001). De E. rufescens foram isolados e caracterizados

dois perdxidos sesquiterpénicos, zingibereno-3,6-a-endoperoxido e zingibereno-3,6-
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B-endoperoxido, ambos com atividade esquizonticida contra Plasmodium falciparum
(RUCKER et al., 1996).

2.4 Técnicas analiticas

As técnicas mais utilizadas na identificagdo da composicdo quimica de doleos
volateis sdo a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
e a ressonancia magnética nuclear (RMN). Pelo menos uma dessas técnicas, ou
ambas, foram utilizadas na caracterizagdo do oleo volatil de E. adenophorum, na
india, e E. cannabinum, na Franca, além de espécies tipicas do Brasil e da
Argentina, como E. pauciflorum, E. ballotifolium, E. argentinum, E. subhastatum, E.
hecatanthum, E. macrophyllum, E. laevigatum, E. squalidum, E. amygdalinum, E.
conyzoides, E. triplinerve, E. verbenaceum e E. marginatum (BAMBA et al., 1982;
DING et al., 1994; COLOSSI et al., 1995; ZYGADLO et al., 1996; MAIA et al., 2002;
GUPTA et al., 2004; PAOLINI et al., 2005).

2.5 Atividade antioxidante

A patologia de varias doencgas, incluindo cancer, doengas cardiacas,
inflamacédo e doengas degenerativas, como as doengas de Parkinson e de
Alzheimer, envolvem danos oxidativos a componentes celulares. Espécies reativas
de oxigénio, como o0s anions superoxido, peroxido de hidrogénio e os radicais
hidroxila, 6xido nitrico e peroxinitrito tém um papel importante no estresse oxidativo
relacionado a patogénese dessas doengas, mas em condi¢gdes normais Nnosso
organismo € capaz de controlar sua agao através do sistema de defesa antioxidante.
Caso quantidades excessivas desses radicais sejam formadas, o nivel antioxidante
é depletado e tem lugar o dano oxidativo. Sabe-se, entretanto, que os antioxidantes
podem eliminar diretamente as espécies reativas de oxigénio e frear as reacdes
oxidativas mediadas por radicais, sendo de primeira importancia na prevencao de
doencas (APATI et al., 2003; CHIANG et al., 2004; TEPE et al., 2005; YU et al.,
2005).
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Muitos compostos de origem vegetal possuem potente atividade antioxidante.
Além disso, a acédo antioxidante de Oleos volateis de muitas espécies é objeto
constante de interesse cientifico, visando encontrar novos antioxidantes naturais
para a industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos (SACCHETTI et al.,
2005).

Recentemente foi comprovada a acdo provedora de termotolerancia,
fotoprotetora e antioxidante de monoterpenos de plantas, relacionadas
especialmente a sua capacidade de captar radicais de oxigénio oriundos do
processo fotossintético (PENUELAS e LLUSIA, 2002; PENUELAS e MUNNE-
BOSCH, 2005).

Devido a grande importancia atribuida aos compostos com atividade
antioxidante, foram desenvolvidas diversas metodologias para avaliagdo do
potencial antioxidante de substancias quimicas isoladas e extratos; muitos desses
ensaios, como o de lipoperoxidagao (hidroperoxidienos do acido linoléico) e o de
captura de radicais livres (DPPH - 1,1-difenil-2-picrilidrazila) auxiliam na previsdo dos
efeitos de tais substancias sobre sistemas bioldgicos (BLOIS, 1958; RUBERTO e
BARATTA, 2000; MOLYNEUX, 2004; TEPE et al., 2007).

A atividade antioxidante de muitos Oleos volateis tém sido avaliada em
diferentes sistemas-teste. O 6leo volatil de Achillea millefolium (Asteraceae), por
exemplo, foi avaliado em alguns sistemas, incluindo o de DPPH (CANDAN et al.,
2003). A sua atividade foi superior aos dos padrdes antioxidantes acido ascorbico,
curcumina e BHT, entretanto, quando avaliados isoladamente, seus componentes
majoritarios eucaliptol, canfora, B-pineno, borneol, terpinen-4-ol e a-pineno nao

apresentaram atividade.

O dleo volatil de Clinopodium vulgare (Lamiaceae) também foi avaliado em
dois sistemas-teste (DPPH e [-caroteno/acido linoléico). Apesar de algumas
diferengas quantitativas entre os dois ensaios, em ambos foi demonstrada a
atividade antioxidante bastante pronunciada dos componentes majoritarios timol e y-

terpineno, enquanto outro componente majoritario, 0 p-cimeno, ndo exerceu nenhum
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efeito. Entretanto, em um dos sistemas (DPPH) a acdo dos compostos majoritarios
isolados foi maior do que a atividade do dleo volatil, enquanto no outro (-
caroteno/acido linoléico) a atividade da mistura foi maior. Isso demonstra que os

resultados obtidos podem depender do sistema-teste utilizado (TEPE et al., 2007).

Diversos outros 6leos volateis tém sido avaliados. Oleos de salvia e de
espécies condimentares, por exemplo, foram avaliados simultaneamente por suas
propriedades antioxidante e anticolinesterasica (FERREIRA et al., 2006; MATA et
al., 2007).

Além disso, RUBERTO e BARATTA (2000) avaliaram a atividade antioxidante
de dezenas de componentes isolados de Oleos volateis. Nesse trabalho, foi
evidenciada o efeito antioxidante de monoterpenos (terpinoleno, a-terpineno, y-
terpineno e sabineno). Em particular, a atividade do a-terpineno e do y-terpineno foi
comparavel a do a-tocoferol e de compostos fendlicos. Pinenos, limoneno e outros
monoterpenos hidrocarbonados avaliados nao foram tdo efetivos. Dentre os
monoterpenos oxigenados foram avaliados fendis, alcoois, aldeidos, éteres e
cetonas, dentre os quais apresentaram atividade mais pronunciada os fendis (timol e
carvacrol); além destes, muitos alcoois exerceram atividade antioxidante (nerol e

geraniol).

Os mesmos autores avaliaram ainda a atividade antioxidante de
sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados. Os primeiros nao exerceram
atividade apreciavel, enquanto os alcoois sesquiterpénicos exerceram atividade

semelhante aquela dos alcoois monoterpénicos.

Dentre os sistemas mais utilizados para avaliagdo da atividade antioxidante
pode ser citado o que utiliza o radical DPPH derivado da 1,1-difenil-2-picrilidrazina
(Figura 2.1) como indicador de atividade antioxidante. Esse radical apresenta
coloracao violeta, em contraste com a substancia na forma n&o radicalar, com
coloragdo amarelada (MOLYNEUX, 2004).
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Figura 2.1: Radical 1,1-difenil-2-picrilidrazila e 1,1-difenil-2-picrilidrazina.

Esse radical reage com substéncias capazes de doar um hidrogénio,
formando 1,1-difenil-2-picrilidrazina e um radical livre derivado da substancia que
doou o hidrogénio. Sendo Z' o radical DPPH e RSH um doador de hidrogénio (a

cisteina, no trabalho original de BLOIS (1958)) a reacéo inicial é:
Z'+RSH = ZH + RS’

Posteriormente, dois radicais RS" reagem entre si formando um dimero e,
como resultado final da reagdao, duas moléculas do antioxidante reduzem duas

moléculas de DPPH (estequiometria 1:1):
RS+ RS’ = RS-RS

Caso hajam dois sitios doadores de hidrogénio adjacentes numa mesma
molécula, os dois sdo abstraidos sequencialmente, como ocorre com a vitamina C,

numa reagcédo com estequiometria 2:1 (MOLYNEUX, 2004), conforme Esquema 2.6.

HO  OH HO O
+ — — zZH *
Z R Rl R R'
HO O AP
"+ — — ZH * > g
Z R Rl R R'

Esquema 2.6: Oxidagao da vitamina C e redugédo do DPPH.
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2.6 Atividade anticolinesterasica

A doenca de Alzheimer € uma das causas mais comuns de deméncia senil,
uma desordem cronica que progride lentamente e se caracteriza pela perda da
funcdo intelectual. Estdo associadas a ela perdas neuronais, e consequente
alteracdo da neurotransmissdao em varios sistemas centrais, especialmente no
sistema colinérgico, o que fundamenta a hipdétese colinérgica dessa doenga. O
declinio cognitvo observado em pacientes afetados é devido a uma perda extensiva
de neurdnios colinérgicos, especialmente no neocdrtex, no hipocampo e na tonsila.
De forma complementar, a hipétese amiléide sugere que a morte desses neurdnios
seja devida a formagao, durante os estagios iniciais da doenca, de placas amiléides,
densos depositos contendo a proteina B-amildide como principal componente. Foi
provado também, que a acetilcolinesterase (AchEase), enzima que degrada a
acetilcolina, esta envolvida na agregacao de (B-amiléide, através do seu sitio ibnico
periférico. Dessa forma, a utilizagdo experimental de farmacos que tenham como
alvo o sitio idnico da acetilcolinesterase inibe a formagao dos depodsitos B-amildides
(LANE et al., 2005).

A terapia dessa doencga baseia-se principalmente na utilizagdo de agentes
anticolinesterasicos, capazes de combater a deficiéncia do neurotransmissor
acetilcolina nas sinapses do cortex cerebral. Muitos anticolinesterasicos de origem
vegetal ja sdo comercializados e existe grande interesse na determinacdo de
atividade anticolinesterasica de terpenos. O grupo dos pinenos, por exemplo, ja foi
avaliado em ensaios preliminares e apresentou atividades muito promissoras como
inibidor da enzima acetilcolinesterase, trazendo novas perspectivas na busca de
farmacos para o tratamento de doengas neurodegenerativas, como o Mal de
Alzheimer (SAVELEV et al., 2003; MIYAZAWA e YAMAFUJI, 2005).

A Doencga de Alzheimer € uma doencga complexa, multifatorial e heterogénea
gue se caracteriza pela perda da memoria e de multiplas fungdes cognitivas com o
avancgo da idade. Tais perdas estdo associadas, principalmente, com a presenca
intracelular de emaranhados neurofibrilares (intracellular neurofibrillary tangles -

NFTs na sigla em inglés) e extracelular de placas B-amiléides (AB), perda de
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subpopulagdes neuronais e de fibras colinérgicas, além de disfungées mitocondriais.
Existem duas formas da doenga: uma forma familiar (FAD — Familiar Alzheimer
Disease) de causa genética conhecida que corresponde a 2-3% dos casos,
manifestando-se antes dos 65 anos de idade; e uma forma esporadica (SAD —
Sporadic Alzheimer Disease), de causa desconhecida, responsavel pela grande
maioria dos casos e que se manifesta apds os 65 anos de idade (ANEKONDA et al.,
2005).

Na FAD alteragbes genéticas levam ao acumulo de peptideos B-amildides de
4 kDa, monoméricos ou oligoméricos, os quais se tornam fibrilas insoluveis e
depdsitos [B-amildides. Esses depédsitos estdo associados com respostas
inflamatorias causadoras de danos oxidativos (KITAZAWA et al. 2004). Acredita-se
também que o peptideo B-amildide possa interagir negativamente com as
mitocdndrias, interronpendo o transporte de elétrons, gerando espécies reativas de
oxigénio e inibindo o ATP celular. A exposi¢gado crbnica as especies reativas de
oxigénio pode resultar em dano oxidativo as mitocondrias, proteinas celulares,
lipidios e acidos nucléicos, diminuindo a produg¢do mitocondrial de ATP e seu
suprimento aos terminais nervosos para a comunicacao neural. Os baixos niveis de
ATP nos terminais nervosos podem levar a perda de sinapses e causar o declinio
cognitivo caracteristico de pacientes com a Doenga de Alzheimer (REDDY e BEAL,
2005).

Dentre os quatro medicamentos disponiveis no mercado norte-americano
para o tratamento da Doenca de Alzheimer, trés s&o inibidores da acetilcolinesterase
(tacrina, donepezila e rivastigmina) e um é inibidor dos receptores NMDA. Esses
medicamentos apresentam muitos efeitos colaterais e representam poucas

alternativas para o tratamento de uma doenca tdo complexa e prevalente.

A terapia anticolinérgica é a alternativa mais amplamente aceita para o
desenvolvimento de farmacos que melhoram as habilidades cognitivas (SIDDIQUI et
al. 1999). Extratos de Ginkgo biloba e Bacopa monniera (duas plantas chinesas)
apresentaram propriedades estimuladoras cognitivas que se sugere serem devidas a
melhora da fungao do sistema colinérgico perturbado na Doenca de Alzheimer (DAS

et al., 2002). Curcumina, composto polifendlico obtido de Curcuma longa, reduz os
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danos oxidativos e o depdsito de placas amiloides soluveis e insoluveis, em ratos
(LIM et al., 2001).

Centella asiatica, Clitoria ternatea, Curcuma longa, Ginkgo biloba, Huperzia
Serrata, Lycoris radiata e Polygala tenuifolia sdo algumas das plantas utilizadas nas
medicinas ayurvédica e chinesa que apresentam propriedades potencialmente
relevantes para o tratamento de desordens cognitivas como a Doenga de Alzheimer.
Entretanto, para muitas das plantas e compostos com atividades relevantes para o
tratamento dessa doenca, os dados clinicos sdo escassos e sua eficacia e potencial
toxicidade precisam ser melhor avaliados antes que seu uso seja recomendado
(HOWES et al., 2003).

Muitas espécies vegetais ja foram avaliadas quanto a sua atividade
anticolinesterasica. Corydalis cava, Corydalis intermedia e Corydalis solida
apresentaram atividade anticolinesterasica em ensaio colorimétrico devido aos seus
alcaldides. Os extratos aquosos e metandlicos de Ruta graveolens e o extrato
metanolico de Lavandula angustifolia, Rosmarinus officinalis, Petroselinum crispum e
Mentha spicata apresentaram atividade anticolinesterasica, provavelmente devido

aos terpenos presentes no 6leo volatil (ADSERSEN et al., 2006).

Um método espectrofotométrico foi utilizado para determinar a inibicao de
Oleos volateis de espécies de Mentha sobre a atividade da enzima
acetilcolinesterase de eritrocitos bovinos. O 6leo volatil de Mentha aquatica, cujos
componentes maijoritarios foram viridiflorol, mentofurano, elemol e 1,8-cineol,
apresentou o maior efeito inibitério sobre a enzima AChEase. Outros 6leos também
apresentaram atividade. Os 6leos de M. arvensis e M. gentilis, contendo 6xido de
piperitenona como componente majoritario, foram ativos, entretanto, o 6leo de M.
rotundifolia ndo exerceu atividade, apesar de apresentar o mesmo composto
majoritario. Os 6leos de M. citrata e M. gentilis apresentaram linalol como composto
majoritario, porém, a atividade inibitoria de um dos 6leos sobre a enzima é quatro
vezes mais potente que a do outro. Além disso, o efeito inibitério de todos os dleos
volateis € maior do que o dos seus compostos majoritarios quando avaliados
isoladamente. Mesmo quando se tentou reproduzir a propor¢cdo natural dos
compostos majoritarios (mistura a 22:21:13:10 de elemol-mentofurano-viridiflorol-1,8-

cineol para M. aquatica) nao foi possivel reproduzir os resultados obtidos com o 6leo
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volatil. Os autores deduzem desse estudo que o efeito anticolinesterasico dos 6leos
volateis de espécies de Mentha deve-se a agao sinergistica de seus constituintes,
nao se excluindo a participagdo dos compostos minoritarios (MIYAZAWA et al.,
1998).

Monoterpendides da classe dos p-mentanos foram avaliados quanto a sua
atividade anticolinesterasica frente a acetilcolinesterase de eritrécitos bovinos.
Foram comparados hidrocarbonetos, alcoois e cetonas. As cetonas (+)- e (-)-
carvona, (-)-mentona e (+)-isomentona foram os compostos mais ativos. Os alcoois
(+)-mentol, (-)-mentol e (-)-isopulegol exerceram atividade um pouco mais fraca,
semelhante a dos hidrocarbonetos p-cimeno, y-terpineno, (+)-limoneno e (-)-
limoneno. Os hidrocarbonetos a-terpineno e (+)-p-menteno exerceram atividade
semelhante a das cetonas. Compostos com duplas ligagbes conjugadas foram mais
ativos. Além disso, a presencga de grupos isopropila parece ser importante para a
atividade, pois compostos apresentando grupos isopropenila foram menos ativos
(MIYAZAWA et al., 1997).

O extrato etandlico de Ocimum sanctum reduziu a atividade
anticolinesterasica alterada de ratos submetidos a estresse sonoro agudo,
possivelmente devido a sua atividade adaptogénica (SEMBULINGAMA et al., 2005)
Utilizando AChEase de enguia elétrica os autores demonstraram a atividade
anticolinesterasica de plantas portuguesas usadas como condimentares, aromaticas
e medicinais. Os Oleos volateis de Melissa officinalis e de Mentha suaveolens
exerceram boa atividade inibitéria sobre a enzima (mais de 50%); inibicdo também
foi alcangada com dleos volateis de Salvia officinalis e Lavandula angustifolia. Além
disso, algumas das plantas exerceram atividade antioxidante, outro fator importante
no tratamento da Doenga de Alzheimer (FERREIRA et al., 2006).

Em um estudo com Foeniculum vulgare, Mentha spicata, Mentha pulegium,
Rosmarinus officinalis e Thymus serpyllum os autores avaliaram a atividade
antioxidante e anticolinesterasica de extratos aquosos, etandlicos e dos 6leos
volateis, comparando-os. Observou-se que o0 maior efeito inibitério sobre a

acetilcolinesterase ocorre nos Oleos volateis, sendo mais pronunciado em
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Rosmarinus officinalis (ICsp de 69,8 + 0,1 ug/ml), rico em verbenona (163 = 0,2
pgg/ml) e em Thymum serpyllum, entretanto, como demonstrado para as mentas
(MIYAZAWA et al., 1998) a atividade dos compostos majoritarios ndo explica por si
sO a atividade do o6leo volatil total. Os dleos volateis de Mentha spicata e M.
pulegium exerceram atividade moderada, assim como seus compostos majoritarios,

pulegona e carvona (MATA et al., 2007).

Uma avaliagdo clinica de tolerabilidade do d&leo volatii de Salvia
lavandulaefolia foi realizada para o tratamento da Doenga de Alzheimer, uma vez
que o Oleo exerce atividades anticolinesterasica, antioxidante, anti-inflamatéria e
sedativa, todas relevantes na terapia dessa doenga. Foram obtidos efeitos
significativos sobre a cognicdo em voluntarios saudaveis além de redugdo dos
sintomas psiquiatricos e melhora da atengdo em pacientes com Doenca de
Alzheimer (PERRY et al., 2003). Através da avaliagdo da atividade
anticolinesterasica do oleo volati de Salvia lavandulaefolia por método
espectrofotométrico foi determinado que o principal composto responsavel por essa
atividade é o 1,8-cineol, o componente maijoritario, e foi demonstrado seu efeito
sinergistico com a-pineno (também bastante ativo) e com éxido de cariofileno. A
existéncia de efeito antagonistico na associagdo 1,8-cineol/canfora também foi
evidenciada (SAVELEV et al., 2003). Quatorze espécies de Salvia foram avaliadas,
na Turquia, quanto as suas atividades anticolinesterasica (frente a
butirilcolinesterase e acetilcolinesterase) e antioxidante (frente ao DPPH e ao
sistema hipoxantina/xantina oxidase). Foram avaliados extratos com diferentes
polaridades. De modo geral, extratos apolares foram mais inibitérios contra as
colinesterases e extratos polares foram mais antioxidantes. Nao foram identificados

0s compostos responsaveis pelas atividades (ORHAN et al., 2007).
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3. MATERIAIS E METODOS







3.1 Material vegetal

Foram coletadas as partes aéreas de espécies do género Eupatorium e
Symphyopappus nativas do Rio Grande do Sul. Um exemplar de cada planta foi
identificado pelo Prof. Dr. Nelson Ivo Matzenbacher, botanico, e depositado no
Herbario do Departamento de Botanica da UFRGS (ICN). Os nomes cientificos de
todas as familias, géneros e espécies citadas neste trabalho encontram-se nos

Anexos 1, 2 e 3, respectivamente.

3.2 Obtencao do éleo volatil

O dleo volatil foi obtido a partir das folhas e flores frescas, convenientemente
reduzidas com auxilio de um triturador mecanico e submetidas a hidrodestilagcdo em
aparelho tipo-Clevenger, durante 4 horas. A quantificacdo foi realizada pela leitura
do volume de dleo coletado. Os 6leos obtidos foram armazenados sob refrigeragéo

até a analise dos constituintes.

3.3 Analise em Headspace (espag¢o confinado)

A técnica de headspace permite analisar pequenas amostras do vegetal em
um sistema fechado, sem a necessidade de extracdo prévia. Ao contrario do 6leo
volatil, que é extraido em contato com meio aquoso e submetido a temperatura
elevada e pH acido (devido aos compostos organicos presentes na matriz vegetal)
por um grande periodo de tempo, os compostos volateis analisados em headspace
podem ser considerados mais fiéis a composi¢ao quimica original do vegetal, pois
normalmente ndo sofrem degradacao. A técnica de headspace presta-se muito bem
a analise de compostos monoterpénicos, devido a sua alta volatilidade, bem como
dos compostos extremamente volateis de baixo peso molecular (dificeis de captar no
oleo volatil). Ja os compostos de menor volatilidade, como os sesquiterpenos,

normalmente estdo ausentes ou sdo encontrados apenas como tracos nas analises

49



em headspace. Portanto, a analise por headspace, nao deve ser considerada uma
analise alternativa e sim complementar a analise do 6leo volatil, permitindo tragar um

perfil quimico de facil obtencéo e reproducao para as plantas em estudo.

A analise em espaco confinado consiste no aquecimento de uma pequena
amostra vegetal em um frasco lacrado, até a volatilizacdo dos compostos de menor
ponto de ebulicdo. Posteriormente, uma fragdo da atmosfera interna do frasco é
coletada e injetada diretamente no cromatografo.

3.4 Analise quimica

Os 6leos obtidos por hidrodestilagao foram diluidos a 2% em éter etilico (V/V)

(Merck®) para a analise cromatografica.

A analise dos oleos extraidos foi realizada em cromatografo gasoso (CG/DIC)
para sua quantificagdo e em cromatografo gasoso com detector de massas (CG/MS)

para identificacdo de sua composicao quimica.

3.4.1 Cromatografia gasosa — lonizagdo de chamas

As analises foram realizadas em um cromatégrafo gasoso (Shimadzu GC17-
A) utilizando coluna capilar de silica fundida Durabond-DB-5 (John Wiley & Sons
Scientific, USA, com 25 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno,
preenchida com um filme de 0,25 ym de espessura de polidimetildifenilsiloxano
contendo 5% de grupamentos fenila) para a separagdo dos constituintes. A
temperatura do forno foi programada de 60°C a 300°C a 3°C/min, com hélio como
gas carreador a 80 kPa e fluxo de 1 ml/min. As temperaturas do injetor e do detector
foram de 220°C e 250°C, respectivamente. A razdo de fluxo do injetor foi de 1:20.
Nitrogénio, ar sintético e hidrogénio foram utilizados como gases auxiliares, na razao
de 1:1:10, respectivamente. A composicdo percentual foi obtida por integracéo
eletrbnica pela técnica de normalizagédo utilizando software CR10 (Shimadzu) e

detector de ionizagdo em chama (DIC, 250°C).

50



3.4.2 Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massas

Todas as amostras foram analisadas por CG-EM em um aparelho Shimadzu
QP5000 com quadrupolo cilindrico, equipado com coluna DB-5 (25 m, 0,25 mm de
didmetro interno e filme de 0,25 ym de espessura) operando com energia de
ionizagdo de 70 eV e temperatura de interface de 250°C. A temperatura foi
programada de 60°C a 300°C a 3°C/min, com hélio como gas carreador a 80 kPa e

fluxo de 1 ml/min.
3.4.3 Cromatografia gasosa - headspace (HSS)

Flores e folhas foram analisadas separadamente por headspace, utilizando
Headspace HSS — 4A (Shimadzu, Japao, Toquio) acoplado a detector de massas
GC/MS — QP5000. Para separacao dos constituintes foi utilizada coluna Durabond-
DB5 (especificagdes acima citadas) e as condi¢cdes de analise foram: programa de
temperatura: 60 - 300°C, a 15°C/min (tempo de analise: 19 minutos); injetor a 220°C;
detector (DIC) / Interface (EM) a 250°C; temperatura do vial 120 °C; temperatura da

seringa 125 °C, tempo de aquecimento de 60 minutos e volume de inje¢ao de 0,4 ml.
3.4.4 Identificacdo dos componentes

Os componentes foram identificados por comparagcao de seu indice de
retencéo (indice de retencéo relativo) e espectro de massa com dados da literatura
(ADAMS, 2001), bem como espectroteca de aquisicdo (NIST 12 e NIST 62 —
National Institute of Standars and Technology, Kyoto, Jap&o) e para o calculo do

indice de retencao relativo (1) foi utilizada a seguinte equacao:

| =100z +100 (.t'RX o)

R(z+1) _thz

Onde: z = numero de carbonos do composto com menor peso molecular;
t'rx = tempo de reteng&do do composto x, sendo t’rx intermediario entre t'rz € t'rz+1);

t'rz € t'rz+1) = tempos de retengéo ajustados de alcanos de cadeia normal.
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3.5 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de cada o6leo foi avaliada por cromatografia em
camada delgada, utilizando DPPH (2,2'-difenilpicrilidrazila) como reagente. O ensaio

avalia a capacidade dos oOleos de prevenir a oxidagdo do DPPH (CAVIN et al., 1998).

3.6 Atividade anticolinesterasica

A capacidade dos Oleos volateis de inibirem a atividade da enzima
acetilcolinesterase foi avaliada através de teste bioautografico em cromatografia em

camada delgada, utilizando acetato de 1-naftila e sal Fast Blue B como reagentes.

Acetilcolinesterase foi dissolvida em solugdao tampao 0,05 M de Tris-HCI.
Placas de CCD foram eluidas com o solvente adequado e apdés a migragao das
amostras, foram secas, nebulizadas com a solugédo estoque da enzima e incubadas
a 37°C durante 20 minutos. Para detecgao foram preparadas solucdes de acetato de
1-naftila em etanol e de sal Fast Blue B em agua destilada. Apds a incubagao das
placas de CCD, as solugcbes de acetato de 1-naftila e Fast Blue B foram misturadas
e nebulizadas sobre a placa, produzindo uma coloragao violeta apdés 1-2 minutos
(MARSTON et al., 2002).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO







Um total de 33 (trinta e trés) espécies de Eupatorium foram coletadas no
Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, nos municipios de Guaiba (altitude média 23
m), Gravatai (26 m), Sapiranga (36 m), Caraa (38m), Taquara (57 m), Viaméo (111
m), Santo Antbénio da Patrulha (131 m), Morro Reuter (492 m), Gramado (830 m),
Canela (837 m), Sao Francisco de Paula (907 m), Sao José das Missdes (509 m),
Cachoeira do Sul (26 m) e Paraiso do Sul (108 m). Foram coletadas adicionalmente
duas espécies botanicamente muito proximas, pertencentes ao género
Symphyopappus, nos municipios de Gravatai (26 m) e Imbé (16 m), conforme dados
de coleta das Tabelas 4.1 e 4.2. Os 6leos volateis foram obtidos dessas plantas por
hidrodestilagdo das inflorescéncias, das folhas, das inflorescéncias e folhas
conjuntamente (para aquelas com escassa quantidade de material vegetal) e dos
ramos, para algumas espécies. Os Oleos foram submetidos a andlise em
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas para identificagdo de
seus componentes. As folhas e inflorescéncias das espécies coletadas foram
também submetidas a analise em “espago confinado” (headspace) para
determinacdo de um perfil volatil para a maioria das coletas. Para facilidade de
discussao dos resultados as espécies foram divididas e os resultados serao
apresentados de acordo com as seg¢des propostas por MATZENBACHER (1979).
Foram contempladas as seg¢des Subimbricata, Cylindrocephala, Eximbricata,
Dimorpholepis, Praxelis, Conoclinium, Campuloclinium e Hebeclinium. Além disso, o
género Symphyopappus, considerado por CABRERA (1989) como uma secao de

Eupatorium também foi contemplado (Tabelas 4.1 e Tabela 4.2).
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Figura 4.1: Locais de coleta das espécies de Eupatorium L. (Asteraceae) no Estado do Rio Grande do
Sul. 1 (Guaiba), 2 (Gravatai), 3 (Sapiranga), 4 (Caraa), 5 (Taquara), 6 (Viamao), 7 (Santo Antbnio da
Patrulha), 8 (Morro Reuter), 9 (Gramado), 10 (Canela), 11 (S&o Francisco de Paula), 12 (Sao José
das Missées), 13 (Cachoeira do Sul) e 14 (Paraiso do Sul). Mapa retirado de Google Earth®.
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Tabela 4.1: Listagens das espécies de Eupatorium L. (Asteraceae) coletadas, com local e data de coleta, numero de registro do Herbario ICN e observagdes

2,0-3,0m de altura; é planta ruderal e
pode ser encontrada também em beira

de estradas;

de coleta.
Nome da espécie ICN Local de coleta Data de Observacgoes - Habitat O_bser\_lagoes )
coleta Biologia
Eupatorium inulifolium 146978 RS, Canela, Passo do Inferno 11.04.2005 Arbusto com aprox. 2,0 m de altura, em  Capitulos com
orla de mata de Araucaria. Comum. flores brancas.
Eupatorium inulifolium 147000 RS, Guaiba 11.04.2006 Subarbusto com aprox. 1,2 m de altura, Capitulos com
em capoeira de beira de estrada. flores brancas.
Frequente.
Eupatorium inulifolium 140077 RS, Séao Francisco de Paula, 12.04.2005 Na beira de estrada
estrada para José Velho
Eupatorium inulifolium 140078 RS, Morungava, RS 20, Km 23 10.04.2005 Na beira de estrada
Eupatorium inulifolium 29397  Guaiba 29.03.2005 Arbusto de 1,0-25m de altura, Capitulos
ereto, densamente  ramoso;  ocorre NUMErosos
principalmente em campos sujos e dispostos em
com frequéncia também nas margens de corimbos, flores
© rodovias; muito brancas;
] Eupatorium inulifolium 148134 Morro Reuter 24.10.2005
2 2 Eupatorium bupleurifolium 146986 RS, Morro Reuter, BR 116 Walachai 24.10.2005
gg Eupatorium bupleurifolium 148928 RS, Sao Francisco de Paula, Varzea 12.12.2005 Arbusto ca. 2-4 m de altura, em orla de Capitulos com
n -5 do Cedro Mata com Araucaria. flores rosadas.
a Eupatorium tweedieanum 146981 RS, Canela, Parque da Cachoeira 11.04.2005
Eupatorium tweedieanum 146994 RS, Viaméo, Aguas Claras 20.03.2006
Eupatorium spathulatum 146972 RS, Canela, Passo do Inferno 11.04.2005
Eupatorium spathulatum 148828 RS, Gravatai 24.10.2005 Subarbusto com aprox. 1,0 m de altura, Capitulos com
em campo seco. flores roseo-lilas
Eupatorium polystachyum 146980 RS, Canela, Parque da Cachoeira 11.04.2005
Eupatorium polystachyum 146975 RS, Canela, Passo do Inferno 11.04.2005
Eupatorium tanacetifolium 146987 RS, Gravatai, Morro Azul 24.10.2005
Eupatorium ligulifolium 146993 RS, Viaméao, Aguas Claras 20.03.2006
Eupatorium oblongifolium 146998 RS, Viamé&o, Aguas Claras 20.03.2006
Eupatorium tremulum 106808 Guaiba 15.04.2005 Arbusto glabro, densamente ramoso, ca. Capitulos

pequenos,
muito numerosos;
flores violaceas.



Nome da espécie ICN Local de coleta Data de Observagodes - Habitat O.b servagoes -
coleta Blologla
Eupatorium picturatum 146979 RS, Canela, Parque da Cachoeira 11.04.2005
Eupatorium buniifolium 148829 RS, Guaiba 10.05.2005 Arbusto pequeno 1,0-1,5 m de altura, Capitulos com
em campo seco. aquénios
maduros.
% Eupatorium laetevirens 146971 RS, Canela, Passo do Inferno 11.04.2005
o ©  Eupatorium ascendens 43609  Guaiba 15.04.2005 Erva perene, hemicriptéfita, com Capitulos laxos
8.5 xilopédio pequeno, globoso, do qual dispostos em
& E nascem caules simples, ascendentes ou cimeiras
S eretos de 30,0-40,0cm de altura; corimbiformes;
n freqiente em campos de coxilha e flores rosadas ou
campos pedregosos; azul-violeta.
Eupatorium serrulatum 148131 Gravatai 24.10.2005
Eupatorium lanigerum 146996 RS, Viamao, Aguas Claras 20.03.2006
Eupatorium ericoides 146997 RS, Viamao, Aguas Claras 20.03.2006
Eupatorium laevigatum 146973 RS, Canela, Passo do Inferno 11.04.2005
Eupatorium laevigatum 147001 RS, Guaiba 11.04.2006
Eupatorium laevigatum 140079 RS, Morungava, RS 20, Km 25 10.04.2005
Eupatorium laevigatum 140082 RS, Caraa, estrada para Varzinha. 12.04.2005
Eupatorium laevigatum 147001 Guaiba 15.04.2006 Arbusto perene, ca.1,0-3,0m de altura, Capitulos
ramoso e densamente folhoso; muito numerosos
comum em campos sujos, beira de dispostos em
© lavouras de cultivos ea margemde corimbos; flores
Ecs rodovias; azul-violaceas.
o S Eupatorium subhastatum 146977 RS, Canela, Passo do Inferno 11.04.2005
e S Eupatorium subhastatum 146992 RS, Viamao, Aguas Claras 20.03.2006
35 Eupatorium ivifolium 146995 RS, Viaméo, Aguas Claras 20.03.2006
£ Eupatorium ivifolium 29322  Guaiba 29.03.2005 Subarbusto de 50,0-120,0cm de altura, Capitulos  muito
5\ caules eretos, ramosos; ocorre em solo numerosos
umido e de grandes variagbes dispostos em
edaficas e em lavouras fora de uso; cimeiras
corimbiformes;
flores  azuladas,
violaceas ou
purpureas.
Eupatorium ivifolium 150829 Guaiba 10.04.2007 Arbusto. Capitulos com

flores violaceas.



em orla de barranco.

Nome da espécie ICN Local de coleta Data de Observagodes - Habitat O.b servagoes -
coleta Biologia
Eupatorium pedunculosum 140075 RS, entre Rolante e Riozinho, 11.04.2005
®© préximo a cascata do Chuvisqueiro
& Eupatorium pedunculosum 40567  Guaiba 29.03.2005 Subarbusto de 1,0-1,5m de altura, Capitulos em
o % laxamente folhosos; cresce a beira de corimbos
i S mato em areas sombreadas; laxos nos ramos
oS laterais dos
£ caules; flores de
%) cor rosa forte a
roxas ou azuis.
Eupatorium congestum 146976 RS, Canela, Passo do Inferno 11.04.2005
s  Eupatorium rufescens 146985 RS, Morro Reuter, BR 116 24.10.2005
S 8 Eupatorium rufescens 147006 RS, S&o José das Missbes 20.12.2005
@5 Eupatorium grande 146984 RS, S&o Francisco de Paula, RS 11.04.2005
n E 020 proximo ao trevo para Taquara
w  E. consanguineum 148133 Morro Reuter 24.10.2005
Eupatorium gaudichaudianum 146999 RS, Paraiso do Sul 20.03.2006
Eupatorium gaudichaudianum 146974 RS, Canela, Passo do Inferno 11.04.2005
Eupatorium intermedium 48999  Guaiba 29.04.2005 Arbusto ramoso de 1,0-2,5m de altura, Apresenta
densamente folhoso até proximo as floradas
inflorescéncias; ocorre em campos sujos intensas no final
de coxilhas, encostas e topos de morros; da primavera;
2 flores brancas
o2 muito visitadas
g 2 por Apis mellifera.
3 g' Eupatorium intermedium 48999  Guaiba 28.10.2005 Arbusto ramoso de 1,0-2,5m de altura, Apresenta
£ densamente folhoso até proximo as floradas
a inflorescéncias; ocorre em campos sujos intensas no final
de coxilhas, encostas e topos de morros; da primavera;
flores brancas
muito visitadas
por Apis mellifera.
Eupatorium serratum 146990 RS, Gravatai, Morungava 24.10.2005
Eupatorium serratum 148827 RS, Caxias do Sul, Critva 11.04.2005 Arbusto pequeno com 1-2 m de altura Flores brancas



Nome da espécie ICN Local de coleta Data de Observagodes - Habitat O.b servagoes -
coleta B|olog|a
Eupatorium nummularium 147003 RS, Sapiranga 10.01.2006
Eupatorium clematideum 143475 Guaiba 15.05.2005 Erva anual ou perene com ramos Flores azuis a
ascendentes ou eretos, pouco violaceas.
ramificados de 30,0-60,0cm de altura; é
planta adventicia no Rio Grande do Sul
e ocorre somente na BR-116, km 308,
no municipio de Guaiba; pode ser
encontrada em pomares, porém nao
constitui um aspecto de erva daninha;
Eupatorium clematideum 150827 Guaiba 10.04.2007 Arbusto em encosta de morro. Flores lilases.
Eupatorium betoniciiforme 146991 RS, Cachoeira do Sul, Varzea do 06.03.2006
= Rio lrapua
=
@g
5 8  Eupatorium betoniciiforme 146983 RS, Sé&o Francisco de Paula, 11.04.2005
s Lageado Grande
@)
Eupatorium macrocephalum 147007 RS, Sapiranga 10.01.2006
Eupatorium macrocephalum 140076 RS, Rolante, localidade de Acgoita 10.04.2005
S Cavalo
g Eupatorium macrocephalum 29325 Guaiba 29.03.2005 Erva perene com caules eretos, pouco Capitulos
S5 ramosos, densamente folhosos na parte grandes, poucos,
2 inferior e quase afilos na parte superior laxamente
n 3 dos ramos, de 40,0-100,0cm de altura; € corimbosos; flores
% muito  freqiente em margens de muito numerosas,
O rodovias, terrenos baldios e lavouras violaceas ou
abandonadas; rosadas.
Eupatorium purpurascens 146982 RS, S&o Francisco de Paula 11.04.2005
Eupatorium cf. hecatanthum 148826 RS, Sao Francisco de Paula, RS 11.04.2005 Subarbusto ereto com aprox. 0,3 m de Com resto de
g 020 altura, em banhado e campo umido. capitulos secos ou
Q< com restos de
o capitulos de onde
n S ja foram dispersos
I 0S aquénios.




Nome da espécie ICN Local de coleta Data de Observagodes - Habitat O.b servagoes -
coleta Blologla
«w  Symphyopappus reticulatus 146988 RS, Gravatai, Morro Azul 24.10.2005
>
o
o & Symphyopappus reticulatus 148830 RS, Gravatai 10.05.2005 Subarbusto com aprox. 0,5 — 1,0 m de Material estéril
c g altura, em afloramento de arenito.
c
@ E*
o g— Symphyopappus casarettoi 148831 RS, Imbé 07.03.2005 Subarbusto com aproximadamente 1,0 Capitulos com
>
)

m de altura. Ocorre entre dunas e solo flores rosadas.
arenoso.




As 60 coletas realizadas abrangeram 33 espécies do género Eupatorium e 2
do género Symphyopappus. A distribuicdo das espécies coletadas segundo as
secoes, bem como o numero de espécies citadas na literatura encontra-se na
Tabela 4.2. Para as secbdes Conoclinium e Campuloclinium foram coletadas
espécies que nao haviam sido descritas para o Estado por MATZENBACHER
(1979).

Dada a extragcdo de Oleo volatil das folhas e flores, separadamente, em
algumas coletas, assim como a coleta de uma mesma espécie em épocas e locais
diferentes, obteve-se grande quantidade de amostras de 6leo volatil para analise,

num total de 90 dleos.

Tabela

4.2: Distribuicdo da espécies coletadas. Distribuicdo por género e seg¢do, incluindo o numero de
espécies citadas na literatura, o nimero de espécies coletadas neste trabalho, o nimero de coletas
realizadas (incluindo as recoletas de uma mesma espécie) e o numero de amostras de 6leo volatil
obtidas para analise.

n° espécies n°espécies n° amostras

Género Sec¢ao
citadas coletadas obtidas

Subimbricata 19 16 38
Cylindrocephala 12 5 19
Eximbricata 4 3 7

Eupatorium Dimorpholepis 6 4 10
Praxelis 3 1 3
Conoclinium 3 1* 2
Campuloclinium 1 2" 5
Hebeclinium 1 1 1
Total 49 33 85

Symphyopappus 4 2 5

Total 53 35 90

* Inclui uma espécie ndo citada anteriormente para o Estado.
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41 Eupatorium segao Subimbricata (DC.) O.Hoffm.

Dentre as 49 espécies de Eupatorium citadas para o Rio Grande do Sul, 19
espécies pertencem a secado Subimbricata (MATZENBACHER, 1979). Dezesseis
das espécies dessa sec¢ao foram coletadas para analise do 6leo volatil: E. inulifolium,
E. bupleurifolium, E. tweedieanum, E. spathulatum, E. polystachyum, E.
tanacetifolium, E. ligulifolium, E. oblongifolium, E. tremulum, E. lanigerum, E.
picturatum, E. laetevirens, E. buniifolium, E. ericoides, E. serrulatum e E. ascendens.
Dentre estas espécies, dez foram submetidas a analise em “espaco confinado”
(headspace) para determinacao de um perfil volatil (“fingerprint’) das folhas e
inflorescéncias. Além disso, foram avaliadas suas atividades antioxidante e
anticolinesterasica em cromatoplacas. Foi realizada a avaliacdo da atividade
antioxidante de 35 amostras de d6leos volateis obtidas de 13 espécies dessa secao,
pelo método de DPPH; a avaliagao da atividade anticolinesterasica foi realizada para

11 amostras de 6leo volatil obtidos de 8 das espécies coletadas.

Dentre as dezesseis espécies analisadas nessa secdo encontram-se ervas,
subarbustos e arbustos, variando de 20 a 300 cm de altura, com flores brancas,
branco-esverdeadas, rosadas, lilases, rosa-carmim ou violaceas, cujo periodo de
floracdo inicia-se em setembro, para as espécies mais “precoces”, finalizando-se em
maio para as mais tardias. As coletas foram realizadas nos municipios
metropolitanos de Guaiba, Gravatai, Viamao, Santo Antoénio da Patrulha e Morro

Reuter, e nos municipios serranos de Canela e Sdo Francisco de Paula.

4.1.1 Oleo volatil

O oleo volatil foi obtido por hidrodestilacdao das folhas e inflorescéncias,
separadamente quando coletadas em quantidade suficiente, ou juntas, quando em
pouca quantidade. Também foi extraido o dleo volatil dos ramos de E. lanigerum,
para comparacado de sua composi¢ao quimica. O material vegetal foi hidrodestilado
em aparelho tipo Clevenger durante 4 horas e o 6leo obtido foi armazenado sob
refrigeragdo até o momento das analises cromatograficas. O rendimento dos 6leos
volateis foi calculado em funcdo do volume de 6leo obtido e do peso de material

vegetal extraido. Na Tabela 4.3 encontram-se as datas e locais de coleta, bem como
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a parte do vegetal da qual o d6leo volatil foi extraido e o rendimento de 6leo volatil

obtido para as 17 espécies coletadas da secdo Subimbricata.

Tabela 4.3: Dados de coleta e extragédo do 6leo volatil de espécies de Eupatorium sect. Subimbricata

(DC.) O.Hoffm. com data e local de coleta, parte do vegetal extraida e rendimento do 6leo volatil.

ICN Data Local de coleta ffi f r V(ml) R (%)
E. inulifolium 146978  Abr/05 Canela X 0,7 0,4
E. inulifolium 140078  Abr/05 Gravatai X 0,2 0,1
E. inulifolium 140077  Abr/05 Sé&o Francisco de Paula  x 0,1 0,1
E. inulifolium 29397  Mar/05 Guaiba X 0,4 0,2
E. inulifolium 147000  Abr/06 Guaiba X 0,1 0,1
E. inulifolium 147000  Abr/06 Guaiba X 0,2 0,2
E. inulifolium 148134  Out/05 Morro Reuter X <0,05 <0,04
E. inulifolium 148134  Out/05 Morro Reuter X <0,05 <0,25
E. bupleurifolium 148928 Out/05 Sao Francisco de Paula 0,4 0,4
E. bupleurifolium 148928 Out/05 Sao Francisco de Paula 0,3 0,5
E. bupleurifolium 146986  Out/05 Morro Reuter 0,2 0,2
E. bupleurifolium 146986  Out/05 Morro Reuter 0,3 0,4
E. tweedieanum 146981  Abr/05 Canela 0,6 1,6
E. tweedieanum 146981  Abr/05 Canela 21 23
E. tweedieanum 146994  Mar/06 Viamao tr tr
E. tweedieanum 146994  Mar/06 Viaméao 0,4 0,7
E. spathulatum 146972  Abr/05 Canela 0,5 0,5
E. spathulatum 146972  Abr/05 Canela 0,6 0,6
E. spathulatum 148828 Out/05 Gravatai X 0,1 0,4
E. polystachyum 146980  Abr/05 Canela 2,3 0,9
E. polystachyum 146980  Abr/05 Canela 4,1 1,6
E. polystachyum 146975  Abr/05 Canela X 0,4 0,3
E. tanacetifolium 146987  Out/05 Gravatai 0,2 0,7
E. tanacetifolium 146987  Out/05 Gravatai <0,05 <0,06
E. ligulifolium 146993 Mar/06 Viaméo 0,2 0,4
E. ligulifolium 146993 Mar/06 Viaméo 0,3 0,5
E. oblongifolium 146998 Mar/06 Viaméo 0,3 0,6
E. oblongifolium 146998 Mar/06 Viamao 0,6 0,6
E. tremulum 106808  Abr/05 Guaiba 0,9 0,7
E. tremulum 106808  Abr/05 Guaiba 0,7 1,0
E. lanigerum 146996 Mar/06 Viamao X 0,05 0,03
E. lanigerum 146996 Mar/06 Viamao X <0,05 <0,09
E. picturatum 146979  Abr/05 Canela 1,6 0,9
E. laetevirens 146971  Abr/05 Canela 0,3 0,2
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Continua Tabela 4.3

E. buniifolium 148829  Mai/05 Guaiba X 1,5 0,5
E. ericoides 146997 Mar/06 Viaméo X 1,2 0,7
E. cf. serrulatum 148131  Out/05 Gravatai X 0,9 0,5
E. ascendens 43609  Abr/05 Guaiba X 0,05 0,5

ff: folhas e inflorescéncias; i: inflorescéncias; f: folhas; r: ramos; V(ml): volume de d6leo obtido; R (%):
rendimento de 6leo volatil.

O teor de dleo volatil foi bastante diferenciado, variando de 0,1% para as
inflorescéncias de E. inulifolium coletadas em Guaiba/06 e chegando a 2,3% para as
folhas de E. tweedieanum coletadas em Canela/05. Também houve variagao no teor
de dleo volatil para uma mesma espécie entre diferentes épocas ou locais de coleta,
como observado para E. inulifolium; o mesmo ocorre entre diferentes coletas de uma
espécie em um unico local, como observado para E. polystachyum, cujo teor de 6leo
volatil variou de 0,3% para folhas/inflorescéncias a até 1,6% para as folhas de duas

coletas realizadas em Canela (Abr/05).

41.1.1 Eupatorium inulifolium Kunth

E. inulifolium (= Austroeupatorium inulifolium e Austroeupatorium entreriense
— nome vulgar: Cambara) é uma espécie nativa na América do Sul e América
Central, também encontrada como invasora no Sul da Asia, de habito arbustivo,
densamente ramosa, que atinge até 2,0 m de altura e floresce desde outubro até
maio, no Sul do Brasil (Matzenbacher, 1979). Em Sumatra (Indonésia) esta € uma
das principais espécies utilizadas como cobertura vegetal para o solo
(www.canricastell.net/documentos/Tropical.pdf), tendo grande importancia
agroecondmica devido ao seu crescimento agressivo e grande acumulo de
biomassa, o que proporciona aumento da fertilidade do solo; além da utilizagédo
como cobertura para o solo, esse vegetal pode ser utilizado no controle de outras
plantas daninhas (www.metafro.be/leisa/2000/05-06.pdf) (FRIDAY et al., 1999).
Entretanto, o0 mesmo potencial de crescimento que a torna tdo util na agricultura
indonésia levou o governo australiano a proibir a entrada e o cultivo dessa espécie

em seu territorio (wwf.org.au/publications). Suas folhas podem causar reagdes
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hepatotoxicas quando consumidas por ruminantes e roedores, entretanto, as
substancias quimicas responsaveis por tais reagcbes nao foram identificadas
(SHARMA, 1998).

Neste estudo, foram realizadas seis coletas de E. inulifolium em cinco locais
diferentes (Sao Francisco de Paula, nos Campos de Cima da Serra, Canela, na
Encosta Superior do Nordeste, Morro Reuter, na Encosta Inferior do Nordeste e
Guaiba e Gravatai, na Depresséo Central), todas em plena floragdo. O teor de éleo
volatil entre as diferentes coletas variou de 0,1 a 0,4%, sendo o maior aquele obtido

da planta coletada no municipio de Canela em Abr/05.

Todas as plantas das coletas realizadas em 2005 apresentaram percentagens
muito baixas de monoterpenos, com valores maiores para sesquiterpenos
hidrocarbonados ou oxigenados, ou ainda, compostos alifaticos, dependendo do
local de coleta e do 6rgao analisado. Foram detectados 83 compostos, totalizando
de 89,7 a 99,8% do total dos dleos (Tabela 4.1). As inflorescéncias/folhas das
coletas realizadas nos municipios de Sao Francisco de Paula e Gravatai, RS
(Abr/05) apresentaram o6leo com composicdo quimica semelhante, no qual se
destacam os sesquiterpenos oxigenados (79,4 e 81,9%, respectivamente), sendo
majoritarios o espatulenol (49,9 e 50,5%), o éxido de cariofileno (26,8 e 6,5%) e o
oxido de humuleno | (3,1 e 10,7%). A coleta realizada em Canela, RS (Abr/05)
apresentou perfil diferenciado, pois, além de percentagens maiores dos
sesquiterpenos hidrocarbonados (58,7%) [-cariofileno (11,0%), germacreno D
(19,6%) e biciclogermacreno (22,1%), apresentou dois sesquiterpendides nao
identificados (NI2 e NI5).

Também foram realizadas duas coletas dessa espécie no municipio de
Guaiba (Mar/05 e Abr/06). Da primeira delas foi extraido 6leo volatil das folhas e
inflorescéncias conjuntamente, enquanto da segunda, o 6leo volatil foi obtido de
cada um desses 6rgaos separadamente. O 6leo da primeira coleta apresentou
predominancia de sesquiterpenos hidrocarbonados (75,2%), sendo majoritarios o f3-
cariofileno (23,35%), o germacreno D (12,3%) e o biciclogermacreno (32,8%). As
inflorescéncias e folhas da segunda coleta realizada nesse mesmo municipio no ano

seguinte forneceram Oleos com percentagens maiores de monoterpenos
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hidrocarbonados (43,2 e 29,8%) quando comparadas com as coletas anteriores. Na
fracdo monoterpénica o B-pineno (18,9 e 12,9%) e o mirceno (7,4 e 2,4%) se
destacaram, enquanto que na fragdo sesquiterpénica o B-cariofileno (11,0 e 15,3%),
o germacreno D (13,8 e 17,3%) e o biciclogermacreno (18,4 e 26,5%) foram os

compostos majoritarios.

A planta da coleta realizada no municipio de Morro Reuter apresentou 6leo
volatil com perfil bem diferenciado. Os o6leos das folhas e das inflorescéncias
apresentam composi¢cao quimica qualitativa e quantitativamente diferentes.
Enquanto o d6leo volatil das inflorescéncias era composto principalmente por
substancias de origem alifatica (75,8%), o oOleo das folhas apresentou maior
propor¢cao de compostos sesquiterpénicos (78,9%). Nas flores foram majoritarios os
hidrocarbonetos alifaticos N-tricosano (15,1%), N-pentacosano (13,2%), N-
heptacosano (13,2%) e N-nonacosano (25,9%), enquanto nas folhas o
sesquiterpeno hidrocarbonado [B-cariofileno (39,2%), o sesquiterpeno oxigenado
espatulenol (19,0%) e o aldeido alifatico nonadecanal (8,4%) foram os compostos

mais abundantes.

A presenca de maiores concentracbes de B-pineno e mirceno na coleta
realizada em Guaiba (Abr/06) e a predominéncia de compostos alifaticos no o6leo
volatil das inflorescéncias da coleta de Morro Reuter (out/05) diferenciam essas duas
coletas das demais; e ainda, a presenga de compostos nao identificados na fragcéao
sesquiterpénica do oleo da espécie coletada no municipio de Canela justificaria

estudos posteriores com plantas desse local.

Os oleos volateis obtidos dessa espécie nas coletas de Guaiba, Sao
Francisco de Paula e Gravatai, apesar das grandes diferengcas quantitativas,
guardam certa semelhanga entre si, pois os principais sesquiterpenos oxigenados
identificados nas duas Uultimas podem ser originados pela oxidagcdo dos
sesquiterpenos hidrocarbonados majoritarios no 6leo volatil das plantas coletadas
em Guaiba. Segundo NJOROGE e colaboradores (2003) a estocagem do odleo de
Citrus aurantium L. var. cyathifera a temperatura ambiente promove o aparecimento
de muitos artefatos, tais como produtos de oxidagao, abertura de anel ou rearranjo.

O germacreno D pode se converter em cadinenos, muurolenos e elemenos,
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enquanto o biciclogermacreno pode se converter em sesquiterpenos triciclicos
(aromadendreno, allo-aromadendreno e viridifloreno), os quais podem ainda oxidar-
se, originando espatulenol, globulol, epiglobulol e cadindis. Essas mesmas reagdes
podem ocorrer em meios acidos e sob elevadas temperaturas, como as encontradas
no ambiente de extragdo por hidrodestilagdo em Clevenger (BULOW e KONIG,
2000), entretanto, todos os oito dleos volateis obtidos de E. inulifolium, assim como
0s demais oOleos obtidos no decorrer deste trabalho, foram submetidos ao mesmo
processamento, sendo obtidos de “plantas congeladas” e estocados sob
refrigeragdo, o que torna bastante improvavel que as diferengas observadas na

composicao sejam artefatos oriundos do manuseio da planta ou do 6leo volatil.

Tabela 4.4: Composi¢ao quimica dos 6leos volateis de diferentes coletas de Eupatorium inulifolium
Kunth.

Can/05 SFP/05 Gra/05 MR/05 Gua/05 Gua/06

IR Componente ff ff ff i f ff i f
896 tricicleno 0,1
901 oa-tujeno tr tr tr 0,1 25 25
915 a-pineno 0,1 tr tr 0,2 tr 0,5 44 41
926 a-fencheno tr
966 sabineno tr tr tr tr 0,3 22 1,8
969 pB-pineno 0,3 04 0,2 0,3 0,2 2,0 18,9 12,9
983 mirceno 1,0 tr 0,5 tr 54 74 24
984 N-decano 0,1
992 ©-2-careno tr
995 a-felandreno 1,1 tr tr tr tr
1007 o-terpineno tr
1015 p-cimeno 0,2 tr tr 0,2 tr 0,3 tr
1020 limoneno 0,5 1 0,6 24 4,2 1,8 6,3 43
1031 (Z)-B-ocimeno 0,2 tr tr
1042 (E)-p-ocimeno tr 1,3 14 18
1051 y-terpineno tr tr
1080 terpinoleno 0,1 tr
1092 linalol tr tr
1168 terpinen-4-ol tr
1181 a-terpineol tr
1273 acetato de bornila tr
1324 d-elemeno tr tr tr 0,8 tr
1335 a-cubebeno tr 1,3 tr
1362 a-copaeno 1,2 tr 2,7 0,4
1370 B-bourboneno 0,1 tr 0,6 0,8 tr tr
1375 B-cubebeno 0,1 tr tr tr tr
1378 [-elemeno 0,4 tr tr 0,5 0,7 0,3 0,3
1390 isocariofileno tr
1402 B-cariofileno 11,0 tr 9,1 1,6 39,2 23,3 11,0 15,3
1412 B-gurjuneno tr
1422 aromadendreno 0,1
1423 a-guaieno tr
1437 a-humuleno 0,6 1,1 tr 2,3 2,3 1,5 1,9

deidro-
1440 aromadendreno tr
1441 allo-aromadendreno 0,1
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Tabela 4.4: Cont.

1445

1452
1456
1460
1464
1468
1468
1470

1473

1475
1478
1481
1485
1489
1494
1503

1512

1519
1524
1534
1540
1545
1551
1552
1562

1562

1564
1569
1571

1570

1571
1578

1581

1597

1619
1630
1634
1647
1663
1700
1730
1731
1963
2083
2107
2143

cis-muurola-4(14),5-
dieno
drima-7,9(11)-dieno
cadina-1(6),4-dieno
y-muuroleno
germacreno D
ar-curcumeno
B-selineno

B-ionona

epi-biciclo-
sesquifelandreno
a-selineno
biciclogermacreno
a-muuruleno
germacreno A
B-bisaboleno
y-cadineno
o-cadineno
trans-cadina-1,4-
dieno

a-cadineno
a-calacoreno
elemol

germacreno B

NI1

B-calacoreno
(E)-nerolidol
germacreno D-4-ol
germacreno D-4-ol/
espatulenol
espatulenol

6xido de cariofileno
NI2

oxido de cariofileno/
globulol

globulol

epi-globulol

epoxido de humuleno
I

epoxido de humuleno
Il

1-epi-cubenol
iso-espatulenol
T-cadinol+ T-muurolol
a-cadinol

cadaleno

NI3

NI4

NI5

acido hexadecanoico
linoleato de metila
nonadecanal
acetato de fitila
N-tricosano
N-tetracosano
N-pentacosano
N-heptacosano
N-octacosano
N-nonacosano

0,1

19,6

0,9

22,1
tr
0,8
tr
tr
1,2

0,2
2,3
3,2

0,4

1,0

7,2

0,2
0,3
0,7

13,0

tr
tr
2,0
0,2
6,1
0,4 tr
tr
tr
0,6 1,9 0,1
tr
tr
1,6
50,5 44,9
6,5 26,8
tr
5,5
0,2
10,7 3.1
tr 1,2
0,5 tr
1,8 2,9
4,0
2,9
2,5
0,2
2,1
4,8 15,1
tr 1,9
1.1 13,2
13,2
25,9

tr
2,7

tr

2,2
0,3
0,3
tr
tr
0,3

tr
tr

0,4

19,0

6,2

tr

8,4

0,2

0,3
tr
tr

tr

tr
12,3

0,2

tr

32,8
tr
0,6
tr
0,5
0,8

0,3
tr
tr

0,3
tr

tr

0,9
tr

tr
tr

tr
1,0
tr

13,8 17,3
0,2
18,4 26,5
tr
05 04
tr
0,1
76 55
28 1,7
tr
tr
0,7 0,6
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Tabela 4.4: Cont.
- N-triacontano

- N-hentriacontano 4.1
Total identificado 89,7 92,3 949 910 92,2 94,9 99,8 99,8
MH 3,2 1,4 0,7 36 45 11,4 43,2 29,8
MO tr
SH 58,7 0,6 14,7 9,9 51,2 75,2 454 62,1
SO 28,3 81,9 79,4 1,8 27,7 8,4 11,2 7.8
AL 8,4 75,8 8,8

IR: Indice de Retengdo em coluna DB5; Can: Canela; SFP: Sao Francisco Paula; Gra: Gravatai; MR:
Morro Reuter; Gua: Guaiba; ff: folhas e inflorescéncias; i: inflorescéncias; f: folhas; SFP/05: Coletado
em S&o Francisco de Paula, em abril de 2005; MH: percentagem total de monoterpenos
hidrocarbonados; MO: percentagem total de monoterpenos oxigenados; SH: percentagem total de
sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de sesquiterpenos oxigenados; NI:
compostos nédo identificados. NI1 [m/z (int. rel.): 41(100) 55(47) 79(24) 91(53) 105(47) 109(33)
133(60) 148(21) 161(40) 189(62) 204(52)]; NI2 [m/z (int. rel.): 43(100) 59(94) 77(18) 91(40) 105(29)
115(18) 131(96) 145(51) 159(25) 187(60) 202(34) 220(5)]; NI3 [m/z (int. rel.): 43(100) 55(15) 69(9)
91(10) 107(9) 119(5) 135(14) 153(9) 175(5) 236(1)]; NI4 [m/z (rel int.): 43(100) 55(13) 71(10) 93(11)
107(9) 121(9) 135(18) 153(17) 177(5) 238(1)]; NI5: [m/z (int. rel.): 41(72) 55(20) 77(17) 91(31) 105(23)
115(17) 131(100) 145(53) 159(27) 187(74) 202(37) 220(6)].

Essas diferencas poderiam ser, entretanto, devidas as condigdes
edafoclimaticas sob as quais as plantas se desenvolveram. Tais condi¢des incluem
o solo, responsavel pela nutrigdo e por alguns compostos toxicos a que as plantas
estdo submetidas, a umidade e a insolacdo. Também variam bastante os teores de
umidade em cada solo, o que, juntamente com a altitude pode, teoricamente,

influenciar o conteudo e a composi¢ao quimica do éleo volatil.

Devido as diferentes combinacdes de clima, relevo, umidade, temperatura e
vegetacao, os solos do Rio Grande do Sul podem apresentar grande variabilidade,
com propriedades fisicas e quimicas muito distintas. De modo geral, em Sao
Francisco de Paula (Campos de Cima da Serra) ocorrem solos muito acidos,
pobres em fésforo, com elevado teor de aluminio, composto que é toxico para as
plantas, mas que também contém elevados teores de matéria organica. Em Canela
(Encosta Inferior do Nordeste) os solos sdo bem mais complexos, coexistindo tipos
diferentes de solo em funcéo do relevo, o que dificulta saber qual o tipo presente no
local da coleta. Entretanto, sdo caracteristicas comuns a alguns deles a elevada
acidez e o elevado conteudo de aluminio e a outros o elevado teor de material
organico, a fertilidade quimica e a elevada capacidade de troca catibnica. Esse
ultimo conjunto de caracteristicas também se aplica aos solos encontrados em

Morro Reuter (Encosta Inferior do Nordeste). Em Gravatai (Depresséo Central)
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ocorrem solos com baixa fertilidade natural e baixa saturacdo por bases ou,
dependendo do local, solos com elevada saturagdo por bases. Em Guaiba
(Depressao Central) ocorrem solos com elevados teores de ferro e baixa saturagao
por bases, além de solos com elevada saturagcdo por bases e excesso de sddio
(STRECK et al., 2002)". Dada a grande complexidade dos solos encontrados no
Estado seria necessario determinar com a exatidao o tipo de solo em cada local de
coleta de E. inulifolium para correlacionar essa variavel com as diferencas quali e

quantitativas observadas entre os 6leos volateis obtidos.

A influéncia do tipo de solo sobre o conteudo e a composi¢cao quimica de
oleos volateis foi avaliada em algumas espécies vegetais. Estudos com diferentes
espécimes de Copaifera multijuga na regido amazdnica mostraram que, nessa
espécie, a produgcao de sesquiterpenos foliares nao varia em fungao da composig¢ao
quimica mineral e orgéanica do solo (NASCIMENTO et al., 1986). Mais recentemente,
estudos com uma planta da mesma familia de Eupatorium, mas pertencente a outra
tribo, Achillea millefolium (Anthemideae, Asteraceae), demonstraram que para essa
espécie existe correlagao positiva entre a proporcdo de macroelementos no solo e o
teor de o6leo volatil nas folhas e inflorescéncias da planta, mas nao entre o tipo de
solo e a composi¢édo quimica do 6leo volatil (GUDAITYTE et al., 2007). A salinidade
e a sodicidade do solo, como observada em Guaiba por exemplo, apresentou
influéncia negativa critica sobre o teor de o6leo volatil de varias espécies de
Cymbopogon (SANGWAN et al., 2001). Aléem das caracteristica quimicas,
caracteristicas fisicas do solo também podem influenciar o desenvolvimento das
plantas. Por exemplo, solos arenosos e soltos (como os encontrados em Gravatai)
aquecem mais facilmente e permitem um crescimento mais rapido do que em solos
argilosos e pesados, antecipando assim as fenofases (BANDONI, 2000). Entretanto,
para E. inulifolium, nado foi possivel estabelecer uma correlagdo direta entre o
rendimento em dleo volatil, sua composi¢cao quimica e o tipo de solo, possivelmente

pela influéncia conjunta de outros fatores.

' Tipos de solo segundo Streck et al. (2003): Sao Francisco de Paula - Cambissolos Humicos
aluminicos; Canela: associagédo 1 - Neossolos Litdlicos distroficos, Cambissolos Humicos aluminicos
e Alissolos Hipocromicos orticos; associacdo 2 - Chernossolos Argiluvicos férricos e Neossolos
Litolicos eutroficos chernossolicos; Morro Reuter - Chernossolos Argiluvicos férricos e Neossolos
Litolicos eutréficos chernossdlicos; Gravatai: Argissolos Vermelhos distréficos e Planossolos
Hidromorficos eutroficos arénicos; Guaiba: Argilossolos Vermelhos e Vermelho-amarelos distréficos e
Planossolos Hidromoérficos eutroficos arénicos e solddicos.
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Dentre esses fatores, o clima tem grande importédncia. Na maior parte do
Estado ocorre clima do tipo Cfa, subtropical umido sem estiagem, exceto nos locais
com altitude acima de 600 m onde ocorre clima Cfb, temperado umido sem
estiagem. Existem diferencas quanto as temperaturas médias nas regides, sendo
mais elevadas nas regides Central e Oeste, e mais baixas na serra e encostas.
Quanto as chuvas, no Estado do Rio Grande do Sul ocorre aumento da taxa de
precipitacdo anual quando se desloca de Oeste para Leste, sendo os maiores
indices encontrados nos Campos de Cima da Serra (Sao Francisco de Paula) e no
Planalto Meédio, com uma variagdo consideravel quando comparado com a
Depresséo Central (BRASIL, 1973). Diferengcas na temperatura meédia, na insolagao,
na umidade e na pluviosidade podem acarretar diferencas nas fenofases
(adiantamento ou retardo), correlacionando-se tais fatores com as variagbes naturais
do conteudo volatili nos diferentes estadios vegetativos. Assim, plantas que
cresceram sob insolagdo abundante podem atingir a maturagdo antes de plantas
com a mesma idade, mas que se desenvolveram sob condi¢gdes mais frias, com
menos luminosidade. Como consequéncia disso, em uma mesma época, uma
mesma espécie pode ser coletada em locais diferentes, apresentando-se em
fenofases diferentes, resultando dai uma composicdo quimica diferente no dleo
volatil, por exemplo, uma vez que muitas espécies apresentam variacoes
fenoldgicas no seu teor e composi¢cao quimica (BANDONI, 2000). Para Lavandula
latifolia foi observado aumento do teor de 6leo volatil durante a floracéo e frutificagao
e, paralelamente, variagdo da composi¢ao percentual do 6leo com aumento do
percentual de linalol e diminuicdo da canfora e 1,8-cineol (SALIDO et al., 2004). Em
Asteraceae, Porophyllum ruderale apresenta variagbes no teor e na composi¢ao
quimica do 6leo volatil das folhas a partir do inicio da floragdo, bem como dos botbes
florais e flores durante a floracdo. A principal alteragcdo € a diminuicdo do teor de
oleo da folhas quando inicia a floragdo (FONSCECA et al., 2006). O fotoperiodo
também parece influenciar o rendimento em o6leo volatil e a proporcdo dos seus
componentes. E o caso, por exemplo, de espécies de menta, em que fotoperiodos
curtos aumentam a produgado de oOleo volatil por unidade de massa do vegetal
(FAROOQI et al., 1999). O fotoperiodo parece estar envolvido também na regulagao
da rota metabdlica dos monoterpenos, ativando a rota redutora mentona-mentol em

folhas jovens de menta sob fotoperiodo longo (CLARK et al., 1980), e aumentando a
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producao de citral em Cymbopogon khasianus sob fotoperiodo curto ou escuridao
(VARMA et al., 1985). Para muitas espécies vegetais foram descritas variagcdes
significativas do conteudo de 6leo volatil e da sua composi¢gdo quimica em plantas
(ou drgaos) jovens, durante a floragdo e durante a senescéncia. Entretanto, sem a
analise do solo e sem dados sobre a incidéncia de luz solar e de chuvas no periodo
de desenvolvimento das plantas coletadas ndo é possivel atribuir as variacdes
observadas na composi¢cao do oleo volatil de E. inulifolium as diferencas climaticas

entre as regides de coleta.

Cymbopogon nardus e Cymbopogon pendulus (Poaceae) apresentaram
aumento do conteudo de O6leo volatil por grama de planta fresca apos 90 dias
submetidos a seca moderada; ja o efeito sobre o rendimento por planta foi oposto
(SINGH-SANGWAN et al., 1994). O efeito da seca sobre a producdo de o6leos
volateis, entretanto, € dependente da espécie ou do genotipo em questdo, podendo
variar com a severidade da seca a que a planta estda submetida, causando tanto
aumento quanto decréscimo do teor de dleo volatil (SANGWAN et al., 2001). A seca
também influencia a produgdo de O6leos volateis em Cymbopogon martinii e C.
winterianus, diminuindo o rendimento em 6leo volatil por planta (devido a menor
producado de biomassa) e alterando a propor¢cdo dos componentes de uma mesma
rota metabdlica (geraniol, acetato de geranila, citronelol e citronelal, por exemplo)
provavelmente pelo efeito da falta de agua sobre as enzimas dessas rotas (FATIMA
et al., 2002).

A sazonalidade também tém influéncia marcante sobre a producdo de éleo
volatil em muitas espécies. Varios autores demonstraram que o rendimento de éleo
volatil € maior nos meses quentes para Salvia officinalis, Artemisia dracunculus e
Eucalyptus citriodora (SANGWAN et al., 2001). Um estudo sazonal com Artemisia
campestris (Asteraceae) demonstrou que o teor de dleo volatil dessa espécie
também ¢é maior no verdao do que no inverno. Além disso, o mesmo estudo
evidenciou uma maior percentagem de compostos monoterpénicos nos meses frios,
enquanto nos meses quentes aumenta a percentagem de sesquiterpenos,

especialmente os oxigenados espatulenol e B-eudesmol (AKROUT et al., 2003).
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Além dos fatores abidticos como solo, temperatura, luminosidade e umidade,
fatores genéticos também tém grande influéncia sobre o teor e a composigéo
quimica de 6leo volatil. Em Artemisia annua (Asteraceae) a composi¢ao quimica do
oleo volatil esta sob rigido controle genético, como demonstrado apds o cultivo sob
condigbes controladas de sementes oriundas de diferentes locais: as respectivas
plantas apresentaram oleo volatil muito distinto, caracteristico de cada genotipo
(HOLM et al., 1997). Estudo semelhante com Achillea millefolium mostrou resultados
parecidos (GUDAITYTE et al., 2007).

A determinacdo da extensdo da influéncia das condi¢cdes climaticas e dos
fatores genéticos e fenofasicos sobre o teor e a composi¢édo quimica do 6leo volatil
de E. inulifolium poderia ser determinada através do cultivo, sob condicbes

controladas, de espécimes oriundos de diferentes locais.

Estudos bioldgicos com essa espécie também foram realizados na Bolivia. O
extrato hexadnico e um germacranolideo isolado de seu extrato diclorometano
(neurolenina B) apresentaram atividade antiprotozoaria contra a cepa FCB-2 de
Plasmodium falciparum (LANS, 2007; PABON et al., 2004; BLAIR-TRUJILO et al.,
2002). Outros trabalhos tratam de sua importéncia ambiental. Em Trinidad, as flores
desta mesma espécie vegetal abrigam borboletas do género Panoquina (COCK,
2003). No Rio Grande do Sul, E. inulifolium, juntamente com outras Asteraceas é
indicado como um hospedeiro de dipteros minadores, especialmente do género
Calycomyza, os quais poderiam servir como hospedeiros a parasitdides de
Phyllocnistis citrella Stainton, um dos principais dipteros minadores de citros (dos
SANTOS et al., 2006).

Muitos insetos relacionam-se com plantas pela mediacdo de substancias
quimicas volateis, especialmente terpenos. Dentre estes, o germacreno D exerce
papel importante, por exemplo, entre as mariposas (Heliothis sp. e Helicoverpa sp.,
Ordem Lepidoptera) que possuem receptores olfativos com maior sensibilidade ao
(-)-germacreno D, o enantibmero mais abundante desse composto em plantas
superiores (ROSTELIEN et al., 2000; STRANDEN et al., 2003). Entre estas
mariposas, o germacreno D liberado pelas plantas hospedeiras atua como um

atrator e/ou estimulante da oviposicao em folhas de Nicotiana tabacum e outras
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plantas (STRANDEN et al., 2002). Outra mariposa (Spodoptera sp.) é capaz de
distinguir componentes volateis constitutivos das folhas do algodoeiro (Gossypium
hirsutum), como o B-cariofileno e o a-humuleno, daqueles compostos produzidos por
essa planta em resposta a herbivoria, como o linalol e homoterpenos, evitando
assim a oviposicdo em plantas ja infestadas (JONSON e ANDERSON, 1999). Da
mesma forma, a interacao de diferentes insetos da Ordem Coleoptera com plantas
também se da pela mediacdo de compostos quimicos volateis terpenoidicos
produzidos de modo semelhante (MEINERS et al., 2005). E possivel entdo, que seja
o0 bouquet liberado por E. inulifolium que medeie a atragdo ou repeléncia de

diferentes insetos (Lepidoptera e Diptera) que interagem com essa espécie.

4.1.1.2 Eupatorium bupleurifolium DC.

Eupatorium bupleurifolium (= Campovassouria bupleurifolia — nome vulgar:
vassoura-do-campo) € um arbusto de 1,0 a 2,5 m de altura, ramoso, nativo no Sul do
Brasil, Bolivia, Paraguai, Norte da Argentina e Uruguai, cujo periodo de floragao vai
de outubro a fevereiro. Essa espécie melifera é bastante visitada por abelhas
(Hymenoptera, Apidae) (GONCALVES e MELO, 2005) e tem uso medicinal na
Argentina (HILGERT e GIL, 2006). Em 1983, BOHLMANN e colaboradores isolaram

uma lactona sesquiterpénica do tipo guaiagrazielolideo de extratos dessa planta.

Foram realizadas duas coletas de E. bupleurifolium, em Sao Francisco de
Paula e Morro Reuter, em outubro de 2005, durante o periodo de floragdo. O teor de
oleo volatil variou de 0,2 a 0,4%. Foram identificadas no total 60 componentes no
Oleo das folhas e inflorescéncias das duas coletas (91,1 a 97,9% do total). Os 6leos
volateis das inflorescéncias e das folhas da primeira coleta se caracterizam pela
predominancia de sesquiterpenos oxigenados (74,6 e 64,1%), dentre eles
espatulenol (30,5 e 28,2%), 6xido de cariofileno/globulol (20,1 e 14,8%) e epiglobulol
(14,1 e 15,4%). A segunda coleta apresentou percentagens equilibradas de
monoterpenos e sesquiterpenos nas folhas (49,6 e 47,5%) com predominancia de
sesquiterpenos nas inflorescéncias (68,4%). A fragdo monoterpénica é composta
quase exclusivamente de compostos hidrocarbonados, dentre os quais a-pineno
(12,1 e 15,5%), sabineno (5,1 e 8,9%), B-pineno (4,8 e 7,2%) e limoneno (3,4 e
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8,1%). Na fragdo sesquiterpénica ha maior equilibrio entre o teor de compostos

hidrocarbonados e de compostos oxigenados (37,1 e 31,3% nas inflorescéncias;

27,2 e 20,3% nas folhas). Os compostos majoritarios da fracdo sesquiterpénica do

oleo volatil dessa segunda coleta séo o B-cariofileno (12,6 e 13,4%) e o germacreno
D (10,2 e 6,4%).

Tabela 4.5: Composigdo quimica dos 6leos volateis de duas coletas de Eupatorium bupleurifolium

DC.
IR Componente Sao Francisco de Paula/05 Morro Reuter/05
i f i f
901 a-tujeno tr 0,1
915 a-pineno 0,3 0,8 12,1 15,5
935 canfeno tr tr
966 sabineno 0,2 0,4 5,1 8,9
969 f-pineno 3,4 10,0 4.8 7,2
983 mirceno 0,5 tr 0,9 3,0
992 ©&-2-careno 0,2 1,9
1007 a-terpineno tr
1015 p-cimeno 0,2 tr 0,4 0,7
1020 limoneno 3.1 3,2 3,4 8,1
1031 (Z)-B-ocimeno 0,4 tr
1042 (E)-B-ocimeno 2,3
1051 y-terpineno tr 0,2
1080 terpinoleno tr
1092 linalol 0,4
1121 nopinona tr
1126 trans-pinocarveol 0,5
1130 trans-verbenol tr
1168 terpinen-4-ol 0,5 tr 0,2 1,6
1181 a-terpineol 0,5 tr 0,6 0,2
1185 mirtenal 0,2 tr
1188 mirtenol tr tr
1335 a-cubebeno tr
1362 a-copaeno 0,5 0,9 0,5 04
1370 B-bourboneno tr tr tr tr
1375 B-cubebeno tr tr 0,5 0,3
1378 [B-elemeno tr tr 0,6 0,3
1402 B-cariofileno 29 6,4 12,6 13,4
1422 aromadendreno 0,5 tr tr
1437 a-humuleno tr 1,2 0,9 0,8
1441 allo-aromadendreno 0,2 0,2 tr
1460 y-muuroleno 1,2 0,8
1464 germacreno D 10,2 6,4
1468 [-selineno 0,3
1478 biciclogermacreno 7,3 3,0
1481 a-muuruleno 0,7 0,5 0,3
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Tabela 4.5 : Cont.

1485 germacreno A 0,4 0,2
1494 y-cadineno 0,5 04 0,2 tr
1503 cis-calameneno tr tr tr
1503 &-cadineno tr 0,7 2,0 1,5
1512 trans-cadina-1,4-dieno tr tr
1519 a-cadineno tr tr tr
1524 a-calacoreno tr tr
1540 germacreno B tr
1551 (E)-nerolidol 1,1
1562 germacreno D-4-ol tr
1564 espatulenol 30,5 28,2 8,1 5,2
1569 oxido de cariofileno 2,6
1571 6&xido de cariofileno/globulol 20,1 14,8 7,6
1571 globulol 4.1
1578 epi-globulol 141 15,4 7,0 2,6
1597 epdxido de humuleno 0,8 tr
1619 1-epi-cubenol 0,2
1630 iso-espatulenol tr tr 0,3
1634 T1-cadinol+ T-muurolol 2,2 3,2 1,5 0,7
1638 a-muurolol 0,3 4,7 2,9
1647 a-cadinol 5,6 5,6 1,9 0,9
- N-tricosano 3,0 1,6
- N-tetracosano tr
- N-pentacosano 1,0
Total identificado 93,9 91,1 95,7 97,9
MH 7,7 14,4 27,2 47,8
MO 2,1 tr 0,7 1,8
SH 5,6 9,6 371 27,2
SO 74,6 67,1 31,3 20,3
AL 4,0 - - 1,6

IR: indice de Retengdo em coluna DBS5; i: inflorescéncias; f: folhas; MH: percentagem total de
monoterpenos hidrocarbonados; MO: percentagem total de monoterpenos oxigenados; SH:
percentagem total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de sesquiterpenos
oxigenados; AL: percentagem total de compostos alifaticos.

Os oleos volateis obtidos tanto das folhas como das inflorescéncias de
plantas de ambas as coletas apresentaram composicdo quimica qualitativamente
bastante semelhante, exceto pela auséncia de germacreno D e biciclogermacreno
na coleta de S&o Francisco de Paula. Como ja foi comentado em relagdo aos 6leos
volateis de E. inulifolium, esses dois compostos hidrocarbonados podem sofrer
rearranjos e oxidagdes diversas, enzimaticas ou n&o, originando diferentes
sesquiterpenos e sesquiterpendides (conforme Esquema 4.1) (BULOW e KONIG,
2000).
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Esquema 4.1: Produtos da ciclizagdo 1,10 e 1,11 do pirofosfato de farnesila. 1 - cation humulila
(produto da ciclizagédo 1-11 do pirofosfato de farnesila); 2 - cation germacrila (produto da ciclizagao 1-

10 do pirofosfato de farnesila); 3 — cation cariofilila.

ciclizagdo 1-11 do pirofosfato de farnesila (Esquema 4.1).

Essas correlacbes também podem ser observadas entre os humulanos e

cariofilanos (a-humuleno, epoxido de humuleno I, B-cariofileno, éxido de cariofileno),

todos os quais tém como precursor o cation humulila (1), formado através da
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ciclizacdo 1-10 do mesmo precursor forma o cation germacrila (2), do qual se
formam os germacrenos e, pelo rearranjo destes, os elemanos, os cadinanos
(cadinenos e muurolenos) e os aromadendranos. Dessa forma, os compostos da
fracdo sesquiterpénica dos 6leos volateis de ambas as coletas de E. bupleurifolium

pertencem principalmente as rotas dos cariofilanos/humulanos e dos germacranos.

4.1.1.3 Eupatorium tweedieanum Hook. & Arn.

Eupatorium tweedieanum (= Hatschbachiella tweedieana e Austroeupatorium
tweedieanum) € um subarbusto de 30 a 70 cm de altura, nativo no Sul do Brasil,

Uruguai e Nordeste da Argentina, apresentando flores brancas no outono.

Foram realizadas coletas de E. tweedieanum nos municipios de Canela
(Abr/05) e Viamao (Mar/06). Houve grande variagdo no teor de 6leo volatil entre as
plantas coletadas nas duas localidades (Tabela 4.1), como também na composi¢ao
qualitativa e quantitativa (Tabela 4.6). Os 6leos volateis obtidos das inflorescéncias e
das folhas da primeira coleta, realizada em Canela, sdo muito semelhantes entre si,
caracterizando-se pela presenga de proporgdes semelhantes de monoterpenos e
sesquiterpenos hidrocarbonados (41,2 e 49,0%), entre os quais sdo majoritarios o a-
felandreno (11,4 e 11,6%) e o p-cimeno (13,9 e 8,9%) para a primeira classe, e o B-
cariofileno (14,7 e 19,8%) e o biciclogermacreno (20,0 e 23,3%) para a segunda. O
Oleo volatil das plantas coletadas em Viamao/RS, apresentou grande variagcao
qualitativa entre as folhas e as inflorescéncias, com predominancia de monoterpenos
hidrocarbonados nas folhas (B-pineno (33,1%) e B-felandreno (29,7%)) e de trés
sesquiterpenos oxigenados nao identificados nas inflorescéncias. Nao foram
detectados monoterpenos hidrocarbonados no 6leo volatil das folhas dessa segunda

coleta.

A ocorréncia de variagdes qualitativas € incomum nos dleos volateis dos
diferentes 6rgaos de espécies de Eupatorium estudadas neste trabalho, entretanto,
ja foi relatada para E. betoniciiforme, em que ocorre grande variagdo entre os oleos
volateis das partes aéreas e raizes (ALBUQUERQUE et al., 2004).
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Tabela 4.6: Composicdo quimica dos Oleos volateis de diferentes
tweedieanum Hook. & Arn.

coletas de Eupatorium

IR Componente Canela/05 Viamao/06
i f i f

901 a-tujeno 0,2 0,1 tr
915  a-pineno 36 20 3.1
966  sabineno 1,3 0,6 3,5
969 B-pineno 0,7 0,4 331
983  deidro-1,8-cineol tr
983  mirceno 0,4 0,2 0,9
992  &-2-careno 3,9 3,0
995 a-felandreno 1,4 11,6 tr
1007 a-terpineno tr
1015 p-cimeno 13,9 8,9 tr
1020 limoneno 5,6 3,8
1021 B-felandreno 29,7
1031  (Z2)-B-ocimeno tr
1042 (E)-B-ocimeno 03 04 tr
1051  y-terpineno tr tr tr
1080 terpinoleno tr tr
1168 terpinen-4-ol tr tr tr
1181  a-terpineol tr tr tr
1324  &-elemeno tr tr tr
1335 a-cubebeno tr tr tr
1362 a-copaeno 0,9 tr 0,3
1370 B-bourboneno 0,2
1375 B-cubebeno tr tr tr
1374  sesquitujeno 0,7 tr
1378 B-elemeno 0,7 1,0 tr
1394  cipereno 0,9
1402 B-cariofileno 14,7 19,8 8,1 5,3
1420 a-trans-bergamoteno tr tr
1422 aromadendreno tr tr 0,2
1432  (Z)-B-farneseno tr
1437 a-humuleno 1,2 1,4 1,1 tr
1440 (E)-B-farneseno 0,3
1441  allo-aromadendreno 0,3 0,5 tr
1460 y-muuroleno 0,3 0,3
1464 germacrenoD 2,4 0,7 16,3 12,3
1468 [-selineno 0,5 0,3
1473  epi-biciclosesquifelandreno 0,2 tr 0,1
1478 biciclogermacreno 20,0 23,3 6,0 7,4
1481  a-muuruleno 0,7 1,1 tr tr
1485 germacreno A 1,4 2,1 tr tr
1594  B-curcumeno tr
1494  y-cadineno 0,7 1,2 0,1 tr
1503 cis-calameneno tr
1503 &-cadineno 4.4 4,7 1,6 0,9
1504 B-cadineno tr
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Tabela 4.6: Cont.

1512  trans-cadina-1,4-dieno tr tr tr
1519 a-cadineno tr 0,1 tr
1524  a-calacoreno tr
1527 hidrato de cis-sesquisabineno 0,6
1540 germacreno B 1,3 2,7
1551  (E)-nerolidol 0,5
1562 germacreno D-4-ol tr 0,4
1564 espatulenol 5,8 2,2
1569  o&xido de cariofileno 0,7 tr
1571  globulol 0,4 tr
1578 epi-globulol 0,7
1619  1-epi-cubenol 0,1
1630 iso-espatulenol 0,5
1634  t-cadinol+ T-muurolol 1,0 tr
1638 a-muurolol 0,3
1642 B-eudesmol tr
1647 a-cadinol 2,0 0,8
1770 NI 14,7
1891 NI2 14,6
1963 4acido hexadecanoico 2,0
2104 nonadecanal tr
2146  NI3 9,7
- N-docosano 0,7
- N-tricosano 0,9
- N-tetracosano 0,4
- N-pentacosano tr
- N-heptacosano 1,5
- N-octacosano tr
Total 90,2 90,0 93,0 999
MH 41,2 30,8 - 70,3
MO tr tr tr -
SH 49,0 58,7 36,3 26,2
SO - 04 51,3 34
AL - - 54 -

IR: indice de Retengdo em coluna DBS5; i: inflorescéncias; f: folhas; MH: percentagem total de
monoterpenos  hidrocarbonados; MO: monoterpenos  oxigenados; SH: sesquiterpenos
hidrocarbonados; SO: sesquiterpenos oxigenados; NI: compostos nao identificados. NI: compostos
nao identificados. NI1 [m/z (rel int.): 43(28) 63(12) 77(8) 92(17) 128(22) 157(50) 185(100) 200(49)];
NI2 [m/z (rel int.): 43(40) 69(21) 100(20) 115(19) 173(27) 201(100) 216(74)]; NI3 [m/z (rel int.):
43(100) 55(51) 83(62) 157(11) 185(38) 200(37)]

O pirofosfato de geranila (Esquema 4.2), precursor inicial dos monoterpenos,
isomeriza-se a pirofosfato de linalila, o qual pode ciclizar-se, originando o cation a-
terpinila (1). O deslocamento 1,3-H entre os carbonos C3 e C8 desse cation origina
o cation 4 S-terpinen-3-ila (2), precursor dos felandrenos: a abstragao dos prétons H6

ou H7 estabilizara o cation, formando o a-felandreno e o B-felandreno,
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respectivamente. Alternativamente, o cation a-terpinila (1) pode originar o cation
pinila (3), através da formacdo de um anel ciclobutano (ciclizagcdo C2-C8): esse
cation pode ser estabilizado de forma semelhante pela abstragdo de prétons,
formando o a-pineno ou o B-pineno. Uma terceira via forma o limoneno e os
terpinenos. O p-cimeno, tido como precursor hidrocarbonado do timol e do carvacrol,
pode ser formado pela isomerizagao do 1,3,8-p-mentatrieno ou pela aromatizacao
do y-terpineno (POULOSE e CROTEAU, 1978a; POULOSE e CROTEAU, 1978b).

opPP OPP
A P
| —> |
pirofosfato de geranila pirofosfato de linalila g9
o-felandreno
deslocamento 1,3-H @ g
_— e S
H®
B-felandreno
a
H @ AN
e limoneno
: N C
&P “o
SRR =
o-pineno B-pineno /f §

y-terpineno p-cimenc

Esquema 4.2: Formagao de felandrenos, pinenos, limoneno e p-cimeno, monoterpenos majoritarios
nos o6leos volateis de Eupatorium tweedieanum Hook. & Arn. OPP (pirofosfato). Cation a-terpinila (1),
céation 4S-terpinen-3-ila (2) e cation pinila (3) (Adaptado de LAFEVER e CROTEAU, 1993; HYATT e
CROTEAU, 2005; EI TAMER et al., 2003; BOHLMANN et al., 2000)
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41.1.4 Eupatorium spathulatum Hook. & Arn. e E. polystachyum DC.

Eupatorium spathulatum (= Disynaphia spathulata.— nome vulgar: macelinha]
€ um subarbusto de até 1,5 m com flores rosadas, nativo do Sul do Brasil e Uruguai.
Eupatorium polystachyum (= Raulinoreitzia crenulata) € um arbusto de mais ou
menos 2 m de altura, com flores brancas, nativo do Centro, Sul e Nordeste do Brasil,
Peru, Bolivia e Norte da Argentina, cujo periodo de floragdo se estende de janeiro a

maio.

Foram realizadas duas coletas das espécies E. spathulatum e E.
polystachyum, respectivamente, nos municipios de Gravatai e Canela. Os
rendimentos em Oleos volateis para as duas coletas de E. spatulathum foram
semelhantes, apesar do estadio vegetativo diferente em que se encontravam os
espécimes coletados. Quanto a composi¢cao quimica do 6leo volatil dessa espécie,
as inflorescéncias e folhas da primeira coleta (Abr/05) apresentaram composigéo
quimica bastante semelhante (Tabela 4.7), com predominancia de monoterpenos
hidrocarbonados (56,8 e 58,9%), especialmente a-pineno (7,0 e 11,6%) e B-pineno
(14,9 e 24,1%), limoneno (12,2 e 13,1%) e (E)-B-ocimeno (13,3 e 2,3%). Ja a
segunda coleta em estadio vegetativo apresentou padrdo quantitativamente muito
distinto, no qual predominaram os sesquiterpenos oxigenados (64,1%), sendo
majoritarios o espatulenol (22,6%), 6xido de cariofileno/globulol (11,5%) e a-cadinol
(12,0%).

As coletas de E. polystachyum apresentaram rendimento bastante diferente,
mesmo estando ambas floridas e sendo provenientes do mesmo municipio. Sua
composi¢cdo quimica, no entanto, foi semelhante, com ligeira predominancia de
monoterpenos hidrocarbonados sobre os sesquiterpenos. Entre os monoterpenos
destacam-se o (B-pineno e o limoneno, e entre os sesquiterpenos o B-cariofileno, o
germacreno D e o biciclogermacreno. Na primeira coleta também ha percentagem
expressiva de mirceno, enquanto na segunda ha percentagens maiores de a-pineno

e a-tujeno (os dados da primeira coleta originaram o artigo apresentado no Anexo 4).

Na fracdo sesquiterpénica dos Oleos volateis de E. spathulatum e E.

polystachyum pode-se observar a presencga de trés compostos principais no periodo
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de floracdo (coletas do més de abril), os sesquiterpenos hidrocarbonados [3-
cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno. Para E. spathulatum, foi observado
ainda maior abundancia de compostos oxigenados no periodo vegetativo (més de
outubro): 6xido de cariofileno, espatulenol, globulol e a-cadinol. No Esquema 4.1 (E.

inulifolium) sao apresentadas as relacdes biogenéticas entre esses compostos.

Tabela 4.7: Composigao quimica dos 6leos volateis de Eupatorium spathulatum Hook. & Arn. e

Eupatorium polystachyum DC.

E. spathulatum

E. polystachyum

IR Componente Abr/05 Out/05 Abr/05 Abr/05

i f f i f ff

878 santolinatrieno tr tr 0,7 0,3 tr

901 «a-tujeno 0,3 04 tr 0,1 0,3 71

915 a-pineno 70 11,6 2,3 30 58 14,6

926 a-fencheno tr tr

941 tuja-2,4(10)-dieno tr

966 sabineno 1,3 1,9 0,6 2,3 3,8 3.1

969 pB-pineno 14,9 241 10,8 9,8 14,7 191

983 mirceno 6,5 5,1 0,2 10,8 15,3 6,4

992 &-2-careno 0,1 tr 09 04 0,1

995 a-felandreno tr 0,2 0,1 tr

1007 a-terpineno 0,2 tr 0,1 tr

1015 p-cimeno 02 03 0,7 05 04 0,2

1020 limoneno 12,2 131 2,3 20,5 22,8 8,0

1031 (2)-B-ocimeno 0,5 0,1 05 0,3 tr

1042 (E)-B-ocimeno 13,3 23 25 17 0,8

1051 y-terpineno 04 0,2 0,2

1080 terpinoleno 0,2 0,1

1092 linalol 0,3 1,3 0,3

1096 1,3,8-p-mentatrieno tr

1118 a-canfolenal tr

1121 nopinona 0,2

1126 trans-pinocarveol tr tr 0,9 tr

1128 trans-sabinol tr

1130 trans-verbenol tr tr tr

1148 pinocarvona tr tr

1168 terpinen-4-ol 0,8 0,3 tr 0,2 0,2

1172 criptona 0,4

1181 a-terpineol 06 0,7 0,4 tr tr

1185 mirtenal 0,5 tr

1188 mirtenol 0,4 tr

1216 verbenona tr

1225 éter timol-metilico tr

1224 carvona tr

1273 acetato de bornila tr

1285 acetato de frans-sabinila tr
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1289
1324
1335
1351
1362
1368
1369
1370
1375
1378
1394
1392
1402
1422
1437
1441
1456
1460
1464
1468
1468
1473
1478
1478
1481
1485
1494
1502
1502
1503
1504
1512
1519
1524
1551
1562
1564
1564
1569
1571
1571
1578
1581
1597
1619
1630
1634
1638

acetato de trans-pinocarvila
0-elemeno
a-cubebeno

acetato de nerila
a-copaeno

acetato de frans-mirtanol
acetato de geranila
B-bourboneno
B-cubebeno
B-elemeno
a-gurjuneno
1,7-di-epi-B-cedreno
B-cariofileno
aromadendreno
a-humuleno
allo-aromadendreno
cadina-1(6),4-dieno
y-muuroleno
germacreno D
ar-curcumeno
B-selineno
epi-biciclosesquifelandreno
a-selineno
biciclogermacreno
a-muuruleno
germacreno A
y-cadineno
cis-cadina-1,4-dieno
cis-calameneno
0-cadineno
B-cadineno
trans-cadina-1,4-dieno
a-cadineno
a-calacoreno
(E)-nerolidol
germacreno D-4-ol

germacreno D-4ol/espatulenol

espatulenol

oxido de cariofileno
6xido de cariofileno/globulol
globulol

epi-globulol

epoxido de humuleno |
epoxido de humuleno II
1-epi-cubenol
iso-espatulenol
T-cadinol+ T-muurolol
a-muurolol

tr
tr
tr
0,4
tr

tr

tr
0,4

tr

7,5
0,1
0,7
0,3
tr
0,2
6,5

tr
tr

6,7
0,7
0,5
0,5

3,2
tr
tr
tr
tr

0,5

4.2
0,4
1,1
0,2
tr
0,3

2,2
0,4

tr

tr

tr
0,5

0,1
0,6

7,0

0,8
0,3

5,6

tr

tr

tr
34
0,6
0,8
0,3

tr
1,9
tr
tr
tr
tr
0,5

57
1,0

0,7

0,1
0,7
2,0
0,4

tr

tr
2,4
0,6

1,7

tr
2,4

tr
0,6
0,5

tr

tr

0,7
tr
tr
tr

1,2

0,5
tr

tr
tr
1,3

22,6
11,5
5,9
1,1
1,3

0,5

57
1,5

tr
tr
tr
0,2 0,1
15,4 10,4
0,2 0,4
0,8 0,6
tr
94 7,2
19,2 12,0
0,3 tr
0,5 0,2
0,2
1 0,9
tr
tr
0,5
0,4
tr
0,2 0,3
0,5

tr
tr
tr

0,4

0,2

0,2
0,2

7,3

0,2

0,2
0.3

9,7
0,4
0.3
0,2

1,4
tr
tr
tr

3,1

1,4

0,2
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Tabela 4.7: Cont.

1642 [-eudesmol tr 0,7

1647 a-cadinol 3,3 3,2 12,0
Total 98,7 974 956 99,2 993 97,8
MH 56,8 58,9 17 51,7 659 595
MO 16 23 7,1 - 0,2 0,2
SH 27,8 21,8 7.4 46,9 32 33,3
SO 126 144 641 07 1.2 4,7

IR: indice de Retengdo em coluna DBS5; ff: folhas e inflorescéncias; i: inflorescéncias; f: folhas; MH: percentagem
total de monoterpenos hidrocarbonados; MO: percentagem total de monoterpenos oxigenados; SH: percentagem

total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de sesquiterpenos oxigenados.
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Esquema 4.3: Formagao dos pinenos, limoneno, a-tujeno, mirceno e (E)-B-ocimeno, principais
monoterpenos presentes nos o6leos volateis de Eupatorium spathulatum Hook. & Arn. e Eupatorium
polystachyum DC. Os cations numerados sao linalila (1), a-terpinila (2), terpinen-4-ila (3), tujila (4) e
pinila (5) (Adaptado de LAFEVER e CROTEAU, 1993; HYATT e CROTEAU, 2005; El TAMER et al.,

2003; BOHLMANN et al., 2000).
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Na fragcdo monoterpénica dos 6leos volateis de E. spathulatum coletado em
sua fase reprodutiva foram observados cinco compostos majoritarios: os
monoterpenos aciclicos mirceno e (E)-p-ocimeno, o p-mentano limoneno e os
pinanos a- e B-pineno. No Esquema 4.3 sédo apresentadas as relagdes biogenéticas
entre esses cinco compostos e sua formagao a partir dos cations linalila (1), a-
terpinila (2) e pinila (5), respectivamente. Em uma das coletas de E. polystachyum foi
observado, além desses compostos, o tujano a-tujeno, em percentagem elevada. A
formacao desse composto e de seu isdbmero sabineno a partir dos cations terpinen-

4-ila (3) e tujila (4) também se encontram explicitada no Esquema 4.3.

4.1.1.5 Eupatorium oblongifolium (Spreng.) Baker, E. tanacetifolium
Gillies ex Hook. & Arn., E. ligulifolium Hook. & Arn., E. tremulum Hook. & Arn. e
E. lanigerum Hook. & Arn.

Eupatorium oblongifolium (= Stomatanthes oblongifolius — nome vulgar: erva-
de-lagarto, erva-de-nossa-senhora) € um subarbusto com até 1,10 m de altura,
nativo do Sul do Brasil, Uruguai, Paraguai e Nordeste da Argentina, que apresenta
flores branco-esverdeadas e cujo periodo de floragdo vai de margo a maio (forte

cheiro de cumarina).

Eupatorium tanacetifolium (= Gyptis pinnatifida — nome vulgar: “Mafuéke”,
nome dado pelos indios Araucanianos) € uma erva perene de 20 a 50 cm de altura,
nativa do Sul do Brasil, Uruguai, Nordeste e Centro da Argentina, com flores
rosadas, cujo periodo de floragao vai de outubro a janeiro. Essa espécie € bastante
visitada por abelhas (Hymenoptera, Apidae) (GONCALVES e MELLO, 2005).
Segundo ROZEMBLUM e col. (1988) essa espécie se reproduz por apomixia devido
a inviabilidade dos graos de pdlen, resultando em que cada populagdo € um clone

OU uma microespecie.

Eupatorium ligulifolium (= Disynaphia ligulifolia) € um subarbusto de 0,5 a 1,5
m de altura, nativo do Sul do Brasil, com flores rosadas lilases ou rosa-carmim, cujo

periodo de floracao vai de janeiro a abril. E muito semelhante a E. spathulatum.
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Eupatorium tremulum (= Raulinoreitzia tremula — nome vulgar: chirca) € um
arbusto densamente ramoso de 2-3 m de altura, nativo do Sul do Brasil, Uruguai e

Nordeste da Argentina, cujas flores violaceas surgem no final do outono.

Eupatorium lanigerum (= Gyptis lanigera) é uma erva perene de 50-100 cm de
altura, nativa do Sul do Brasil, Uruguai, Paraguai, Norte da Argentina e Sul da
Bolivia. Possui flores lilases, rosadas ou brancas e seu periodo de floragao vai de

setembro a marco.

Foi realizada uma coleta de cada uma das espécies, todas em plena floracao,
analisando-se o d6leo volatil das inflorescéncias e das flores, separadamente. O teor
de dleo volatil variou de 0,1 a 1,0% para as folhas e de 0,5 a 0,7% para as flores,

sendo o maior rendimento obtido para E. tremulum (1,0 e 0,7 %, respectivamente).

Dentre as cinco espécies, o Oleo volatil das folhas/inflorescéncias de E.
oblongifolium se diferencia dos demais pela maior propor¢cdo de monoterpenos
hidrocarbonados (52,2 e 47,3% para inflorescéncias e folhas, respectivamente);
Eupatorium tanacetifolium se caracteriza pela predominédncia de sesquiterpenos
oxigenados (38,4 e 76,4%) e pela presenga de compostos alifaticos nas
inflorescéncias (30,0%); Eupatorium ligulifolium se caracteriza pela predominancia
de sesquiterpenos, hidrocarbonados nas inflorescéncias (51,5%) e oxigenados nas
folhas (70,0%). Em E. tremulum ocorrem quantidades equivalentes de
sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados (49,7 e 34,3% nas inflorescéncias e
46,0 e 51,2% nas folhas). As folhas/inflorescéncias de E. lanigerum apresentam
maior propor¢ao de sesquiterpenos hidrocarbonados (57,2%). O 6leo extraido de
seus ramos apresenta propor¢cdo equilibrada de compostos sesquiterpénicos
hidrocarbonados (32,9%) e oxigenados (34,6%).

No o6leo volatil de E. oblongifolium, o unico desse grupo com predominancia
de monoterpenos, ha grande semelhanga qualitativa e quantitativa entre as folhas e
inflorescéncias, sendo compostos majoritarios os pinenos a-pineno (8,6 e 7,5%) e [3-
pineno (18,8 e 18,5%) e limoneno/B-felandreno (19,3 e 15,9%). O composto B-

felandreno havia sido identificado também no 6leo volatii das folhas de E.
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tweedieanum coletado em Viamao. Entre os sesquiterpenos destacam-se o [3-
cariofileno (15, 0 e 13, 2%) e o germacreno D (20,5 e 26,6%), com quantidades

pouco expressivas de biciclogermacreno (3,8 e 4,1%).

Eupatorium tanacetifolium apresenta 6leo com composic¢ao distinta nas folhas
e inflorescéncias. O O6leo das folhas é caracterizado pela predominéncia de
espatulenol (38,8%), 6xido de cariofileno/globulol (15,9%) e a-cadinol (10,8%), muito
semelhante ao 6leo das folhas de E. spathulatum coletado em estadio vegetativo na
mesma época. Suas inflorescéncias, entretanto, apresentam uma mistura dos
sesquiterpendides germacreno D-4-ol e espatulenol (19,5%) e um composto
alifatico, o N-tricosano (10,4%), como componentes majoritarios. Essa composic¢ao é
muito semelhante aquela do éleo das inflorescéncias de uma das coletas de E.

bupleurifolium obtidas na mesma época.

Os oleos volateis obtidos das folhas e inflorescéncias de E. ligulifolium
também diferem quantitativamente entre si. Nas inflorescéncias ha maior
percentagem dos sesquiterpenos hidrocarbonados (51,5%) germacreno D (18,8%) e
biciclogermacreno (11,6%), juntamente com os sesquiterpenos oxigenados T-
cadinol/T-muurolol (7,9%) e a-cadinol (14,6%); enquanto nas folhas, além de T1-
cadinol/T-muurolol (13,3%) e a-cadinol (23,9%), ocorrem espatulenol (11,8%) e epi-
globulol (8,8%), os quais podem ser formados pela oxidagdo do germacreno D e do
biciclogermacreno (BULOW e KONIG, 2000; TOYOTA et al, 1996) que foram

identificados como tragcos ou nao detectados no 6leo das folhas.

A composicdo quimica dos Oleos volateis das folhas e das inflorescéncias de
E. tremulum é bastante semelhante, com predominancia de sesquiterpenos (97,2 e
84,0 %). Dentre os sesquiterpenos hidrocarbonados (46,0 e 49,7%) predominam os
compostos de nucleo bisabolano: 3-bisaboleno (15,5 e 17,1%) e B-sesquifelandreno
(79 e 7,1%). Dentre os sesquiterpenos oxigenados sao majoritarios o
furanocadinano verbocidentafurano (16,1 e 11,6%) e o epi-a-bisabolol (9,6 € 10,7%).
A presenca de compostos sesquiterpénicos com nucleo bisabolano ndo é comum na
maioria das outras espécies dessa secao de Eupatorium avaliadas neste trabalho.

Além desses compostos, foram detectadas quatro outras substancias com
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concentragdes variando de 3,6 a 14,7% para as quais nao foi possivel realizar a

identificagéo.

Eupatorium lanigerum apresenta B-cariofileno (23,4%), germacreno D (13,0%)
e biciclogermacreno (14,4%) como compostos majoritarios da fragao sesquiterpénica
hidrocarbonada. Na fragdo oxigenada destaca-se o espatulenol (8,1%). O dleo volatil
dos ramos apresenta germacreno D (10,7%) e biciclogermacreno (10,6%) como
componentes principais da fragcdo sesquiterpénica hidrocarbonada, com
percentagem menor de B-cariofileno (3,9%) e maior de espatulenol (24,3%). Além
disso, a fragéo alifatica desse 6leo se caracteriza pela presenca de 15,6% de acido

hexadecandico.

Tabela 4.8: Composigao quimica dos 6leos volateis de Eupatorium oblongifolium (Spreng.) Baker, E.
tanacetifolium Gillies ex Hook. & Arn., E. ligulifolium Hook. & Arn., E. tremulum Hook. & Arn. e E.
lanigerum Hook. & Arn.

oblong tanac ligul trem lanig
IR Componente Via/06 Gra/05 Via/06 Gua/05 Via/06
i f i f i f i f ff r
880 santolinatrieno tr 1,6
896 tricicleno tr
901 a-tujeno 0,1 0,1 0,2 0,5 tr
915 «a-pineno 8,6 7,5 0,2 1,0 2,6 0,3 1,0 tr tr
926 a-fencheno
935 canfeno tr tr tr
941 tuja-2,4(10)-dieno
966 sabineno 2,2 1,9 tr 0,3 0,8 0,1 0,2 0,2 tr
969 [-pineno 18,8 18,5 0,9 5,2 94 0,7 2,7 1,1 tr
983 mirceno 1,4 1,2 tr tr 2,2 0,4 0,1 0,2 tr
992 ©&-2-careno 0,2 tr tr
995 a-felandreno 0,1 0,1 tr tr
1007 o-terpineno tr tr tr tr
1015 p-cimeno tr tr tr 0,1 0,1 0,1 0,2 tr
1020 limoneno tr 0,8 0,7 1,2 0,1 1,3 tr
limoneno/
1020 B-felandreno 19,3 15,9
1031 (Z)-B-ocimeno tr 2,2 tr 0,4
1042 (E)-B-ocimeno 1,9 4,2 1,2 0,6
1051 vy-terpineno tr tr tr
1080 terpinoleno tr tr tr tr
1092 linalol tr tr 0,3 tr
1121 nopinona tr
1126 trans-pinovcarveol 0,2
1130 trans-verbenol tr
1148 pinocarvona tr
1168 terpinen-4-ol tr tr 0,3 tr tr 0,4 1,9
1181 a-terpineol tr tr 0,4 tr tr tr 0,4
1185 mirtenal tr tr
1188 mirtenol tr tr
1324 &-elemeno tr tr tr tr tr tr
1335 a-cubebeno tr tr tr
1351 acetato de nerila tr tr 0,5
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Tabela 4.8: Cont.

1362
1369
1370
1375
1378
1385
1397
1398
1402
1420
1422
1426
1437
1439
1441
1442

1456

1459
1460
1464
1468
1468

1473

1478
1481
1484
1485
1489
1490
1494
1497
1496
1499
1502
1503
1503
1512
1515
1519
1523
1524
1529
1534
1540
1551
1551
1562

1563

1564
1625
1569

1570

1571
1578

a-copaeno
acetato de geranila
B-bourboneno
B-cubebeno
B-elemeno

cipereno

a-cedreno
1,7-di-epi-B-cedreno
B-cariofileno
a-trans-bergamoteno
aromadendreno
(Z)-B-farneseno
a-humuleno
(E)-B-farneseno
allo-aromadendreno
B-santaleno
cis-cadina-1(6),4-
dieno

B-chamigreno
y-muuroleno
germacreno D

NI1

B-selineno

epi-
biciclosesquifelandren
o]
biciclogermacreno
a-muuruleno
a/B-chamigreno
germacreno A
B-bisaboleno
(E,E)-a-farneseno
y-cadineno
(Z)-a-bisaboleno
(Z)-y-bisaboleno
O0-amorfeno
cis-calameneno
d-cadineno
B-cadineno
trans-cadina-1,4-dieno
B-sesquifelandreno
a-cadineno
liguléxido
a-calacoreno

NI2

elemol

germacreno B
B-calacoreno
(E)-nerolidol
germacreno D-4-ol
germacreno D-4-ol/
espatulenol
espatulenol

NI3

o6xido de cariofileno
6xido de cariofileno/
globulol

globulol

epi-globulol

0,1

tr
tr
tr

15

0,7

0,1

20,5

tr

tr

tr

0,5

0,4

0,5
3,4

13,2

0,7

0,2

26,6

tr

4,1

0,1

tr

0,5

1,5

0,3

0,4
2,9

tr
tr

tr
tr

6,1
tr
tr

1,0

0,2

tr
6,4

tr

8,4
tr

0,2

tr

1,5
tr
tr
tr

0,7

1,0
tr

tr
0,5

tr
5,9

tr
1,4

1,7

0,9

tr

0,3

0,7

tr

tr

1,5
tr

tr

38,8

0,8

tr
1,5

0.4

0,3
18,8

tr

11,6

1,3
0,2
0,9

tr

tr
6,7

tr
0,2

0,4

tr

4,3

0,4
tr

tr
1,4

2,8
tr
1,0

0,3

0,7
tr

tr

1,8
tr
tr

1,4

0,8
tr
0,8
tr
tr

tr

tr
0,7

0,1

3,3
0,6

55
tr

10,5

0,8

15,5

1,8

7,9
0,7

3,6

6,6

0,4

4,7

tr

11,7

0,6

171

1,1

71

0,6

tr
7,5

1,2

tr
1,5

tr
tr
23,4
tr
tr

1,0
tr

tr

13,0
0,9
0,2

14,4
tr

0,1

tr

1,5

tr

tr

tr

0,5

tr

8,1

24

0,2

0,9
tr
1,0
0,4
tr
tr
3,9
tr
0,2

0,8
tr

tr

10,7

1,4

10,6
tr

0,3
tr

1.1

tr
1,1
tr
tr

tr

tr
tr

24,3

24

1,2



Tabela 4.8: Cont.

1581 o6xido de humuleno | 0,6 1
1597 ©&poxido de r 17 0.8
humuleno Il
1615 1-10-di-epi-cubenol tr
1619 1-epi-cubenol 04 0,8 0,3 0,3
1630 iso-espatulenol 0,1 0,2 1,2 tr 0,6 2,8
1634 T-cadinol+ - 03 02 27 48 79 133 04 09
muurolol
1638 a-muurolol tr 0,1 0,4 0,7 1,4 2,6 0,2 0,8
1642 B-eudesmol 2,4 1,3 0,2 0,3 0,3
1647 a-cadinol 0,7 0,4 6,1 10,8 14,6 23,9 0,5 1,7
1662 verbocidentafurano 16,1 11,6
1680 epi-a-bisabolol 9,6 10,7
1727 levigatina 0,4
1795 N-octadecano 4.4
1856 NI4 14,7 3,6
1914 hex_adecanoato de 05
metila
1963 acido hexadecanodico 2,5 50 15,6
1967 N-eicosano tr
2102 nonadecanal 1,2
2180 N-heneicosano tr
- N-docosano 41
- N-tricosano 10,4 1,7 0,2
- N-tetracosano 1,2 0,3 tr
- N-pentacosano 6,3 1,9 0,7
- N-heptacosano tr 1,7 1,0
- N-octacosano 1,2 tr
- N-nonacosano 0,6 tr
Total identificado 996 99,2 92,3 91,3 990 96,0 98,3 91,3 87,7 87,2
MH 52,2 47,3 tr 1,8 140 149 1,1 7,3 3,5 tr
MO tr - tr 0,7 tr 0,2 - - 0,7 2,2
SH 40,7 459 239 124 51,5 11,4 46 49,7 57,2 329
SO 6,6 59 384 764 335 70 51,2 343 13,5 34,6
AL - - 30,0 - - - - - 12,9 17,4

IR: indice de Retencdo em coluna DB5; oblong: Eupatorium oblongifolium; tanac: E. tanacetifolium;
ligul: E. ligulifolium; trem: E. tremulum; lanig: E. lanigerum; Via: Viaméo; Gra: Gravatai; ff: folhas e
inflorescéncias; i: inflorescéncias; f: folhas; r: ramos; MH: percentagem total de monoterpenos
hidrocarbonados; MO: percentagem total de monoterpenos oxigenados; SH: percentagem total de
sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de sesquiterpenos oxigenados; NI:
compostos néo identificados; NI: substancia nao identificada. NI1: [m/z (rel int.): 41(100) 55(21) 69(76)
93(40) 120(12) 133(16) 161(11) 189(0.5) 204(1)]; NI2: [m/z (rel int.): 41(62) 55(23) 80(26) 93(100)
109(3) 119(26) 136(7) 161(3) 175(1) 189(3) 204(10)]; NI3 [m/z (rel int.):41(70) 43(100) 55(38) 81(51)
91(27) 93(28) 105(28) 105(54) 119(73) 134(20) 161(75) 179(13) 189(10) 204(21) 222(4)]; NI4 [m/z (rel
int.): 43 (100) 55(33) 77(37) 91(44) 105(20) 119(34) 128(22) 145(42) 159(44) 173(78) 188(84) 201(8)
215(8) 230(95)].

Entre os componentes monoterpénicos do 6leo volatil das espécies desse

grupo destacam-se a-pineno, [(-pineno e limoneno/B-felandreno para E.
oblongifolium. Na fragdo sesquiterpénica destacam-se [3-cariofileno, germacreno D e
biciclogermacreno entre os hidrocarbonados e espatulenol, 6xido de cariofileno, epi-
globulol, 1-cadinol/T-muurolol e a-cadinol entre os oxigenados, todos compostos ja

observados em outras espécies desta segao.
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cadina-1(6),4-dieno verbocidentafurano levigatina

\/\/\/\/\/\/\/\/\OOH

Acido hexadecandico

Tricosano

Figura 4.2: Estrutura quimica do cadina-1(6),4-dieno, dos furanocadinenos
verbocidentafurano e levigatina e dos compostos alifaticos acido hexadecandico e nonadecanal.

A excegao nesse grupo € E. tremulum que apresenta varios compostos da
rota dos bisabolanos, compostos derivados do cation bisabolila (1), o qual por sua
vez se forma pela ciclizagdo 1,6 do cétion nerolidila (relacionado a conformacéao
ciséide do pirofosfato de nerolidila (Esquema 4.4). O 6leo volatil dessa espécie néao
apresenta germacranos, ou cariofilanos/humulanos, produtos da ciclizagdo 1,10 e
1,11 do cation farnesila, respectivamente, nem seus derivados (aromadendranos,
elemanos e cadinanos) exceto pela presenga de cadina-1(6),4-dieno,
verbocidentafurano e levigatina, um cadineno hidrocarbonado e dois
furanocadinenos, respectivamente. Na fracdo nao terpénica dos dleos volateis das
espécies desse grupo destacam-se apenas os compostos alifaticos N-tricosano nas
flores de E. tanacetifolium e acido hexadecandico nas partes aéreas de E.

lanigerum, cujas estruturas podem ser visualizadas na Figura 4.2.
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Esquema 4.4: Formagdo do cation bisabolila (1) e de seus derivados pela ciclizagdo 1,6 da
conformagéo cisoide do pirofosfato de nerolidila (Adaptado de RO et al. 2006; JONES et al., 2006;
KOLLNER et al., 2004; THOLL et al., 2005).

41.1.6 Eupatorium picturatum Malme, E. buniifolium Hook. ex Arn., E.
laetevirens Hook. & Arn., E. ericoides DC., E. serrulatum DC. e E. ascendens
Sch.Bip. ex Baker

Eupatorium picturatum (= Austroeupatorium picturatum) € uma erva perene de
1,0-1,5 m de altura, nativa do Sul do Brasil e Nordeste da Argentina, cujas flores
brancas, rosas ou lilases ocorrem de novembro a abril. Essa espécie € muito

semelhante a E. inulifolium.

Eupatorium buniifolium (= Acanthostyles buniifolius — nome vulgar: chilca ou
chirca) € um arbusto de 0,60-1,80 m de altura, nativo do Sul da Bolivia e do Sul do

Brasil, Paraguai, Uruguai e Norte e Centro da Argentina, cujas flores violaceas
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surgem no outono. De plantas coletadas na Argentina foram isolados diterpenos de
nucleo ent-labdano (CARRERAS et al., 1998), além de duas flavonas e uma
cumarina com atividades antimicrobianas (MUSCHIETTI et al., 2001). Seus extratos
foram avaliados, demonstrando atividade antiviral (cepa RC/79 do Vvirus
Varicellovirus pseudorabies) (ZANON et al., 1999), antifungica (MUSCHIETTI et al.,
2005) e tripanocida (Trypanosoma cruzi) (SULSEN et al., 2006). Também foram
evidenciadas a inibicdo da fungcdo dos neutréfilos (PAYA et al.,, 1996) e atividade

antinociceptiva no teste da dor induzida por acido acético (MINO et al., 2005).

O odleo volatili dessa espécie, coletada no Uruguai, apresenta como
componentes principais o a-pineno (14,7%), o B-elemeno (12,2%), o germacreno D
(11,5%), o trans-B-guaieno (6,5%) e o B-cariofileno (4,3%) (LORENZO et al., 2005).
Ja o dleo da planta obtida na Patagbnia, Argentina, apresenta os monoterpenos a-
pineno (68,8%), ©&-2-careno (5,3%) e limoneno (5,1%) como componentes
majoritarios, com concentragbes menores de sabineno, B-cariofileno e
biciclogermacreno. Esse 6leo foi avaliado quanto a sua agéo acaricida contra o
acaro parasita de abelhas, Varroa destructor Anderson & Trueman, entretanto, foi
observada baixa seletividade (baixa relacdo entre a DLsg para acaros e a DLsg para
abelhas). Nao foi observada atividade repelente (RUFFINENGO et al., 2005).

Eupatorium laetevirens (= Austroeupatorium laetevirens) € um subarbusto de
50-140 cm de altura, nativo do Sul do Brasil, Uruguai, Paraguai e Nordeste da
Argentina. As flores (brancas) ocorrem no outono. Essa espécie & botanicamente

muito semelhante a E. tweedieanum.

Eupatorium ericoides (= Disynaphia ericoides) € um subarbusto de 40-60 cm
de altura, nativo do Sul do Brasil, cujas flores brancas ou rosadas ocorrem de

outubro a margo.

Eupatorium ascendens var. parcisetosum (= Chromolaena ascendens) € uma
erva perene, de 30 a 40 cm de altura, nativa do Sul do Brasil, Uruguai, Paraguai e
Nordeste da Argentina, com flores rosadas ou azuis-violeta. Seu periodo de floragao

se estende de janeiro a margo.
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Eupatorium serrulatum (= Neocabreria serrulata) € um arbusto ramoso de 1,5-
3,0 m de altura, nativo do Sul do Brasil, com flores rosadas, cujo periodo de floragao
vai de dezembro a janeiro. Suas flores s&o meliferas, muito ornamentais e

perfumadas.

Foi realizada apenas uma coleta de cada uma das espécies E. picturatum, E.
buniifolium, E. laetevirens, E. ericoides, E. ascendens e E. serrulatum. As quatro
primeiras encontravam-se floridas, e o 6leo volatil foi obtido conjuntamente das
inflorescéncias e folhas; E. ericoides foi coletado em estadio vegetativo e apenas as
folhas foram analisadas. A excegado de E. ascendens var. parcisetosum, todos os
Oleos apresentaram maior propor¢cdo de sesquiterpenos hidrocarbonados (78,1;
76,6; 65,3 e 65,8%, respectivamente). Dentre eles, B-cariofileno foi 0 unico composto
comum a todos os dleos (7,1; 7,1; 16,2 e 21,3%, respectivamente). O dleo de E.
ascendens var. parcisetosum, por sua vez, foi caracterizado pela presenca de

compostos alifaticos, correspondendo a 40,2% do 6leo volatil.

O dleo volatil de E. picturatum apresenta teor elevado de &-elemeno (10,2%),
um produto do rearranjo de Cope do germacreno C, composto também presente
entre 0s majoritarios nessa espécie (7,8%) e que se degrada a altas temperaturas
(QUINTANA et al.,, 2003). Além desses dois compostos, 0 Oleo dessa espécie
apresentou germacreno D (13,9%), biciclogermacreno (9,8%) e dois isébmeros do

calamenenol (7,6 e 12,2%) entre os compostos majoritarios.

Assim como o O6leo de E. picturatum, o Oleo de E. laetevirens também
apresentou teores elevados de germacreno C (8,9%) e de seu produto de
degradagao, o6-elemeno (7,0%). Além desses compostos, o 6leo volatil dessa
espécie apresentou B-cariofileno (16,2%) e B-sesquifelandreno (29,3%), um produto
da ciclizacdo 1,6 do pirofosfato de nerolidila, semelhante aos bisabolenos e

curcumenos. Na fragdo monoterpénica apenas o mirceno se destaca, com 8,6%.

O dleo volatil de E. buniifolium apresenta 9,8% de a-pineno, unico composto
expressivo da fragcdo monoterpénica. Na fracido sesquiterpénica destacam-se o (3-
cariofileno (7,1%) e o germacreno D (22,4%), comuns a muitas outras espécies de

Eupatorium analisadas. Além dessas substancias, o composto de nucleo
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germacrano, germacreno A (8,3%) e seu produto de degradagao B-elemeno (4,7%)
sdo encontrados em percentual apreciavel. Um composto de nucleo guaiano, frans-
B-guaieno (22,0%) também é encontrado em percentual elevado. A presenca desse
composto em concentragdo menor, bem como de [B-elemeno, [B-cariofileno e
germacreno D ja havia sido reportada no oleo volatil dessa espécie, coletada no
Uruguai (LORENZO et al, 2005). O dleo volatil das plantas coletadas na Patagénia,
por sua vez dominado por compostos monoterpénicos, apresenta composi¢cao
quimica bastante diferente (RUFFINENGO et al, 2005).

O dleo volatil das folhas de E. ericoides guarda algumas similaridades com
aquele obtido de E. buniifolium, especialmente pelos teores de germacreno A (5,4%)
e B-elemeno (9,0%). Além desses dois compostos, esse Oleo apresenta B-cariofileno
(21,3%), germacreno D (8,6%), biciclogermacreno (15,1%) e espatulenol (8,5%). Os
elemenos, produtos do rearranjo de Cope dos germacrenos podem ser visualizados

no Esquema 4.5.

=
N e
_— AN desl. 1,3H -f'@ bicicloel
— —_— ” biciclogermacreno icicloelemeno
( OPP S
® o

e @l "

H
germacreno D

germacreno A \

germacreno B "
germacreno C
\\
@O\K ;ji:%/ g-elemeno
B-elemeno y—elemeno
Rearranjo de Cope

Esquema 4.5: Formacao dos germacrenos e rearranjo térmico de Cope, originando os elemenos
correspondentes. Seta tracejada: O germacreno D isomeriza-se a isogermacreno D, o qual sob luz
UV pode formar &-elemeno (Adaptado de SILVA-BRANDAO et al., 2006; ADIO, 2005; Adaptado de
QUINTANA et al., 2003; BULOW e KONIG, 2000; COLBY et al., 1998).
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No 6leo volatil de E. serrulatum predominam os compostos hidrocarbonados,
monoterpénicos (30,0%) e sesquiterpénicos (67,8%). Dentre os monoterpenos
destaca-se a presenga de a-pineno (7,6%) e de B-pineno (11,7%). Ja na fragéo

sesquiterpénica predominam o germacreno D (42,0%) e biciclogermacreno (10,5%).

. 65 e

(1R)-trans-verbenol (1R)-verbenona

(1R)-B-pineno (1R)-a-pineno

/ —

(18)-trans-pinocarveol (1S)-mirtenol (1S)-mirtenal

(1S)-pinocarvona

Esquema 4.6: Derivados oxigenados de nucleo pinano presentes no oOleo volatil de Eupatorium
ascendens Sch.Bip. ex Baker (Adaptado de AHARONI et al., 2004; BELL et al., 2003; LINDMARK-
HENRIKSSON et al., 2004).

O dleo volatil de E. ascendens var. parcisetosum apresenta predominio de
compostos alifaticos oxigenados, acido hexadecandico (31,2%) e hexadecanoato de
etila (7,6%). Dentre os terpenos, destaca-se o B-pineno (19,3%) como composto
principal da fragdo monoterpénica hidrocarbonada. Alguns monoterpendides
também estdo presentes no 6leo, como o frans-pinocarveol (4,8%) e o mirtenal
(3,8%) (produtos da degradacdo ou transformacdo dos pinenos). Dentre os
sesquiterpenos destacam-se o0s sesquiterpendides espatulenol (6,0%) e iso-
espatulenol (5,3%), ndo sendo encontrado nenhum sesquiterpeno hidrocarbonado. A
relagdo estrutural entre os pinenos e seus derivados pode ser visualizada no

Esquema 4.6, como demonstrado para os isdmeros (1R).
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Tabela 4.9: Composi¢ao quimica dos dleos volateis de Eupatorium picturatum Malme, E. buniifolium
Hook. ex Arn., E. laetevirens Hook. & Arn., E. ericoides DC., E. serrulatum DC. e E. ascendens
Sch.Bip. ex Baker

pict laet bunii eric serr ascen
IR Componente Can/05 Can/05 Gua/05 SAP/06 Via/06 Gua/05
ff ff i f ff ff
880 santolinatrieno tr tr
901 o-tujeno 0,2 0,3 tr tr 0,3 tr
Continua Tabela 4.9
915 a-pineno 0,4 0,4 9,8 tr 7,6 3,7
935 canfeno 0,7 tr
966 sabineno 0,4 0,3 2,3 0,1 2,8 0,6
969 B-pineno 0,9 0,7 2,4 0,3 11,7 19,3
983 mirceno 0,8 8,6 1,0 tr 1,9
992 ©®-2-careno tr tr tr
995 a-felandreno tr 0,1 0,3
1007 o-terpineno tr tr
1015 p-cimeno 0,1 0,2 tr 1,2 1,1
1020 limoneno 2,8 2,6 1,6 0,2 3,7 tr
1031 (Z)-B-ocimeno tr tr 0,1 tr
1042 (E)-B-ocimeno 2,7 0,9 0,6 3,2 0,8
1051 y-terpineno tr tr 0,1
1080 terpinoleno 0,2 tr tr tr
1092 linalol tr
1130 trans-pinocarveol 4,8
1134  trans-verbenol 1,2
1151 pinocarvona 1,0
1166 criptona tr
1168 terpinen-4-ol tr tr
1181 a-terpineol tr
1184 mirtenal 3,8
1185 mirtenol tr
1225 éter timol-metilico tr
1321 biciclo-elemeno 0,3 0,2
1324 &-elemeno 10,2 7,0 0,7 tr
1335 a-cubebeno tr
1362 a-copaeno 0,2 0,9 0,5 0,3
1370 B-bourboneno tr tr tr 0,7 tr
1375 B-cubebeno 0,1 0,3 tr 0,2
1378 pB-elemeno 0,9 1,7 4,7 9,0 1,4
1398 1,7-di-epi-p-cedreno 1,5
1402 B-cariofileno 7.1 16,2 7.1 21,3 6,0
1420 a-trans-bergamoteno 0,2
1422 aromadendreno tr
1423 a-guaieno 1,2 0,8
1437 a-humuleno 0,3 1,1 tr 3 0,7
1439 (E)-B-farneseno tr 0,4 tr
1440 deidro-aromadendreno tr
1460 y-muuroleno 0,3 tr
1464 germacreno D 13,9 4.1 24,2 8,6 42,0
1468 [-selineno 0,2 0,2
1472 cis-B-guaieno 0,2 0,4

99



Tabela 4.9: Cont.

1474 valenceno tr
1477 viridifloreno 0,9 0,2
1478 biciclogermacreno 9,8 2,5 2,1 15,1 10,5
1479 a-zingibereno 6,0
1481 a-muuruleno tr 0,5 0,6 0,1 0,6
1485 germacreno A 2,1 2,2 8,3 54 2,6
1494 trans-B-guaieno 22,0
1489 [B-bisaboleno tr tr
1494 y-cadineno tr 0,3 tr
1503 germacreno C 7,8 8,9 0,1
1503 ©&-cadineno 1,9 1,1 0,9
1515 B-sesquifelandreno 29,3
1521  (Z)-nerolidol 0,3
1519 a-cadineno tr
1524 a-calacoreno tr
1534 elemol 0,2 tr
1540 germacreno B 0,6 0,4 4,2 tr
1551 (E)-nerolidol tr tr 0,5 tr
1562 germacreno D-4-ol 0,1 tr
1564 espatulenol 8,5 0,2 6,0
1569 o6xido de cariofileno tr 0,3 tr
6xido de cariofileno
1569 /globulol 3,8
1571 globulol tr 3,8
1578 epi-globulol 2,9 2,2
1581 6xido de humuleno | 0,9
1597 epodxido de humuleno |l tr
1620 cariofiladienol Il 0,5
1630 iso-espatulenol 3,9 0,5 tr 1 53
1634 T1-cadinol+ T-muurolol 0,7 0,5 3,2
1638 a-muurolol tr 1,0
1647 a-cadinol 0,1 1,9 4,0
1655 calamenenol* 7,6
1671 calamenenol* 12,2
1963 Aacido hexadecandico 31,2
1998 hexadecanoato de etila 7,6
- acetato de fitila 1,4
Total identificado 92,1 92,3 96,4 90,2 99,8 99,0
MH 8,5 14 18,3 51 30 23,6
MO - - - - 10,7
SH 59,34 76,6 78,1 65,3 67,8
SO 24,25 1,8 tr 19,6 1,7 24,5
AL 40,2

IR: indice de Retengdo em coluna DBS5; pict: Eupatorium picturatum; laet. E. laetevirens; bunii: E.
buniifolium; eric: E. ericoides; serr. E. serrulatum; ascen: Eupatorium ascendens; Can: Canela; Gua:
Guaiba; SAP: Santo Anténio da Patrulha; Via: Viamao; ff: folhas e inflorescéncias; i: inflorescéncias; f:
folhas; SAP/06: coletado em Santo Anténio da Patrulha, em 2006; MH: percentagem total de
monoterpenos hidrocarbonados; MO: percentagem total de monoterpenos oxigenados; SH:
percentagem total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de sesquiterpenos
oxigenados.
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4.1.1.7 Discussdo dos resultados para as espécies de Eupatorium secédo
Subimbricata (DC.) O.Hoffm.

A excegao de algumas coletas de E. inulifolium, E. bupleurifolium, E.
tweedieanum, E. ascendens e, especialmente, E. tanacetifolium, cujos Oleos das
flores apresentaram compostos de origem alifatica, todos os O6leos volateis das
espécies dessa secdo foram constituidos exclusivamente por compostos de origem

terpénica.

Dentre as espécies coletadas na secdo Subimbricata, E. inulifolium, E.
picturatum, E. laetevirens e E. tweedieanum foram agrupadas por KING e
ROBINSON no género Austroeupatorium, sendo a ultima, E. tweedieanum,
posteriormente transferida para o género Hatschbachiella (KING e ROBINSON,
1987). Na fracdo monoterpénica dos Oleos volateis obtidos dessas espécies
destacam-se como majoritarios os compostos de nucleo pinano, B-pineno; de nucleo
p-mentano, a- e B-felandreno e p-cimeno e o composto aciclico,mirceno. Na fracao
sesquiterpénica destacam-se entre os majoritarios o cariofilano, B-cariofileno, e os
germacranos, germacreno D e biciclogermacreno, para quase todas as coletas.
Eupatorium picturatum e E. laetevirens apresentam ainda o composto germacreno C
e 0 seu produto de degradacdo, d&-elemeno. Além disso, essas duas espécies
apresentam bisabolanos, a-zingibereno e B-sesquifelandreno entre os compostos
majoritarios. Na fragcdo sesquiterpénica oxigenada estdo compostos derivados da
oxidagao dos cariofilanos e germacranos, germacreno D-4-ol, espatulenol, globulol e

oxido de cariofileno.

As espécies E. spathulatum, E. ligulifolium e E. ericoides foram agrupadas
por KING e ROBINSON no género Dysinaphia. As analises realizadas ndo permitem
fazer correlagdes entre essas trés espécies devido a diferencas na época e local de
coleta. Mesmo entre as duas coletas de E. spathulatum ocorreu bastante variacao,
havendo predominancia de monoterpenos hidrocarbonados em uma delas e de
sesquiterpenos oxigenados na outra. Em E. ligulifolium também predominaram os
sesquiterpenos oxigenados, especialmente nas folhas, e em E. ericoides
predominaram 0s sesquiterpenos hidrocarbonados. Entretanto, como em muitas

outras espécies de Eupatorium analisadas, dentre os monoterpenos s&o mais
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abundantes os derivados dos nucleos pinano e p-mentano, ao passo que dentre os
sesquiterpenos predominam os cariofilanos e germacranos, ou seus derivados,

cadinanos e aromadendranos.

Eupatorium bupleurifolium, E. tanacetifolium, E. lanigerum, E. buniifolium, E.
serrulatum e E. tremulum foram transferidos para os géneros Campovassouria,
Gyptis, Acanthostyles, Neocabreria e Raulinoreitzia, respectivamente. Também entre
eles nao foi possivel estabelecer correlacdes entre a composigao quimica dos 6leos

volateis.

As coletas foram realizadas nos meses de margo, abril, maio e outubro de
2005 e margo e abril de 2006 (de modo geral, no outono e na primavera). Pode-se
observar uma tendéncia de maior oxidagao dos 6leos volateis das plantas coletadas
durante a primavera, em outubro, com concentragdes maiores de germacreno D-4-
ol, espatulenol, éxido de cariofileno, epi-globulol e cadindis, exceto para o dleo das
folnas de E. bupleurifolium, coletado em Sao Francisco de Paula (Out/05), que
apresenta concentragcbes bem menores desses compostos. Por outro lado, E.
inulifolium (Mar/05) e E. ligulifolium (Mar/06) sdao as unicas coletas do outono das
quais se obtiveram O6leos com alta concentracdo desses componentes
(desconsiderando-se aqui os compostos oxigenados nao identificados). A excecado
da coleta de E. bupleurifolium (SFP-Out/05), as coletas da primavera séo bastante
pobres em sesquiterpenos hidrocarbonados, 0 que sugere o seu consumo para a

producao dos derivados oxigenados.

4.1.2 Headspace

As folhas e inflorescéncias de dez espécies pertencentes a secao
Subimbricata foram analisadas em headspace. A percentagem de monoterpenos
varia de 72,0 a 99,8% dos componentes volateis (Tabela 4.10). Assim como no 6leo
volatil, os compostos de nucleo pinano, a-pineno e [(-pineno estdo entre os
majoritarios para quase todas as espécies. A concentragédo percentual do a-pineno,
obtida por integralizagéo, varia de 4,1% para as folhas de E. picturatum a até 64,6%

nas inflorescéncias de E. tanacetifolium. A concentragcao percentual de B-pineno, por
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sua vez, varia de apenas 1,8% nas inflorescéncias de E. tweedieanum a até 68,7%
para as folhas de E. bupleurifolium. O limoneno, um composto de nucleo p-mentano,
também esta entre os compostos majoritarios para varias das espécies, assim como
o composto alifatico, mirceno. Outros compostos, entretanto, possuem ocorréncia
bem mais restrita. E o caso do composto de nucleo tujano, a-tujeno, que aparece em
concentragdo expressiva apenas em E. laetevirens (9,9 a 24,0%, para
inflorescéncias e folhas, respectivamente). Além disso, quatro outras espécies se
caracterizam pela presenga de algum composto incomum: Eupatorium tweedieanum
(coletado em Canela) apresenta 35,5 e 44,0% de B-felandreno (inflorescéncias e
folhas, respectivamente). Eupatorium tweedieanum (coletado em Viamao) apresenta
40,2 e 37,9% de a-felandreno, além de um composto aromatico de nucleo p-
mentano, o p-cimeno (13,1 e 7,1%). Essa mesma coleta de E. tweedieanum também
apresenta percentagem elevada de &-2-careno (13,7 e 7,6%) (Esquema 4.7). Esse
composto estava presente em 3,0 a 3,9% no 6leo volatil, entretanto, como na analise
em espaco confinado (headspace) apenas a fragdo monoterpénica € considerada,
ocorre um aumento de sua percentagem. Um composto de cadeia aberta, o (E)-3-
ocimeno, apresenta-se em altas concentragcdes nas espécies E. spathulatum (18,4 e
8,1%), E. ligulifolium (11,3 e 14,1%) e E. picturatum (51,7 e 4,2%). Finalmente, E.
picturatum apresenta ainda de 6,4 a 17,0% de d-elemeno (inflorescéncias e folhas,
respectivamente), o unico sesquiterpeno identificado em quantidade apreciavel por
essa técnica. A presenga geral de pinenos e limoneno, bem como a presenca
esporadica de a-tujeno, felandrenos, &-2-careno, (E)-B-ocimeno e &-elemeno entre
os compostos majoritarios da fragdo volatil analisada em headspace pode ser
positivamente correlacionada com a presenca desses mesmos compostos no 6leo

volatil das respectivas plantas.
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OPP

H &‘ ‘)aH 2-careno

3-careno

Esquema 4.7: Rota de sintese do 2-careno e do 3-careno a partir dos cations linalila (1) e a-terpinila
(Adaptado de BOHLMANN et al., 2000; SAVAGE e CROTEAU, 1993; HOELSCHER et al., 2003).
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Tabela 4.10: Headspace de folhas e inflorescéncias de espécies de Eupatorium se¢ao Subimbricata (DC.) O.Hoffm.

IR

Componente in bu twa twb sp poly a poly b ta li pi lae la
i f i f i f i f i f i f i f i f i f i f i f i f
880  santolinatrieno 11 tr tr 01 01 47 03 01 tr 03 15 tr 05 16 09 09 ftr
901 tricicleno 0
912 y.tujeno 04 16 05 05 09 07 04 04 1 12 06 04 02 03 02 05 37 49 22 tr 99 24 89
919 g-pineno 82 289 235 23 11,6 208 7 54 199 27,2 134 63 189 411 64,6 591 16,4 191 59 41 9,8 185 127 tr
937 qg-fencheno tr 0,1 0,2 0,2
939  canfeno tr tr tr tr tr 01 02 01 01 0,2 tr tr tr
943  tuja-2,4(10)-
dieno tr
960  sabineno 53 24 09 09 20 44 62 75 35 16 62 52 22 5 16 26 21 38 17 59 41 67 63 ftr
965 B-pineno 27,2 32,4 63,3 68,7 18 21 464 37,9 294 389 186 31,3 21,2 41,1 18,7 16,4 40,4 41,7 54 131 151 9 61,2 tr
970 6-metil-5-
hepten-2-ona 0,4

976  mirceno 258 9,8 42 29 06 09 14 20 127 7,3 16,8 242 453 28 116 17 16 7,7 61 151 40,6 13,9 372
987  5-2-careno 14 24 13,7 7,6 06 03 2 05 04 09 07 04 ftr 0,7
990 g-felandreno 05 07 40,2 379 06 08 02 01 11 02 03 05 tr 03 ftr trtr
997  5-3-careno 0,2 0,2
1003  g-terpineno tr tr tr 03 03 tr 01 04 03 02 03 03 0,1 tr tr 0,4
1007 p_cimeno 0,8 06 131 7,1 tr 01 01 1 02 02 tr 0,5 tr
1016  |imoneno 23,7 66 33 27 69 11 tr tr 120 122 241 265 7 72 12 15 23 22 80 258 92 186 43
1016 B-felandreno 35,5 44,0 tr tr
1025 (Z)-B-ocimeno tr tr 02 02 0 05 07 11 06 02 03 1 111
1035 (E)-B-ocimeno 2 3 22 2 03 03 14 184 81 54 17 1 04 0,8 11,3 141 51,7 4.2 tr 1,7
1047 y-terpineno 0,4 02 02 tr tr 04 04 03 03 02 05 01 09 tr 42 26 06
1073 terpinoleno tr 01 01 tr 01 02 02 0,1 0 tr tr 1.2 tr
1083 |inalol 0,3
1162 terpinen-4-ol tr tr 0,1 0,1 0.1
1174 g-terpineol 03 ftr tr
1324 5.elemeno 64 170 15 14
1360 jsoledeno 0,2
1361 a-copaeno tr 0,1
1376 B-elemeno 0,2 0,3 tr tr 0,6 1
1403 p_cariofileno tr 44 17 08 2 11 05 02 02 02 06 05 05 07 10 05 07 07 06 29 12 27 08
1440 g-humuleno 0,1 0,1 0,2 04 tr




IR

Componente in bu twa twb sp poly a poly b ta li pi lae la
i f i f i f i f i f i f i f i f i f i f i f i f

1450 cis-cadina

-1(6),4-dieno 0,2
1462 y-muuroleno 0,1
1465 germacreno D 06 32 tr tr 02 02 1 02 01 01 02 03 08 05 03 13 11 26 50 tr
1479 piciclogermacreno 0,7 40 04 05 19 24 04 t 01 02 06 05 09 04 10 10 12 14 30 23 tr
1480 a-zingibereno 0,5
1498 y-cadineno 0,3 0,2 tr 0,3
1509 5.cadineno 08 1,3 01 01 0,1 07 11 tr

total 97,9 99,9 99,9 99,9 99,7 998 997 100 99,8 99,9 97,2 994 999 999 999 99,9 99,9 99,9 993 989 964 99,1 99,9

IR: indice de Retengéo em coluna DBS5; Inflorescéncias (i);folhas (f); Eupatorium inulifolium (in), E. bupleurifolium (bu), E. tweedieanum Canela/abr/05 (twa),
E. tweedieanum Viamao/mar/06 (twb), E. spathulatum (sp), E. polystachyum (ICN 146975 — poly a), E. polystachyum (ICN 146980- poly b), E. tanacetifolium
(ta), E. ligulifolium (li), E. picturatum (pi), E. laetevirens (lae) e E. lanigerum (la).



4.1.3 Atividade antioxidante

Foram obtidos no total trinta e oito dleos volateis das dezesseis espécies
analisadas na secao Subimbricata. Dentre estes, trinta e cinco foram submetidos ao
ensaio de atividade antioxidante frente ao DPPH, por bioautografia. Os 6leos que
apresentaram maior atividade foram aqueles obtidos de E. ligulifolium
(Viamao/Mar/06), E oblongifolium (Viamao/Mar/06), E. ericoides (Viamao/Mar/06) e
E. inulifolium (Guaiba/Abr/06) (com maior percentagem de sesquiterpenos
hidrocarbonados germacreno D, biciclogermacreno, B-cariofileno e do monoterpeno
hidrocarbonado [(-pineno); E. tweedieanum (Viamao/Mar/06) (a atividade
antioxidante do d6leo das folhas e das inflorescéncias dessa espécie foi semelhante,

apesar de a composig¢ao quimica ser bastante diferente).

Tabela 4.11: Atividade antioxidante dos 6leos volateis de espécies de Eupatorium se¢ao Subimbricata
(DC.) O.Hoffm.

E. inulifolium E. bupleurifolium
Can/0 Gra/05 SFP/05 Gua/05 Gual/06 MRe/06 SFP/05 MRe/05
dil. ff ff ff ff i f f i i f i f
1/10 + - + + +HH+ L 4 + -+ ++
1/100 +++ ++ +
1/1000 + ++ -
E. tweedieanum E. spathulatum E. polystachyum E. lanigerum
Can/05 Via/06 abr/05 out/05 abr/05 abr/05 Via/06
i f i f i f f i f ff ff ra
1/10 ++ o+ +++ I = o A = = R ++ +++ +++
1/100 + - +++ ++ ++  ++ ++ o+ + ++ ++
1/1000 - - ++ ++ - + - - - ++ +-
E. E. E. E. E. E. E.
tanacetifolium ligulifolium  oblongifolium tremulum picturatum buniifolium ericoides
Gra/05 Via/06 Via/06 Gua/05  Can/05 Gua/05 Via/06
i f f i i f i f f f f
1/10 ++ ++ ++ 4+ .+t + ++ +++
1/100 ++ ++ +++ 4 + + + ++
1/1000 + + + + - - - +

Aplicacao pontual de 10uL da respectiva diluigdo. Legenda: +++ atividade visualmente semelhante a
da substancia de referéncia (quercetina 1 mg/ml); ++ atividade menor que a da substancia de
referéncia; + atividade fracamente visivel; - atividade ndo detectada. Can: Canela/RS; Gra:
Gramado/RS; SPF: Sao Francisco de Paula/RS; Gua: Guaiba/RS; Mre: Morro Reuter/RS, Via:
Viamao; i inflorescéncia; f: folhas; ff. folhas e inflorescéncias; r- ramos.
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A atividade antioxidante de O6leos volateis, mesmo que bastante potente,
dificilmente pode ser atribuida a compostos isolados. Muitos autores tentaram
atribuir a atividade antioxidante de 6leos volateis a algum ou alguns dos
componentes, muitas vezes os majoritarios. Mesmo que isso tenha sido possivel
para alguns 6leos, como o de Clinopodium vulgare avaliado nos sistemas DPPH e 3-
caroteno/acido linoléico, para o qual a atividade antioxidante foi positivamente
atribuida ao timol e ao y-terpineno (TEPE et al., 2007), em muitos outros 6leos ndo é
possivel encontrar um composto que seja tao efetivo quanto o 6leo volatil; é o caso,
por exemplo, de Achillea millefolium subsp. millefolium, de cujo 6leo nenhum dos
compostos majoritarios apresentou atividade antioxidante comparavel a do proprio
oleo (CANDAN et al., 2003). Devido a dificuldade em atribuir a atividade antioxidante
a algum dos componentes do O6leo volatil, muitos autores tém recorrido aos
conceitos de sinergismo e antagonismo para explicar tais efeitos (TOMAINO et al.,
2005).

4.1.4 Atividade anticolinesterasica

A atividade anticolinesterasica do o6leo volatil de oito espécies desta
secao (totalizando 11 amostras) foi avaliada por bioautografia, frente a enzima
acetilcolinesterase de eritrécitos bovinos. Considerando-se o teor de 6leo volatil e a
semelhanga na composi¢gao quimica qualitativa de algumas amostras com 6leos
obtidos de espécies desta e de outras secdes de Eupatorium, também incluidas
neste trabalho, foram selecionados os Oleos volateis de E. polystachyum, E.
tweedieanum, E. laetevirens, E. tremulum, E. buniifolium, E. bupleurifolium, E.
spathulatum e E. ericoides para realizagdo deste ensaio. Com alguns oleos
observou-se durante o ensaio a formagao de uma regido de coloragdo acastanhada
sobre o ponto de aplicacao, dificultando a interpretacéo do resultado. Considerando-
se isso, foi realizada novamente a aplicagao dos 6leos de E. fremulum, seguida da
eluicdo em sistema tolueno: acetato de etila (70:30 v/v). O novo ensaio evidenciou
varias manchas com atividade inibitéria sobre a enzima acetilcolinesterase, onde
ocorreu reagao bem como algumas manchas separadas, de coloragdo acastanhada,

facilitando assim a interpretagao dos resultados (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Bioautografia dos oleos volateis de Eupatorium tremulum Hook. & Arn. Avaliagdo da
atividade anticolinesterasica; i: 6leo volatil das inflorescéncias; f: 6leo volatil das folhas.

Todos os Oleos analisados exerceram agao inibitéria moderada sobre a
enzima acetilcolinesterase na diluigado utilizada, sendo mais pronunciados para os
Oleos de E. polystachyum (Tabela 4,12). A atividade inibitéria de varios
monoterpenos sobre a enzima acetilcolinesterase ja foi observada anteriormente
(MIYAZAWA et al., 1997; MIYAZAWA et al., 1998; SAVELEV et al., 2003) como, por
exemplo, para compostos como limoneno, presente no oleo volatii de E.
polystachyum (8,0 a 22,8%), p-cimeno presente no dleo de E. tweedieanum (8,9%) e
oxido de cariofileno, presente no 6leo de E. spathulatum e E. bupleurifolium (11,5 e
20,1% - ambos em associagdo com globulol - respectivamente). Também foi
demonstrada atividade inibitéria forte do a-pineno (E. polystachyum, 3,0 a 14,6%)
sobre essa enzima (MIYAZAWA et al., 2005). A presenca destes compostos em
percentagem ndo muito elevada nos 6leos volateis analisados, bem como os relatos
de atividade inibitéria moderada para a maioria deles esta em acordo com a

observacao de inibicdo moderada neste ensaio.

Além disso, como demonstrado por SAVELEV e colaboradores (2003) para o
oleo volatil de Salvia lavandulaefolia, a atividade final exercida sobre a enzima
acetilcolinesterase pode ser ndo apenas um efeito somatério das atividades
individuais dos varios constituintes do 6leo volatil, mas o somatério dos efeitos

sinergisticos e antagonisticos dos mesmos. Segundo esses autores, as associa¢des
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1,8-cineol e a-pineno, bem como o 1,8-cineol e 6xido de cariofileno exercem efeito
sinergistico, aumentando a inibigdo da enzima. De forma oposta, a associagéo 1,8-

cineol e canfora apresenta efeito antagonistico.

Tabela 4.12: Atividade anticolinesterasica do 6leo volatili de espécies de Eupatorium sect.
Subimbricata (DC.) O.Hoffm.

Espécie parte local de coleta atividade
E. polystachyum partes aéreas  Canela/abr/2005 ++
folhas Canela/abr/2005 ++
flores Canela/abr/2005 ++
E. tweedieanum folhas Canela/abr/2005 +
E. laetevirens folhas Canela/abr/2005 +
E. tremulum folhas Guaiba/abr/2005 +
flores Guaiba/abr/2005 +
E. buniifolium folhas Guaiba/mai/2005 +
E. bupleurifolium flores SFP/out/2005 +
E. spathulatum folhas Canela/out/2005 +
E. ericoides folhas Viaméao/mar/06 +
galantamina (1mM) +++

Aplicacdo pontual de 10uL da respectiva diluicdo. Legenda:; ++ atividade menor que a da
substancia de referéncia; + atividade fracamente visivel.

Dessa forma, apesar de nao haver sido identificado o composto ou compostos
responsaveis pela atividade inibitéria sobre a enzima acetilcolinesterase é possivel
que os efeitos observados se devam a agao sinergistica dos varios componentes, e
nao a presenca de um deles, uma vez que foram utilizados nesse ensaio 6leos com

composicao quimica qualitativa e quantitativa bastante diversificada.
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4.2  Eupatorium sec¢édo Cylindrocephala DC.

Dentre as 12 espécies citadas para o Rio Grande do Sul por
MATZENBACHER (1979), cinco foram coletadas e analisadas. Os 6leos volateis de
E. laevigatum, E. ivifolium, E. subhastatum, E. congestum, e E. pedunculosum foram
extraidos e analisados em CG-EM para determinagdo de sua composi¢ao quimica.
Foi avaliada a atividade antioxidante de 15 amostras de oleo volatil oriundas de
diferentes coletas dessas cinco espécies. Também foi avaliada a atividade
anticolinesterasica de quatro amostras de 6leo volatil oriundas de trés espécies
diferentes (E. laevigatum, E. subhastatum, E. ivifolium). As folhas e inflorescéncias
de quatro das espécies coletadas foram submetidas a analise em espaco confinado

(headspace) para a determinacéao do perfil quimico volatil.

Dentre as espécies dessa se¢cdo encontram-se arbustos e subarbustos, de
0,3 a 3,0 m de altura, com flores rosa, violaceas, azul-violaceas, azuladas ou roxas.
Algumas espécies possuem distribuicdo muito ampla, desde o México até a
Argentina, enquanto outras possuem distribuicdo mais restrita ao Sul do Brasil e
Uruguai. As coletas foram realizadas em Guaiba, Gravatai, Viamao, Caraa e

Rolante/Riozinho (regido metropolitana) e Canela na regido serrana.

Tabela 4.13: Coletas de espécies de Eupatorium sect. Cylindrocephala DC. utilizadas para extragéo
do ¢dleo volatil, com niumero de ICN, data e local de coleta, parte vegetal extraida e rendimento em
Oleo volatil.

COLETAS ICN data local ff i f Vm r%
E. laevigatum 147001 abr/05 Guaiba X 0,8 0,3
E. laevigatum 147001 abr/05 Guaiba X 0,4 0,4
E. laevigatum 140079 abr/05 Gravatai  x 0,2 0,2
E. laevigatum 140082 abr/05 Caraa X 0,8 0,4
E. laevigatum 140082 abr/05 Caraa X 04 0,3
E. laevigatum 146973 abr/05 Canela X 0,5 0,4
E. laevigatum 146973 abr/05 Canela X 0,3 0,4
E. laevigatum 147001 abr/06 Guaiba X 20 0,8
E. subhastatum 146977 abr/05 Canela X 0,1 0,3

E. subhastatum 146992 mar/06 Viamao X 0,2 0,4
E. subhastatum 146992 mar/06 Viamao X 0,3 1,4
E. ivifolium 40567 mar/05 Guaiba X 0,2 0,1

E. ivifolium 146995 mar/06 Viamao X 0,3 0,7
E. ivifolium 146995 mar/06 Viaméo X 0,1 0,1

E. ivifolium 150829 abr/07 Guaiba x 0,05 0,35
E. ivifolium 150829 abr/07 Guaiba X 0,05 0,1
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Tabela 4.13: Cont.

E. pedunculosum 140075 abr/05 Rolante X 0,1 0,2
E. pedunculosum 40567 mar/05 Guaiba X - -
E. congestum 146976 abr/05 Canela X 0,1 0,1

i: inflorescéncia; f: folhas; ff. folhas e inflorescéncias; r: ramos; V mL: volume de d6leo obtido; r%:
rendimento: rendimento percentual em relagdo a massa de planta fresca.

4.2.1 Oleo volétil

Dentre as 19 coletas desta secéo, 8 correspondem a espécie E. laevigatum.
Dentre as coletas de E. pedunculosum apenas a de Rolante/abr/05 forneceu éleo

volatil suficiente para analise cromatografica.

4211 Eupatorium laevigatum Lam.

Eupatorium laevigatum (= Chromolaena laevigata) € um arbusto perene de 1-
3 m de altura, nativo em toda a América tropical e subtropical, desde o México até o
Norte da Argentina. Suas flores possuem tonalidade azul-violacea e a planta pode
florir o ano todo, dependendo das condigdes climaticas. Essa espécie é muito
utilizada na regiao central do Brasil no tratamento de lesdes, tais como aftas bucais.
Em um estudo clinico foi verificada a seguranca toxicolégica e a eficacia de uma
pasta contendo extrato de E. laevigatum para o combate de aftas bucais (PAULO
FILHO et al., 2000). A infusdo de exemplares de E. laevigatum coletados na
Argentina apresentaram atividade antifungica contra Mucor miehei e seu extrato
diclorometano apresentou atividade antibacteriana contra Bacillus brevis (CLAVIN et
al., 1999). Também na Argentina foi avaliada a atividade antinociceptiva das
infusbes dessa planta (500 mg/kg), observando-se redugdo de 46,6% das
contracdes induzidas por acido acético, atividade esta provavelmente nao
relacionada ao sistema opidide (CLAVIN et al., 2000).

Essa planta também foi avaliada por pesquisadores no Rio Grande do Sul, os
quais demonstraram que seus extratos apresentam toxicidade diferenciada para as
linhagens tumorais HT29 (adenocarcinoma de célon humano), NCI-H460 (cancer
pulmonar) e U373 (glioblastoma) (MONKS et al., 2002). Estudos fitoquimicos
realizados com a espécie revelaram a presenca de compostos sesquiterpénicos de
nucleo isodaucano, além de norsesquiterpenos e clerodanos (MISRA et al., 985).

Além disso, analises cromatograficas dos 6leos volateis foram realizadas em coletas

112



de Roraima, Norte do Brasil e do Rio Grande do Sul. No 6leo volatil oriundo de

Roraima predominam aristolona/levigatina (23,6%), globulol (16,2%) e germacreno D
(8,6%) (MAIA et al., 2002). Ja no 6leo oriundo do Rio Grande do Sul predominam
levigatina (15,1%), B-cubebeno (12,5%) e B-cariofileno (9,6%) (OLIVEIRA et al.,

1990). Em um segundo trabalho no Rio Grande do Sul o éleo volatil foi analisado por

cromatografia a gas e avaliado quanto a sua atividade antioxidante em plasma

humano; nesse trabalho foram identificados a levigatina e o globulol como

componentes majoritarios e o 6leo apresentou atividade antioxidante (WUNSCH et
al., 2005).

Tabela 4.14: Composi¢do quimica do oleo volatil de Eupatorium laevigatum Lam. oriundo de
diferentes locais de coleta no Rio Grande do Sul.

abr/05 abr/06

IR Componente Canela Gravatai Guaiba Caraa Guaiba

i f ff i f i f ff
915 a-tujeno tr 0,1 tr 14 35 10 38 6,0
922 «a-pineno tr 0,1 tr 1,3 2,7 1,1 6,5 6,3
960 sabineno tr 0,2 03 0,7 02 0,6 1,1
963 [-pineno 0,1 0,6 tr 07 10 03 14 1,8
979 B-mirceno tr 0,6 05 0,6 tr
994  a-felandreno tr
994  ®-2-careno 0,1
998 p-menta-1(7),8-dieno tr
1007 o-terpineno tr tr tr
1014 p-cimeno 0,1 tr tr
1018 limoneno 0,1 1,3 tr 0,8 0,9 0,1 tr tr
1028 (Z)-B-ocimeno tr tr tr
1037 (E)-B-ocimeno 0,7 0,2 0,1
1047 y-terpineno 0,2 0,1
1077 terpinoleno 0,1 tr
1172 terpinen-4-ol tr
1323 d-elemeno tr
1335 a-cubebeno tr tr tr
1357 a-ilangueno tr tr
1361 a-copaeno 03 04 tr tr tr
1369 B-bourboneno tr tr 0,2 tr tr 0,3
1375 B-cubebeno tr tr 0,1
1374 pB-elemeno 1,0 4,2 10,1 10 16 0,7 04 1,4
1382 1,7-di-epi-a-cedreno 0,6 0,7
1392 7-epi-sesquitujeno tr
1400 (E)-B-cariofilenol 64 90

cis-a-bergamoteno

1403 (E)-B-cariofileno 3,6 40 54 11,2 18,8 7,0
1413 a-santaleno 37,7 33,5 0,2 0,3
1414 B-gurjuneno tr tr tr
1420 trans-a-bergamoteno 1,0 0,9 1,9 01 02 0,1
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Tabela 4.14: Cont.

1422 aromadendreno 0,1 0,1 tr 0,6

1427 (Z)-B-farneseno 0,3 0,2 0,7 0,1 0,1

1431 epi-B-santaleno 3,1 2,9 tr

1435 a-humuleno 04 04 0,1 04 06 09 11 04

1442 (E)-B-farneseno 29 34 1,9 24 19 0,7 0,6 0,1

1446 [B-santaleno 1,3 0,3 0,5

1451 9-epi-(E)-cariofileno 0,1 1,2 tr

1465 C|_s-cadina-1(6),4- 63 95

dieno/germacreno D

1465 germacrenoD 4.5 25,2 391 38,0 359 27,7

1468 [-selineno 0,7

1470 NN 30 35 6,8 tr tr tr

1473 epi-biciclosesquifelandreno tr

1476 valenceno tr

1478 biciclogermacreno 1,2 4,5 1,4 70 116 224 12,7 23,0

1481 a-muuroleno 0,1 0,2 02 02 03 tr

1485 (Z)-a-bisaboleno tr tr tr tr tr tr

1483 germacreno A 1,5 43 3,6 1,1 26 0,7 04 1,2

1490 pB-bisaboleno 35 23 9,4 25 22 03 tr

1493 y-cadineno 04 03 04 0,1

1495 (Z)-y-bisaboleno 02 03 0,3 0,2

1501 germacreno C tr

1503 &-cadineno 09 0,8 14 12 13 08 0,2

1505 B-sesquifelandreno 0,4 tr

1514 cadina-1,4-dieno tr tr

1520 a-cadineno tr tr

1551 espatulenol 0,2 03 29 05 02 23 18 1,3

1555 o6xido de cariofileno 0,1 tr 1,6 0,2 0,1 03 13

1559 globulol tr tr 03 01 06 tr

1560 epi-globulol tr tr 0,2 tr 0,3 tr

1623 iso-espatulenol tr tr tr 01 04 tr

1630 Tt-cadinol 0,1 0,4 tr 0,5 tr

1638 a-muurolol tr tr

1647 a-cadinol 04 0,2 tr 07 05 0,8 tr

1659 (Z)-a-santalol tr

1660 verbocidentafurano 08 0,3 08 02 04 07 tr

1732 levigatina 20,5 12,0 371 42,0 20,9 13,8 12,2 211

1905 NI2 42 01 6,3 tr

Total 91,5 84,4 93,7 96,5 98,0 99,5 99,5 99,7

MH 02 38 55 96 27 123 15,2
MO
SH 65,2 67,9 45,6 46,2 66,2 77,7 71,3 62,1
SO 26,2 13,0 47,9 451 22,1 194 16,0 22,4

IR: indice de retengdo em coluna DBS5; i: inflorescéncia; f: folhas; ff: folhas e inflorescéncias; r: ramos.
MH: percentagem total de monoterpenos hidrocarbonados; MO: percentagem total de monoterpenos
oxigenados; SH: percentagem total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de
sesquiterpenos oxigenados; NI1: composto nao identificado [m/z (rel int.): 204(5) 189(3) 161(10)
133(15) 119(13) 105(12) 93(42) 79(20) 69(55) 55(22) 41(100)]; NI2 [m/z (rel int.): 211 (15) 210 (100)
209(30) 195(30) 181(5) 167(18) 165(31) 152(13) 105(14) 104(14) 97(8) 89(11) 82(13) 76(13) 63(8)

51(9)
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Foram realizadas quatro coletas de E. laevigatum nos municipios de Canela,
Gravatai, Guaiba e Caraa (abr/05), com uma recoleta no municipio de Guaiba
(abr/06). O rendimento dos 6leos volateis variou de 0,2 a 0,8%. A analise em CG-EM
permitiu a identificacdo de 65 compostos, totalizando de 84,8 a 99,5% de cada dleo
volatil. De modo geral, os Oleos volateis de todas as coletas de E. laevigatum
apresentam pequena proporgdo de compostos monoterpénicos e completa auséncia
de compostos alifaticos, sendo caracterizados pela grande quantidade de compostos
sesquiterpénicos (84,5 a 97,1%). Dentre estes, a grande maioria € de compostos
hidrocarbonados, exceto nos 6leos das coletas de Guaiba/05 (inflorescéncias) e
Gravatai/05 (folhas/inflorescéncias) os quais apresentam propor¢des equivalentes
de sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados (46,2 e 45,1% - inflorescéncias,
Guaiba/05; 45,6 e 47,9%, folhas/inflorescéncias, Gravatai/05). A maior abundancia
de compostos oxigenados nesses Oleos se deve principalmente a maior
concentracdo de levigatina observada nessas coletas (42,0 e 37,1%,

respectivamente).

Os 6leos volateis das plantas coletadas em Guaiba/05, Guaiba/06 e Caraa/05
se caracterizam pela predominancia de compostos de nucleo cariofilano ([3-
cariofileno — 4,0 a 18,8%) e germacrano (cadina-1(6),4-dieno/germacreno D — 25,2 a
39,1%; biciclogermacreno — 7,0 a 23,0%). Na fracdo sesquiterpénica oxigenada a
levigatina, um furanocadinano, € o composto maijoritario (12,2 a 42,0%). Apesar de
0s monoterpenos ndo serem abundantes nesses Oleos, todas as trés coletas

apresentam a-pineno (1,1 a 6,3%) e a-tujeno (1,0 a 6,0%).

A coleta do municipio de Gravatai/05 apresenta apenas tragos de compostos
monoterpénicos. Dentre os compostos da fracdo sesquiterpénica hidrocarbonada se
destacam o par 3-elemeno/germacreno A (10,1 e 3,6%), ja identificado nas espécies
da secao Subimbricata. Além disso, encontra-se nessa fragdo um composto de
nucleo bisabolano, B-bisaboleno (9,4%), que também estava presente, porém em
menor concentracdo, nas coletas de Guaiba e Caraa. Finalmente, na fragao
sesquiterpénica oxigenada desse o6leo volatil encontra-se a levigatina (37,1%) e um
sesquiterpendide n&o identificado (6,3%). O espectro padrédo de fragmentagéo
sugere ser um sesquiterpeno furanico, o qual poderia ser o linderazuleno, ou ainda
um derivado da levigatina (MOLLEKEN et al., 1998).
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Linderazuleno Proposta de estrutura para NI2

Figura 4.4: Propostas de estrutura para o composto NI2 de Eupatorium laevigatum Lam. (ver Tabela
4.14).

A coleta realizada no municipio de Canela/05 forneceu 6leo volatil rico em
sesquiterpenos hidrocarbonados, sendo majoritario, tanto nas inflorescéncias como
nas folhas, o composto de nucleo santalano, a-santaleno (37,7 e 33,5%,
respectivamente). Juntamente com ele ocorrem outros compostos com esse nucleo,
como o bergamoteno, B- e epi-B-santaleno, porém em baixa concentragdo. Os
sesquiterpenos B-cariofileno (6,4 e 9,0%) e cadina-1(6),4-dieno/germacreno D (6,3 e
9,5%) também ocorrem em concentragado apreciavel. Na fragcdo sesquiterpénica
oxigenada, a levigatina (20,5 e 12,0%) € o unico composto expressivo. As estruturas
quimicas dos principais componentes dos 6leos volateis de E. laevigatum coletado
em diferentes locais podem ser vistas nas Tabelas 4.8 e 4.9.

Quando estocados sob refrigeragcéo, o 6leo volatil de E. laevigatum sofreram
cristalizagdo, na forma de agulhas incolores ou leitosas, os quais, por cromatografia
a gas, revelaram ser a levigatina (94% de pureza).

—
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Figura 4.5: Espectro de massas da levigatina isolada do 6leo volatil de Eupatorium laevigatum Lam.
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Esquema 4.8: Derivados humulanos, cariofilanos, germacranos e cadinanos presentes no 6leo volatil de Eupatorium laevigatum Lam.
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2006; KOLLNER, 2004).



4.21.2 Eupatorium subhastatum Hook. & Arn., E. Ivifolium L., E.
pedunculosum Hook. & Arn. e E. congestum Hook. & Arn.

Eupatorium subhastatum (= Chromolaena hirsuta — nome vulgar: charrua) é
um subarbusto de 40-80 cm de altura, com flores violaceas, nativo do Sul do Brasil,
Paraguai, Uruguai, Nordeste e Centro da Argentina. Na Argentina essa planta é tida
como medicinal (emenagoga, anti-inflamatoria e antipruriginosa) (Del VITTO et al.,
1997). Ja foram isoladas dela algumas flavonas (FERRARO et al., 1987; FERRARO
e COUSSIO, 1973). Seu extrato aquoso reduziu em 35,6% as contragdes induzidas
por acido acético em camundongos, revelando um efeito nociceptivo, o qual nao foi
revertido pelo uso de naloxona (CLAVIN et al., 2000). Ainda na Argentina, em uma
analise do oleo volatil foram identificados como compostos majoritarios a-pineno e p-
cimeno (ZYGADLO et al., 1996).

Eupatorium ivifolium (= Chromolaena ivifolia — nome vulgar: iapaina, yapana)
€ um subarbusto de 50-120 cm de altura, de flores azuladas, violaceas ou
purpureas, nativo da Ameérica tropical e subtropical, desde os Estados Unidos
(Texas, Louisiana, Flérida) até o Uruguai e Norte da Argentina. Floresce em fins do
verao e no outono. Para esta espécie ndo foram encontrados relatos na literatura

cientifica.

Eupatorium pedunculosum (= Chromolaena pedunculosa e Chromolaena
foliata) € um subarbusto de 1-1,5 m de altura, com flores de cor rosa forte a roxa ou
azuis, nativo do Sul do Brasil, Paraguai e Norte da Argentina que floresce de
fevereiro a abril. Seus extratos aquoso e etandlico apresentaram atividade citotéxica
com ICsp menor que 5 ug/ml para as linhagens tumorais HT29 (adenocarcinoma de
colon humano) e NCI-H460 (cancer pulmonar) (MONKS et al., 2002).

Eupatorium congestum (= Chromolaena congesta) € um subarbusto de 30-80
cm de altura, com flores violaceas, nativo do Sul do Brasil, cujo periodo de floragéao
vai de janeiro a margo. Os flavondides isolados dessa espécie apresentaram
atividade antiprotozoaria contra Trypanosoma cruzii e Leishmania amazonensis
(TALEB-CONTINI et al., 2004). A atividade antimicrobiana de flavondides e

esterbéides isolados dessa planta também foi testada contra varias cepas de
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microrganismos, sendo ativos contra espécies de Staphylococcus e de
Streptococcus (TALEB-CONTINI, 2003). A atividade antioxidante dos flavonoides
isolados dessa espécie também foi avaliada contra espécies reativas do oxigénio
geradas por leucdcitos polimorfonucleares, mostrando-se dependente do numero e
posicao das radicais hidroxila e metoxila (TALEB-CONTINI et al., 2006).

O rendimento em 6leo volatil das coletas dessas quatro espécies variou de
tracos a 1,4%, sendo o maior aquele obtido para as folhas de E. subhastatum
coletadas em Viamao/06. Uma das coletas de E. pedunculosum, por sua vez,
apresentou rendimento tdo baixo que nao foi possivel realizar a analise
cromatografica do 6leo. Para essa coleta dispomos apenas dos dados da analise em

espaco confinado (headspace).

Dentre essas coletas, apenas os Oleos volateis de E. subhastatum
apresentaram quantidades expressivas de monoterpenos, variando de 29,1 a 42,7%
do éleo. Para as demais espécies analisadas a concentragcdo de sesquiterpenos no
Oleo volatil varia de 87,9 a 98,5%. Os monoterpenos mais abundantes nas duas
coletas de E. subhastatum (Viamao e Canela) sao a-pineno, p-pineno e limoneno,
tanto nas folhas como nas inflorescéncias, quando analisadas separadamente, e a
concentragdo desses compostos varia de 7,0 a 14,1%. O 6leo volatil da coleta de
Canela/05 apresenta também grande proporcao de sesquiterpenos hidrocarbonados
(64,4%), entre eles B-cariofileno (11,2%), cadina-1(6),4-dieno/germacreno D (19,8%)
e biciclogermacreno (32,5%). Na coleta de Viamao/06, entretanto, s&o os
sesquiterpenos oxigenados que se destacam, dentre eles germacreno D-4-

ol/espatulenol, espatulenol, 6xido de cariofileno, T-cadinol e a-cadinol.

Os oleos volateis de E. ivifolium coletado em Viam&o/06 (inflorescéncias e
folhas) e Guaiba/05 (inflorescéncias/folnas) sao compostos principalmente por
sesquiterpenos hidrocarbonados (79,9; 84,1 e 80,4%, respectivamente). (E)-B-
cariofileno (46,8, 6,6 e 8,5%), germacreno D (16,5; 53,7 e 23,4%) e
biciclogermacreno (11,1; 20,0 e 8,6%) s&o majoritarios em ambas as coletas. Na
coleta de Guaiba/05 observa-se também dois compostos de nucleo cadinano entre

0s majoritarios: y-cadineno (10,8%) e &-cadineno (6,8%).
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sesquiterpenos hidrocarbonados (84,0 e 68,5%). Os compostos majoritarios do 6leo
volatil dessas duas espécies também sdo o [B-cariofileno (13,8 e 26,1%), o
germacreno D (23,5 e 25,6%) e o biciclogermacreno (28,2 e 13,6%). O 6leo de E.
congestum apresenta ainda o sesquiterpeno ©&-cadineno entre os majoritarios
(5,7%). Na fracdo sesquiterpénica oxigenada apenas o 6leo de E. pedunculosum

apresenta um composto em concentragao elevada, o espatulenol (18,1%).

Tabela 4.15: Composicao quimica do oleo volatil de Eupatorium Ivifolium L., E. subhastatum Hook. &

E. congestum

(Canela/05)

apresentam composi¢do quimica bastante semelhante, com predominancia de

e E. pedunculosum (Rolante/Riozinho/05)

Arn., E. congestum Hook. & Arn. e E. pedunculosum Hook. & Arn.

IR

Componente

ivif

Viamao
mar/06

i

f

Guaiba
mar/05

ff

subh

Viamao
mar/06

i

f

Canela
abr/05

ff

cong
Canela
abr/05

ff

ped
Rolante
abr/05

ff

915
922
946
960
963
979
994
994
1007
1014
1018
1028
1037
1047
1077
1015
1092
1121
1144
1172
1178
1183
1188
1189
1268
1347
1323
1335
1350

a-tujeno
a-pineno
canfeno
sabineno
B-pineno
3-mirceno
a-felandreno
0-2-careno
a-terpineno
p-cimeno
limoneno
(Z)-B-ocimeno
(E)-B-ocimeno
y-terpineno
terpinoleno
1,8-cineol

linalol
trans-pinocarveol
pinocarvona
terpinen-4-ol
criptona
a-terpineol
mirtenal

mirtenol

acetato de bornila
acetato de nerila
O-elemeno
a-cubebeno
ciclosativeno

tr
0,3

0,1
0,7

tr

tr
0,7

tr
1,1

tr
tr
tr

0,3
0,3
tr
tr

0,1
0,4

0,2

1,8

1,2
tr
tr

0,2
2,2
tr
24

0,1

tr
tr

tr
0,2

0,1

0,6

1,5
tr

tr

tr
3,2

tr
1,9
0,9
1,4

tr

tr

tr

tr

1,3
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Tabela 4.15: Cont.

1357
1361
1369
1375
1374
1381
1394
1403
1414
1420
1422
1435
1442
1441

1445
1451
1457
1465
1468

1473

1476
1473
1478
1481
1485
1483
1490
1491
1496
1497
1503
1504
1503
1514
1520
1526
1540
1547

1555

1551
1555
1557
1559

1594
1595

a-ilangueno
a-copaeno
B-bourboneno
3-cubebeno
B-elemeno
cipereno
a-gurjuneno
(E)-B-cariofileno
B-gurjuneno
trans-a-bergamoteno
aromadendreno
a-humuleno
(E)-B-farneseno
allo-aromadendreno
cis-muurola-4(14),5-
dieno
9-epi-(E)-cariofileno
y-muuroleno
germacreno D
B-selineno
epi-biciclo-
sesquifelandreno
valenceno
viridifloreno
biciclogermacreno
a-muuroleno
(Z)-a-bisaboleno
germacreno A
B-bisaboleno
O-muuroleno
y-cadineno
7-epi-a-selineno
cis-calameneno
d-cadineno
B-cadineno
cadina-1,4-dieno
a-cadineno
a-calacoreno
germacreno B

3-calacoreno
germacreno D-4-ol/
espatulenol

espatulenol
6xido de cariofileno
globulol
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Tabela 4.15: Cont.

1614 1-epi-cubenol tr 0,2 0,7 ftr

1619 eudesmol* 0,2

1621 isoespatulenol 0,2 0,3 tr tr 0,6 1,3

1635 cariofiladienol 0,3

1564 T1-cadinol 05 0,7 0,9 8,6 29 1,4

1638 a-muurolol 0,2 0,2 1,5 0,4 0,3

1647 a-cadinol 1,17 0,9 1,7 17,5 6,1 1,8

1660 verbocidentafurano 2,0

1663 cadaleno tr

1681 NI 4,5 0,6

- N-pentacosano tr

- N-heptacosano 0,4
Total 95,7 98,7 974 92,3 99,6 99,4 98,6 90,9
MH 29 8,6 9,8 289 427 291 0,6
MO 0,3 1,5
SH 79,2 84,1 80,4 14,7 29,6 64,4 84,0 68,5
SO 13,0 59 75 47,2 27,3 6,1 14,5 22,4
AL 0,4

IR: indice de retengdo em coluna DBS5; ivif: Eupatorium ivifolium; subh: E. subhastatum; cong: E.
congestum; ped: E. pedunculosum;i: inflorescéncias; f: folhas; ff. folhas e inflorescéncias. MH:
percentagem total de monoterpenos hidrocarbonados; MO: percentagem total de monoterpenos
oxigenados; SH: percentagem total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de
sesquiterpenos oxigenados; AL: compostos alifaticos.
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Figura 4.6: Componentes majoritarios do 6leos volateis de Eupatorium ivifolium, E. subhastatum, E.
congestum e E. pedunculosum.
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4.21.3 Discussédo dos resultados para as espécies de Eupatorium secéo
Cylindrocephala DC.

As espécies dessa secao foram transferidas pelos botanicos R. M. King e H.
Robinson para o género Chromolaecna DC.: E. laevigatum (= Chromolaena
laevigata), E. subhastatum (C. hirsuta), E. ivifolium (= C. ivifolia), E. congestum (C.
congesta) e E. pedunculosum (= C. pedunculosa) (KING e ROBINSON, 1987;
MATZENBACHER, 1979).

De modo geral observou-se uma correlagado positiva entre o conteudo de
monoterpenos dos dleos volateis e a classificacdo genérica apresentada por R. M.
King e H. Robinson, pois dentre todas as coletas, a excegao de E. subhastatum, cujo
Oleo volatil apresenta grande proporgdo de compostos monoterpénicos e de E.
pedunculosum, caracterizado pela presenca de compostos alifaticos, houve
predominancia de sesquiterpenos, com pequena propor¢cdo de monoterpenos. A
correlacdo observada parece consistente, uma vez que foram realizadas coletas em
seis locais e dois anos diferentes, todas nos meses de marcgo e abril. Entretanto, um
acompanhamento mais sistematico da influéncia da sazonalidade, do solo, do clima
e do estadio vegetativo sobre o conteudo dos 6leos volateis dessas espécies seria
necessario para comprovar tal correlagdo, estabelecendo assim um padréao

diferencial para as espécies de Chromolaena.

Na fracdo sesquiterpénica do oleo volatil foram identificados B-cariofileno,
germacreno D e biciclogermacreno entre os majoritarios em todos os espécimes
coletados, com a presenga marcante de sesquiterpenos oxigenados em E.
Ssubhastatum e no oleo volatil de apenas uma das coletas de E. pedunculosum, o
que reforca a possibilidade de um padrdo caracteristico para o perfil volatil de
Chromolaena e também a necessidade de um acompanhamento mais sistematico

para caracterizacdo do mesmo.

A presenca de levigatina no dleo volatil de todas as coletas de Eupatorium
laevigatum (= Chromolaena laevigata) € uma caracteristica distintiva que n&o
encontra paralelo nas outras espécies de Chromolaena, sendo assim uma

caracteristica com valor taxondmico em nivel especifico, mas ndo em nivel genérico.
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4.2.2 Headspace

Foram submetidas a andlise em espago confinado (headspace) uma das
coletas de E. laevigatum (Canela/05) e os duas de E. subhastatum (Canela/05 e

Viamao/06), E. ivifolium e E. congestum (Canela/05).

Assim como nas analises em headspace das espécies da secao
Subimbricata, as espécies da secdo Cylindrocephala apresentam-se, na sua
maioria, compostas majoritariamente por monoterpenos (70,6 a 98,4%), exceto para
E. laevigatum Canela//05, que apresenta menor percentagem desses compostos
(38,4 e 42,5%, para inflorescéncias e folhas, respectivamente). Essa variagcdo se
deve a presenga, no oleo volatil obtido das plantas dessa coleta, de percentagem

elevada de a-santaleno (29,9 a 31,2%).

Quanto a composicdo quimica, a fracao volatil de todas essas espécies se
caracteriza pela presenga dos pinenos, a-pineno (4,0 a 43,4%) e B-pineno (9,8 a
29,2%). Dentre os monoterpenos ciclicos o p-mentano limoneno também é
encontrado em todas as espécies (8,5 a 16,9%). Dentre os monoterpenos aciclicos o
mirceno também se encontra entre os majoritarios em todas as coletas analisadas
(5,0 a 19,4%).

Além disso, E. subhastatum (Viamao/06) apresenta o tujano a-tujeno (7,1 e
6,1%, inflorescéncias e folhas, respectivamente). A percentagem dessa substancia
no oleo volatil era baixa (0,4 e 1,6%), entretanto, considerando-se que na analise em
headspace apenas a fracdo monoterpénica é considerada, a sua contribuicdo
percentual em relagdo ao conjunto dos componentes eleva-se consideravelmente.
Em E. vifolium, cujo O6leo volatii era composto predominantemente por
sesquiterpenos hidrocarbonados, especialmente o germacreno D, essa substancia
também esta presente na fragao volatil das inflorescéncias e folhas analisadas por

headspace (23,1 e 9,3%, respectivamente).
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Tabela 4.16: Headspace das folhas e

inflorescéncias de espécies de Eupatorium sect.

Cylindrocephala.
laev sub ivi con
IR Componente Canela/05 Canela/05  Viamao/06 Guaiba/05 Canela/05
i f i f i f i f i f
880 santolinatrieno 08 08 02 ftr tr
912 g-tujeno 09 18 41 42 74 61 30 36 38 49
919 g-pineno 49 40 27,0 43,4 290 266 11,9 13,8 288 318
939 canfeno 0,5 tr 0,1 0,1 tr 0,8 tr
943 tuja-2,4(10)-dieno tr tr
960  sabineno 20 26 14 20 29 37 18 25 12 20
965 B-pineno 13,4 9,8 285 21,5 287 29,0 24,0 29,2 188 23,1
976  mirceno 50 67 11,4 7,6 123 142 11,8 91 19,4 159
987  &-2-careno 1,0 0,2 tr tr
990 g-felandreno 0,2 tr 0,4 tr tr tr 0,2 tr
1003 a-terpineno 0,2 tr 0,2 tr tr 0,3 tr
1007 p-cimeno 0,8 0,1 tr tr tr tr
1016 jimoneno 85 11,2 169 116 11,2 138 10,1 13,8 16,0 14,2
1018 1 8-cineol tr 1,1 0,5
1025 (7)-B-ocimeno 09 02 08 07 10 05 06 01 tr
1035 (E)-B-ocimeno 19 39 65 37 46 38 61 126 32 25
1047 y-terpineno 06 tr 04 tr tr 03 07 ftr
1073 terpinoleno 0,4 tr 0,2 tr 1,3 tr 1,2 tr
1162 terpinen-4-ol tr
1174 a-terpineol tr
1376 -elemeno 26 57 tr tr tr tr
1400 a-cis-bergamoteno 09 1,0 X
1403 B-cariofileno 48 41 05 11 05 02 32 16 12 15
1405 g.santaleno 31,2 29,9
1421 qg-trans-bergamoteno 1,0 tr
1434 gpi-B-santaleno 3,1 28
1440 g-humuleno tr 1,5 0,3
1447 g-santaleno 1,9 272
1450 cis-cadina-1(6),4-
Dieno 2,7 17
1465 germacreno D 42 46 08 08 10 05 21,3 93 1,7 12
1479 piciclogermacreno 1,5 30 03 22 03 05 33 37 09 23
1484  g-muuroleno tr tr tr
1509 5-cadineno 02 04 tr 03 ftr
1660 verbocidentafurano 0,5
1732 jevigatina 71 17
Total 98,8 999 998 999 999 999 999 99,9 998 999

IR: indice de retencdo em coluna DB5; laev: E. laevigatum ; sub: E. subhastatum; ivi: E. ivifolium; con:

E. congestum;; i: inflorescéncias; f: folhas.
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4.2.3 Atividade antioxidante

Foram avaliados no ensaio para atividade antioxidante frente ao radical DPPH
os Oleos volateis de E. laevigatum das coletas de Guaiba, Canela, Gravatai e Caraa,
todos de abril de 2005. Também foram submetidos ao ensaio os éleos volateis de E.
ivifolium das coletas de Guaiba (Mar/05) e Viamao (Mar/06), E. subhastatum das
coletas de Viamado (Mar/06) e Canela (Abr/05) e os Oleos volateis de E.
pedunculosum (Rolante Abr/05) e E. congestum (Canela Abr/05). A atividade mais
pronunciada foi exercida pelos 6leos volateis de E. laevigatum, independente de sua
origem. Essa atividade pode estar relacionada a presenca do composto levigatina,
um sesquiterpeno furanico, em todos os Oleos volateis dessa espécie. Essa
substancia, quando avaliada isoladamente no mesmo ensaio, exerceu atividade
antioxidante nas diluicées de 1/10, 1/100, 1/1.000 e 1/10.000, sendo esta menos
pronunciada na menor diluicdo. A quantidade de levigatina presente na placa
cromatografica na menor dilui¢ado utilizada no ensaio (1/10.000) é a mesma presente
na placa com dleo volatil na diluigdo 1/1.000 (uma vez que a levigatina perfaz 10%
do ¢6leo volatil). Entretanto, a atividade do composto isolado, € menor que a do 6leo,

indicando a possibilidade de efeito sinérgico com os demais componentes.

1710 1/10 1/1000

Figura 4.7: Atividade antioxidante da levigatina e do 6leo volatil de Eupatorium laevigatum Lam. em
diferentes diluigdes com éter etilico.

Além destes, foram bastante efetivos os 6leos volateis de E. ivifolium (Viaméao
2006) e E. subhastatum (Viamao Mar/06), todos ricos em sesquiterpenos
hidrocarbonados (em especial B-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno, y-
cadineno e d-cadineno). Segundo RUBERTO e BARATTA (2000), essa classe de
compostos apresenta baixa atividade antioxidante (em especial o B-cariofileno
avaliado no estudo); entretanto, segundo muitos autores, a atividade antioxidante,
assim como outras atividades biologicas de dOleos volateis, ndo pode ser prevista a

partir das atividades de seus componentes isolados, pois muitos fatores devem ser
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tomados em consideragdo, especialmente o sinergismo e o0 antagonismo das

dezenas de componentes de um 6leo volatil (CANDAN et al., 2003).

Tabela 4.17: Atividade antioxidante dos Oleos volateis de espécies de Eupatorium sect.
Cylindrocephala.

E. E.
laevigatum pedunculosum
Guaiba
Abr/05 Canela Gravatai Caraa Rolante
dil. i f i f ff i f ff
1710 ++++ ++++ + ++++ +
17100 ++ +++ +++ +++ +++ +++ +/-
171000 + + ++ ++ ++ ++ +/-
E. E. E.
ivifolium subhastatum congestum
Guaiba Viamao Viamao Canela Canela
Mar/05 Mar/06 Mar/06 Abr/05 Abr/05
ff i f i f ff ff
1/10 ++ ++++ ++ +++  +++ + +
17100 + ++ ++ ++ ++
1/1000 - + + +4 +/-

Aplicacdo pontual de 10uL da respectiva diluicdo. Legenda: ++++ atividade visualmente mais intensa
do que a da substancia de referéncia (quercetina 1 mg/ml); +++ atividade visualmente semelhante a
da substancia de referéncia; ++ atividade menor que a da substancia de referéncia; + atividade
fracamente visivel; - atividade nao detectada; i: inflorescéncia; f: folhas; ff. folhas e inflorescéncias.

4.2.4 Atividade anticolinesterasica

Foram avaliados quanto a sua atividade inibitéria sobre a enzima
acetilcolinesterase os oOleos volateis de Eupatorium laevigatum, E. subhastatum e E.
ivifolium. Dentre os oleos volateis de E. laevigatum foram submetidas ao ensaio
apenas aqueles oriundos das folhas das coletas de Canela/RS (abr/05) e Caraa
(abr/05). Dentre os Oleos avaliados, apenas aquele da coleta de Caraa/abr/05
apresentava algum monoterpeno entre os majoritarios (a-pineno, 6,5%), cuja
atividade ja esta descrita na literatura. O Ooleo volatii de E. subhastatum
Viamao/mar/06 também apresenta esse monoterpeno (7,0%). Esses dois o6leos
volateis exerceram atividade inibitoria sobre a enzima mais pronunciadamente que

Oleos ricos em sesquiterpenos.
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A atividade dos demais compostos presentes em percentual elevado nao esta
descrita na literatura. Entretanto, todas as amostras revelaram inibicdo sobre a
atividade da enzima acetilcolinesterase, provavelmente pelo efeito sinérgico de seus
constituintes. Como proposto por alguns autores, a atividade sinérgica dos
compostos maijoritarios do 6leo volatil, e de compostos minoritarios, pode afetar o
efeito final sobre a enzima acetilcolinesterase (MIYAZAWA et al., 1998; SAVELEYV et
al., 2003).

A levigatina, obtida por cristalizacdo do 6leo volatii de E. laevigatum
(Guaiba/Abr/06), foi avaliada no mesmo ensaio, nas concentragdes de 1 mg/mL, 0,1
mg/mL e 0,01 mg/mL, aplicando-se 10 pyL na cromatoplaca. Apenas a concentragao
de 1 mg/mL, equivalente a 10 pg inibiu a enzima, moderadamente. Considerando-se
que nos dois 6leos volateis de E. laevigatum submetidos ao ensaio, a levigatina
encontra-se numa concentragdo de aproximadamente 10%, sua massa aplicada na
placa corresponde a aproximadamente 0,1 ug. Como a substéncia isolada exerceu
atividade apenas numa concentracdo 100 vezes superior pode-se sugerir que a
atividade anticolinesterasica exercida pelo dleo volatil ndo se deve a presenca desse
composto isoladamente, mas a presenga do a-pineno, ou a agao sinérgica deste

ultimo com os demais componentes do 6leo.

Tabela 4.18: Atividade anticolinesterasica da levigatina e dos 6leos volateis das folhas de Eupatorium
laevigatum Lam., E. subhastatum Hook. & Arn., E. ivifolium L., indicando o local e época de coleta.

Material Local concentragdo (Mg)  atividade
Eupatorium subhastatum  Viamao/mar/06 ++
Eupatorium ivifolium Viamé&o/mar/06

Eupatorium laevigatum Canela/abr/05

Eupatorium laevigatum Caraalabr/05 ++
levigatina Guaiba/Abr/06 0,1 _
levigatina Guaiba/Abr/06 1,0 _
levigatina Guaiba/Abr/06 10 +
galantamina imM it

Aplicacao pontual de 10uL da respectiva diluicdo. Legenda: ++ atividade menor que a da substancia
de referéncia; + atividade fracamente visivel; - atividade ndo detectada.
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4.3 Secao Eximbricata (DC.) O.Hoffm.

Trés dentre as quatro espécies presentes no Rio Grande do Sul
(MATZENBACHER, 1979) foram coletadas no decorrer deste trabalho. Os 6leos
volateis foram obtidos por hidrodestilacdo das plantas plenamente floridas de duas
coletas plenamente floridos de E. rufescens (Morro Reuter/05; Sado José das
Missdes/05), uma coleta de E. grande (S&o Francisco de Paula/05), também em
plena floragdo, e uma coleta de E. consanguineum em estadio vegetativo (Morro
Reuter/05). Seis amostras de 6leo volatil (representativas de trés espécies) foram
avaliadas no ensaio antioxidante com o radical DPPH e duas amostras (oriundas de

duas espécies) foram avaliadas no ensaio de atividade anticolinesterasica.

As espécies coletadas nessa secdo sao ervas, subarbustos e arbustos, de 0,5
a 4 m de altura, com flores brancas, rosa ou lilds. As coletas foram realizadas na
regiao metropolitana de Porto Alegre (Morro Reuter), na regido serrana (Sao

Francisco de Paula) e na regido do Planalto (Sdo José das Missdes).

Tabela 4.19 : Data e local de coleta, numero de registro ICN, parte vegetal extraida e rendimento em
Oleo volatil das espécies de Eupatorium sect. Eximbricata.

Espécie Local Data ICN i f VmL r%
E. rufescens Morro Reuter Out/05 146985 X 0,5 0,1
E. rufescens Morro Reuter Out/05 146985 x <0,05 <0,1
E. rufescens Sao José das Missoes Nov/05 147006  x 0,1 0,1
E. rufescens Sao José das Missoes Nov/05 147006 X 0,5 0,3
E. grande Sao Francisco de Paula  Abr/05 146984 X 0,4 0,5
E. grande Sao Francisco de Paula  Abr/05 146984  x <0,05 <0,1
E. consanguineum  Morro Reuter Out/05 148133 X 0,3 0,12

i: inflorescéncias; f: folhas; V mL: volume de 6leo volatil obtido; r%: rendimento de 6leo volatil em
relagao a planta fresca.
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4.3.1 Oleo volétil

4.3.1.1 Eupatorium rufescens P.W.Lund ex DC., E. grande Sch.Bip. ex

Baker, E. consanguineum DC.

Eupatorium rufescens (= Kaunia rufescens — mangerona, mata-campo) € um
arbusto ou arvoreta de 3-4 metros de altura, nativo do Sul da Bolivia e Sudeste e Sul
do Brasil. A floragdo dessa espécie ocorre entre os meses de junho e novembro e
suas flores sdo brancas ou lilases. Muitos usos medicinais populares sdo descritos
para essa planta (http:/coralx.ufsm.br/ifcrs/Cap_VI_3 Resultados Plantadas.pdf).
Além disso, duas lactonas sesquiterpénicas isoladas dessa espécie demonstraram
ser sensibilizadores alergénicos (RUCKER et al., 1997). Em outro trabalho foram
isolados dois peroxidos sesquiterpénicos de nucleo bisabolano. Ambos exerceram
atividade esquizonticida contra Plasmodium falciparum. A atividade antitumoral de
outra lactona sesquiterpénica isolada de E. rufescens, 2-oxoludartina, foi testada
contra varias linhagens tumorais in vitro, entretanto, in vivo os resultados obtidos nédo
foram significativos (RUCKER et al., 1996).

Eupatorium grande (= Heterocondylus grandis) é uma erva perene, de 50-80
cm de altura com flores cor-de-rosa forte, nativa do Sul do Brasil, Paraguai e
Nordeste da Argentina. Morfologicamente, apresenta-se muito semelhante a E.
macrocephalum. Para esta espécie ndo foram encontrados relatos na literatura

especializada.

Eupatorium consanguineum (= Koanophyllon consanguineum) € um
subarbusto de mais ou menos 1 m de altura, com flores alvas. O periodo de floragéo
vai de junho a setembro. Ja foram isoladas duas lactonas sesquiterpénicas de
nucleo guaiano, desidroleucodina e 3,4-epoxidesidroleucodina (NAGAMITI et al.,
1987).

De modo geral os 6leos volatil de todas as plantas coletadas desta segéo se
caracterizaram pela predominancia de sesquiterpenos hidrocarbonados (85,1 a
99,6%), exceto para as flores de E. rufescens (Morro Reuter/05) cujo éleo apresenta

quantidades equivalentes de sesquiterpenos hidrocarbonados e compostos alifaticos
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(35,3 e 33,0%), conforme Tabela 4.20. O dleo volati das folhas de E.
consanguineum (Morro Reuter/abr/05) apresenta trés compostos majoritarios: o
cariofilano B-cariofileno (15,4%), o germacrano germacreno D (22,2%) e o

bisabolano a-zingibereno (13,5%).

Tabela 4.20: Composi¢ao quimica do 6leo volatil das espécies de se¢cao Eximbricata (DC.) O.Hoffm.

E. rufescens E. grande E. consanguineum

IR Componente Morro Reuter SIM SFP Morro Reuter

i f i f i f f
912 a-tujeno tr 0,1 tr tr
919 a-pineno 1,2 tr 0,3 3,2 1,0
929 [B-citroneleno tr
933 canfeno tr
956 sabineno 0,1 tr 0,3 0,2
959 [3-pineno 0,3 tr 0,2 1,1 0,5
974 mirceno 1,1 tr 0,2 tr
984 &-2-careno tr
989 a-felandreno tr 0,2
1008 p-cimeno 0,1 tr tr
1013 limoneno 1,7 0,1 tr 0,2 3,8
1014 1,8-cineol tr
1022 (Z)-B-ocimeno tr tr
1032 (E)-B-ocimeno tr tr 0,8
1084 linalol 0,1 tr
1151 lavandulol tr
1160 terpinen-4-ol tr
1173 a-terpineol tr tr
1211 nerol 0,5
1212 citronelol tr
1275 acetato de lavandulila 1,2 6,3
1348 acetato de nerila 2
1321 &-elemeno tr 0,1 03 04 0,4
1335 a-cubebeno tr tr tr tr tr 0,6
1360 a-copaeno tr 02 13 11 06 0,7 1,8
1368 [B-bourboneno tr tr tr 0,1 0,2 0,2
1373 B-cubebeno 0,7 05 04 tr 0,2 0,9
1374 B-elemeno tr 03 08 08 14 21 49
1397 a-gurjuneno tr tr
1398 a-trans-bergamoteno 0,3
1402 pB-cariofileno 41 40,7 24,7 202 59 3,6 15,4
1420 aromadendreno 0,2 0,2 0,2
1435 a-humuleno 1,2 97 32 25 10 1,0 4,2
1438 (E)-B-farneseno tr 0,2
1442 allo-aromadendreno tr tr 0,7 0,7
1460 y-muuroleno tr 0,1 0,7 0,6
1462 cis-cadina-1(6)-4-dieno 12,4
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Tabela 4.20: Cont.

1463
1468
1468
1468
1476
1476
1477
1480
1483
1486
1489
1494
1496
1496
1497
1497
1498
1505
1506
1506
1514
1520
1526
1540
1548
1549

1563

1563
1563
1568

1568

1570
1576
1578
1583
1599
1607
1616
1621
1631
1635
1636
1641
1655
1660
1677

germacreno D 2,3
B-selineno

ar-curcumeno
trans-cadina-1(6)-4-dieno
viridifloreno
epi-biciclosesquifelandreno
a-selineno
biciclogermacreno
a-zingibereno
a-muuroleno

germacreno A
-bisaboleno tr
B-curcumeno tr
y-cadineno

(2)-y-bisaboleno tr
7-epi-a-selineno
cis-cadina-1,4-dieno
cis-calameneno

&-cadineno

B-cadineno
trans-cadina-1,4-dieno
a-cadineno 0,5
a-calacoreno

germacreno B

B-calacoreno

(E)-nerolidol

germacreno D-4-ol/
espatulenol

espatulenol
espatulenol+ar-turmerol 0,3
oxido de cariofileno 1,0

oxido de cariofileno/
globulol

globulol

epi-globulol
desidro-ar-turmerona tr
oxido de humuleno |

epoxido de humuleno I tr
1,10-di-epi-cubenol
1-epi-cubenol

isoespatulenol

gossoronol tr
cariofiladienol
T-cadinol+T-muurolol tr
a-muurolol

a-cadinol 0,5
bulnesol

a-bisabolol tr

11,0

16,2

16,1 24,9 35,9
0,8

2,6

0,2
tr
27,7 32,7 11,5

17,3
0,1 tr tr 1,8
02 13 09 33

tr
0,2 0,2 35

tr

09 25 26 85

tr
tr tr tr tr

tr tr tr 1,1

tr tr tr

tr 1,3 1 1,3

tr

tr 2,2
04 71 21

06 54 11 14

0,6 0,3
0,5
0,7
0,1
0,8 0,1
tr
1,2 1
0,3 0,1 5,0
1,9 15 8,1

133

32,5
0,2

0,1
0,2
19,4
1,4
3.1
2,5
tr
tr
7,6
tr
tr
0,8
tr

0,8
tr

2,8

0,9

0,7

tr
0,6

6,1
9,3

22,2
0,8

4,6
13,5
0,4
4,2

0,3

0,3
0,1
tr
2,9
tr

tr
tr

1,9

5,5

0,9
0,4

0,3

0,4

0,1



Tabela 4.20: Cont.

1717 (Z)-nuciferol 0,5

1738 (E)-nuciferol 0,5 0,3

1783 [-bisabolenol 1,7

1979 acido hexadecandico 12,2

2104 nonadecanal 0,7

- N-tricosano 5,3 0,9

- N-tetracosano 1,7

- N-pentacosano 0,3

- N-heptacosano 7,5

- N-octacosano 2,3

- N-nonacosano 3,0

- N-triacontano tr
Total 80,0 93,3 99,1 99,6 96,0 97,9 94,0
MH 3,6 03 04 58 5,5
MO 3,7 6,4
SH 353 851 79,8 87,6 78,7 77,3 79,0
SO 4,5 14 179 6,3 17,3 20,5 9,5
AL 33,0 0,9

IR: indice de retencdo em coluna DBS5; i: inflorescéncias; f: folhas; SJM: Sao José das Missoes; SFP:
Sao Francisco de Paula; MH: percentagem total de monoterpenos hidrocarbonados; MO:
percentagem total de monoterpenos oxigenados; SH: percentagem total de sesquiterpenos
hidrocarbonados; SO: percentagem total de sesquiterpenos oxigenados.

O dleo volatil das inflorescéncias e folhas de E. grande (Sao Francisco de
Paula/abr/05) é constituido exclusivamente por compostos sesquiterpénicos, sendo
majoritarios aqueles de nucleo germacrano: germacreno D (35,9 e 32,5%) e
biciclogermacreno (11,5 e 19,4%). Também se encontram entre os majoritarios os
sesquiterpenos de nucleo cadinano: o hidrocarbonado &-cadineno (8,5 e 7,6%) e os

oxigenados a-muurolol (5,0 e 6,1%) e a-cadinol (8,1 e 9,3%).

Os 6leos volateis das duas coletas de E. rufescens apresentam composicao
quimica bastante diferente. As inflorescéncias e folhas da coleta de Sao José das
Missbes (nov/05) apresentam basicamente sesquiterpenos hidrocarbonados com
nucleos cariofilano ou germacrano: 3-cariofileno (24,7 e 20,2%), germacreno D (16,1
e 24,9%) e biciclogermacreno (27,7 e 32,7%) com alguns sesquiterpenos
oxigenados no oleo das inflorescéncias (germacreno D-4-ol/espatulenol — 7,1% e
oxido de cariofileno — 5,4%). Os 6leos da coleta de Morro Reuter (Out/05), por sua
vez, apresentam composigao qualitativa diferenciada para as inflorescéncias e para

as folhas: O dleo volatil das folhas se caracteriza pela predominancia de compostos
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sesquiterpénicos hidrocarbonados com nucleos cariofilano (B-cariofileno — 40,7%),
humulano (a-humuleno — 9,7%), cadinano (cadina-1(6)-4-dieno — 12,4%) e
bisabolano (a-zingibereno — 17,3%). Nas inflorescéncias, por sua vez, predominam
os compostos sesquiterpénicos hidrocarbonados com nucleo bisabolano e os
compostos alifaticos. Dentre os sesquiterpenos destacam-se o0 ar-curcumeno
(11,0%) e o a-zingibereno (16,2%) também presente no dleo das folhas; entre os
compostos alifaticos destacam-se o acido hexadecanodico (12,2%), o N-tricosano
(5,3%) e o N-heptacosano (7,5%). Os compostos majoritarios presentes nos 6leos

volateis das espécies da segcao Eximbricata podem ser vistos na Figura 4.7.

4.3.1.2 Discussédo dos resultados para as espécies de Eupatorium secéao
Eximbricata (DC.) O.Hoffm.

As trés espécies coletadas nesta secao pertencem a trés géneros distintos
na classificagdo de KING e ROBINSON (1987): Kaunia, Heterocondylus e
Koanophyllon. A ocorréncia de a-zingibereno em E. consanguineum e em uma das
coletas de E. rufescens (ambas de Morro Reuter) poderia sugerir uma correlagéao
entre elas. Entretanto, uma segunda coleta de E. rufescens apresentou 6leo volatil
com composicdo quimica muito diferente, o que acaba por dificultar o
estabelecimento de um padrdo pelo excesso de variabilidade em um numero
reduzido de amostras. Neste caso, assim como para as espécies da secao
Cylindrocephala, uma avaliagdo mais sistematica, incluindo outros locais de coleta e
estadios vegetativos seria necessaria para a determinagcédo da variabilidade natural

e, ao mesmo tempo, de marcadores quimicos, se houverem.
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Figura 4.8: Componentes majoritarios dos o6leos volateis das espécies de Eupatorium sect.
Eximbricata.

4.3.2 Atividade antioxidante

Foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante frente ao radical DPPH
os Oleos volateis de E. grande (Sao Francisco de Paula), E. rufescens (Sdo José das
Missdes e Morro Reuter) e E. consanguineum (Morro Reuter). Os 6leos volateis de
E. grande e E. rufescens exerceram atividade mais pronunciada, descolorindo mais
intensamente o radical DPPH. Todos os 6leos sdo compostos majoritariamente por
sesquiterpenos, sendo [-cariofileno, a-humuleno, cadina-1(6)-4-dieno e a-
zingibereno os majoritarios nas folhas de E. rufescens (Morro Reuter) e B-cariofileno,

germacreno D, biciclogermacreno, espatulenol e éxido de cariofileno os majoritarios
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nas folhas e inflorescéncias da coleta dessa mesma espécie em Sao José das
Missbes. Em E. grande s&o majoritarios germacreno D, biciclogermacreno, 6—
cadineno, a-muurolol e a-cadinol, tanto nas folhas como nas inflorescéncias.
Finalmente, em E. consanguineum, sao majoritarios o germacreno D, o
biciclogermacreno e o a-zingibereno. Segundo a literatura cientifica, muitos
sesquiterpenos hidrocarbonados isolados apresentam pouca ou nenhuma atividade
antioxidante nos ensaios utilizando espécies reativas do acido tiobarbiturico (TARS)
e hidroperoxidienos originados do acido linoléico (RUBERTO e BARATTA, 2000).
Entretanto, em muitos ensaios utilizando 6leos volateis, e nao apenas seus
componentes isolados, é detectada atividade antioxidante, a qual ¢é dificil de
correlacionar com a atividade antioxidante dos componentes majoritarios isolados.
Essa dificuldade encontrada em atribuir a atividade antioxidante de um oleo volatil a
algum de seus componentes deve-se, provavelmente, a interagdes sinergisticas e
aditivas entre compostos, tanto entre os majoritarios quanto com compostos que

aparecem em concentragcdo minima (TEPE et al., 2007).

Tabela 4.21: Atividade antioxidante dos 6leos volateis de espécies de Eupatorium sect. Eximbricata.

E. grande E. rufescens E. consanguineum
SFP SIM MR MR
dil. f i i f i f
1/out ++ +++ ++++ + +++ +
1/100 + + ++ +
1/1000 +/- +/- +/- +/-

Aplicacdo pontual de 10uL da respectiva diluicdo. Legenda: ++++ atividade visualmente superior a da
substancia de referéncia (quercetina 1 mg/ml) +++ atividade semelhante a da substancia de
referéncia; ++ atividade menor que a da substancia de referéncia; + atividade pouco visivel; +/-
atividade fracamente visivel; SPF: Sdo Francisco de Paula/RS; Sdo José das Missbes/RS; MR: Morro
Reuter/RS; i: inflorescéncia; f: folhas.

4.3.3 Atividade anticolinesterasica

Foram avaliadas quanto a sua atividade anticolinesterasica os 6leos volateis
de E. grande e E. consanguineum. Ambos apresentam apenas compostos
sesquiterpénicos entre os majoritarios. Dentre estes, apenas para o Oxido de
cariofileno foram encontrados relatos de atividade anticolinesterasica (fraca) na

literatura (SAVELEV et al., 2003). Ambos os 6leos volateis avaliados apresentaram
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efeito inibitério moderado sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase. Esse
efeito pode ser devido a interagdes sinergisticas dos varios constituintes do 6leo
volatil, entretanto, ndao foram encontrados relatos de atividade para os mesmos na

literatura.

Tabela 4.22: Atividade anticolinesterdsica dos Oleos volateis de espécies de Eupatorium sect.
Eximbricata.

COLETAS local parte atividade
E. grande Séo Francisco de Paula/abr/05 folhas +
E. consanguineum Morro Reuter/out/05 folhas +
Galantamina (1mM) +++

Aplicacao pontual de 10pL da respectiva diluicdo. Legenda: + atividade fracamente visivel.
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44 Secao Dimorpholepis G.M.Barroso

Dentre as seis espécies ocorrentes no Rio Grande do Sul, quatro foram
coletadas e analisadas no decorrer deste trabalho: E. gaudichaudianum, E.
intermedium, E. serratum e E. nummularia. Quatro coletas, uma de cada espécie
coletada, foram submetidos a analise em headspace. Amostras de 6leo volatil das
quatro espécies foram avaliadas quanto a sua atividade antioxidante frente ao
DPPH; trés deles também foram avaliados quanto a sua atividade

anticolinesterasica.

As espécies coletadas sao subarbustos ou arbustos, de 30 a 150 cm de
altura, todas com flores brancas, nativas do Sul do Brasil, (com E. intermedium e E
serratum chegando até o Uruguai, Paraguai ou Nordeste da Argentina). As espécies
foram coletadas em Guaiba, Gravatai e Sapiranga (regidao metropolitana de Porto

Alegre); Canela (regiao serrana) e Paraiso do Sul (Depressao Central).

Tabela 4.23: Data e coleta, nimero de registro ICN, parte do vegetal extraida e rendimento em 6leo
volatil das espécies de Eupatorium sect. Dimorpholepis.G.M.Barroso.

Espécie Local Data ICN ffoi f r vmL r

%
E. gaudichaudianum Canela abr/05 146974 x 1,8 0,7
E. gaudichaudianum Paraiso do Sul mar/06 146999 X 08 14
E. gaudichaudianum Paraiso do Sul mar/06 146999 X 05 1,7
E. intermedium Guaiba abr/05 48999 x 1,7 05
E. intermedium Guaiba out/05 48999 X 09 04
E. intermedium Guaiba out/05 48999 X 1,0 05
E. serratum Gravatai out/05 146990 X 0,4 05
E. serratum Gravatai out/05 146990 X 1,1 05
E. nummularium Sapiranga jan/06 147003 x 1,2 1.1
E. nummularium Sapiranga jan/06 147003 x 02 04

4.4.1 Oleo volatil

O dleo volatil foi extraido separadamente em pelo menos uma coleta, das

inflorescéncias e folhas de E. gaudichaudianum, E. intermedium e E. serratum. As
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inflorescéncias e folhas de E. nummularium foram extraidas conjuntamente; dessa
espécie também foi extraido o 6leo volatil dos ramos. De modo geral, todas as
espécies apresentaram alto teor de 6leo volatil (0,4 a 1,7%), sendo o teor de dleo
volatil das folhas igual ou maior do que aquele das respectivas inflorescéncias. Além
disso, as espécies coletadas na mesma localidade apresentam teor semelhante de
oleo volatil: E. gaudichaudianum e E. nummularium (0,7 a 1,7%) e E. intermedium e
E. serratum (0,4 a 0,5%).

4411 Eupatorium gaudichaudianum DC., E. nummularium Hook. & Arn.,

E. intermedium DC. e E. serratum Spreng.

Eupatorium gaudichaudianum (= Dimorpholepis gaudichaudeana e Grazielia
gaudichaudeana) ¢ um subarbusto de 30 a 150 cm de altura, pouco ramoso, de
flores brancas, nativo do Sul do Brasil (de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul). O
seu periodo de floragao vai do verao ao outono. Botanicamente é muito préximo a E.
nummularium. Em um estudo fitoquimico foram isolados varios diterpenos de nucleo
ent-caurano (TALEB et al., 1999).

Eupatorium  nummularium (= Dimorpholepis nummularia, Grazielia
nummularia) € um subarbusto de 30-90 cm de altura, pouco ramoso, de flores
brancas nativo do Sul do Brasil (Parana e Rio Grande do Sul), cujo periodo de
floracdo se estende de janeiro a abril. Ndo foram encontrados estudos com esta

espécie na literatura cientifica.

Eupatorium intermedium (= Dimorpholepis intermedia, Grazielia intermedia) é
um arbusto ramoso de 1-1,5 m de altura e flores brancas, nativo do Sul do Brasil
(desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul) e Uruguai, cujo periodo de floragao
se estende de novembro a maio. Assim como E. buniifolium (sect. Subimbricata), E.
intermedium é uma planta hospedeira para borboletas do género Actinote (PALUCH
et al., 2005) além de ser visitada por abelhas (GONCALVES e MELO, 2005).

Eupatorium serratum (= Dimorpholepis serrata, Grazielia serrata) € um

arbusto de 1-1,5 m, com flores brancas, nativo do Sul do Brasil (desde Minas Gerais
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até o Rio Grande do Sul), Uruguai, Paraguai e Nordeste da Argentina, cujo periodo
de floracdo se estende de novembro a margo. Essa espécie € botanicamente muito

préximo a E. intermedium Hook. & Arn.

Tabela 4.24: Composicdo quimica dos Oleos volateis de Eupatorium gaudichaudianum e E.
nummularium.

IR Componente E. gaudichaudianum E. nummularium
Canela Paraiso do Sul Sapiranga

ff f i ff r

882 tricicleno tr tr tr

912 a-tujeno 10,1 0,1 0,2 0,2 tr

920 a-pineno 12,4 14,4 15,5 8,5 2,8

930 a-fencheno tr tr

932 canfeno tr 0,1 tr

947  verbeneno tr tr

956 sabineno 2,8 4.9 57 6 29

960 B-pineno 9,2 22,6 28,9 20,5 10

973 mirceno 1,9 1,7 2,6 2,5 1,2

983 d-2-careno 0,1 0,2 0,2 0,7

987 a-felandreno 0,3 tr 0,1 0,4 tr

1001 a-terpineno 0,2 tr 0,1 0,1

1008 p-cimeno 1,6 1,4 3,7 1,8 55

1014 limoneno 37,2 18,3 18,3 36,5 31,5

1021 (Z)-B-ocimeno tr 0,1 0,2 tr

1031 (E)-B-ocimeno 0,7 0,2 0,3 1,6 0,2

1041 y-terpineno 0,3 0,1 0,1 0,2 tr

1070 terpinoleno 0,1 tr 0,2 tr

1080 linalol 0,1 tr

1093 1,3,8-p-mentatrieno tr

1109 a-canfolenal tr tr

1116 nopinona 0,1

1121 trans-pinocarveol 0,5 0,7 tr

1127 trans-verbenol 0,3 0,3

1141 pinocarvona 0,3 0,3

1150 p-menta-1,5-dien-8-ol tr tr

1158 terpinen-4-ol 0,3 0,4 0,5 0,5 0,2

1170 criptona 0,3 0,4 tr tr

1172 a-terpineol tr 0,2 0,2 0,1 tr

1176 mirtenal 0,4 0,6 tr tr

1177 mirtenol 0,4 0,6 tr tr

1358 a-copaeno tr 0,2 0,1 0,2 0,4

1366 [B-bourboneno tr tr tr tr

1371 B-cubebeno tr tr tr 0,1 0,1

1373 B-elemeno tr tr tr tr

1390 iso-cariofileno tr

1399 [B-cariofileno 1,5 3,6 2,7 3,6 5,7

1433 a-humuleno 0,2 0,2 0,1 0,3 0,6
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Tabela 4.24: Cont.

1440 allo-aromadendreno tr tr tr

1456 y-muuroleno tr

1460 germacreno D 11,3 1,6 1,0 10,1 26,3

1475 epi-biciclosesquifelandreno tr

1478 biciclogermacreno 7,6 0,9 0,3 2,7 4.8

1480 a-muuroleno tr tr tr 0,1 0,1

1485 germacreno A 0,1 tr tr 0,1 0,2

1487 y-cadineno tr tr tr

1502 cis-calameneno tr

1503 ©-cadineno 0,5 0,2 0,1 0,4 0,5

1503 B-cadineno tr tr

1511 cadina-1,4-dieno tr tr

1517 a-cadineno tr tr

1547 (E)-nerolidol tr tr
1561 espatulenol 1,5 20,5 9,4 1,4 2,5
1567 ¢6xido de cariofileno+globulol 3 4.7 0,5 0,8
1576 epiglobulol 1,4 0,8

1592 eudesmol* 0,1

1593 epdxido de humuleno 0,1 0,2

1621 jso-espatulenol 0,6 0,4 tr
1628 T1-cadinol+T-muurolol 0,2 0,1
1632 a-muurolol tr tr
1640 a-cadinol 0,5 0,5

89,7 98,9 99,4 99,9 97,6

MH 76,7 63,8 75,9 78,7 54,9
MO 0,3 2,8 3,7 0,7 0,2
SH 21,2 6,7 4,3 17,4 38,7
SO 1,5 25,6 15,5 2,6 3,9

IR: indice de retengdo em coluna DBS5; ff: folhas e inflorescéncias; i: inflorescéncias; f: folhas; r:
ramos; MH: percentagem total de monoterpenos hidrocarbonados; MO: percentagem total de
monoterpenos oxigenados; SH: percentagem total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO:
percentagem total de sesquiterpenos oxigenados.

Foram identificados 68 compostos nos dleos volateis das espécies da secio
Dimorpholepis de Eupatorium, totalizando de 87,6 a 99,9% do total de éleo volatil.
Todos os dleos obtidos das folhas e/ou inflorescéncias de espécies dessa segao
caracterizam-se pela predominancia de monoterpenos hidrocarbonados (63,8 a
80,1%), tendo sido identificados os mesmos compostos entre os majoritarios para
todos as espécies coletadas. O 6leo obtido dos ramos de E. nummularium, assim
como aquele obtido dos ramos de E. lanigerum (sect. Subimbricata) apresenta

percentagem menor de monoterpenos.
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Tabela 4.25: Composicao quimica dos 6leos volateis de Eupatorium intermedium DC. e E.serratum

Spreng.
E. intermedium E. serratum
IR Componente Guaiba Guaiba Cax. Sul Gravatai
ff f i ff f i
880 tricicleno tr tr tr
912 a-tujeno 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2
920 a-pineno 159 151 199 16,8 30,2 31,5
930 a-fencheno tr
932 canfeno tr tr 0,1 tr 0,1
956 sabineno 2,6 25 27 1,0 25 3,6
960 B-pineno 17,3 24,2 239 17,0 17 13,8
973 mirceno 10,8 36 4 8,1 36 54
987 a-felandreno tr tr 0,1 0,1 tr
1001 a-terpineno tr tr 0,1 0,1
1008 p-cimeno 0,4 06 0,9 0,9 0,1 0,2
1014 limoneno 19,7 21,6 252 10,4 19,4 20,9
1021 (Z)-B-ocimeno tr 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1
1031 (E)-B-ocimeno 24 26 29 1,8 27 1,9
1041 y-terpineno tr tr 0,1 0,1 0,1
1070 terpinoleno tr tr 0,1 tr 0,1 ftr
1080 linalol 1,1 tr 0,1
1093 1,3,8-p-mentatrieno tr
1121 trans-pinocarveol tr
1127 trans-verbenol tr tr
1158 terpinen-4-ol tr 0,3 05 0,3 0,3 0,3
1172 a-terpineol tr 0,5 0,2 0,1 0,3 03
1176 mirtenal tr tr
1177 mirtenol tr tr tr
1321 &-elemeno tr tr tr
1333 a-cubebeno tr tr
1358 a-copaeno 0,4 0,3 0,2 0,4 05 04
1366 B-bourboneno tr tr 0,1 ftr
1371 B-cubebeno tr tr tr 0,1 0,2 0,1
1373 [B-elemeno tr 0,2 ftr 0,4 0,1 tr
1390 a-gurjuneno tr
1399 B-cariofileno 8,1 72 17,3 7,6 48 5,5
1418 aromadendreno 0,1 0,2 0,3 0,1 0,1
1433 a-humuleno 0,4 04 0,3 0,5 0,2 0,3
1440 allo-aromadendreno 0,1 0,3 0,1 tr
1457 y-muuroleno 0,1 01 0,1 tr
1460 germacreno D 4.9 35 23 7,0
1470 epi-biciclo-sesquifelandreno 0,3 0,1
1476 biciclogermacreno 9,4 47 2.3 16,9
1480 a-muuroleno 0,6 0,3 0,3 0,2 0,1
1485 germacreno A 0,2 01 ftr 0,2 01 ftr
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Tabela 4.25: Cont.

1487 y-cadineno 0,1 0,1 0,2 tr 0,1
1503 cis-calameneno
1503 &-cadineno 1,9 1,2 0,9 1,0 0,8 0,6
1511 cadina-1,4-dieno tr tr tr
1517 a-cadineno tr tr tr
1522 a-calacoreno tr
1536 germacreno B tr 0,2
1547 (E)-nerolidol 0,2
1561 espatulenol 1,3 35 25 3,8 1,8 2,6
1567 o6xido de cariofileno+globulol 1,1 1,8 14 1,2 0,7 0,8
1576 epiglobulol 1,7 0,7 1,1 11
1579 epdxido de humuleno | 1,6

1621 isoespatulenol 0,1 0,1 0,1 0,2
1628 Tt-cadinol+T-muurolol 0,6 0,1

1631 cubenol 0,2

1632 a-muurolol tr

1636 B-eudesmol 0,1

1640 a-cadinol 1 0,4

Total 97,8 994 995 998 876 905

MH 69,2 70,3 801 56,8 76,1 77,7
MO 1,9 07 0,4 06 0,7
SH 26,2 18,3 13,9 351 7 72
SO 2,4 8,7 47 7,5 36 49

IR: indice de retengdo em coluna DB5; ff: folhas e inflorescéncias; i: inflorescéncias; f: folhas; Cax.
Sul: Caxias do Sul; MH: percentagem total de monoterpenos hidrocarbonados; MO: percentagem
total de monoterpenos oxigenados; SH: percentagem total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO:
percentagem total de sesquiterpenos oxigenados.

As duas coletas de E. gaudichaudianum (Canela/abr/05 e Paraiso do
Sul/mar/06) apresentam 6leo com composigdo quimica bastante semelhante no que
se refere a fragdo monoterpénica. Nessa fragdo os compostos majoritarios sdo a-
pineno (12,4 a 15,5%), B-pineno (9,2 a 28,9%) e limoneno (18,3 a 37,2%). As
plantas coletadas em Canela/abr/05 apresenta também alta percentagem de a-
tujeno (10,1%). Na fragdo sesquiterpénica os Oleos apresentam uma grande
diferenga quantitativa: enquanto o 6leo oriundo da regido serrana se caracteriza pela
presenga majoritaria de compostos hidrocarbonados de nucleo germacrano, o
germacreno D e o biciclogermacreno (11,3 e 7,6%), compostos estes que né&o
chegam a 2% do d6leo volatil da planta coletada em Paraiso do Sul/mar/06. No 6leo
oriundo da regido central do Estado, por sua vez, essa fragdo se caracteriza pela
predominancia de um composto oxigenado de nucleo aromadendrano, o espatulenol

(20,5 e 9,4% para folhas e inflorescéncias, respectivamente). Varios autores ja
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demonstraram a transformacéao de biciclogermacreno/germacreno D em espatulenol
(TOYOTA et al., 1996).

A espécie E. nummularium, anatomicamente muito semelhante e com a
mesma distribuicdo geografica de E. gaudichaudianum (MATZENBACHER, 1979),
foi coletada em Sapiranga, regido metropolitana de Porto Alegre (jan/06). O dleo
volatil de suas folhas/inflorescéncias é quali e quantitativamente muito semelhante
aqueles obtidos de E. gaudichaudianum: a fragdo monoterpénica hidrocarbonada é
majoritaria (78,7%), sendo composta pelas mesmas substancias que compunham os
Oleos de sua congénere (a-pineno — 8,5%; B-pineno 20,5% e limoneno — 36,5%). Na
fragcdo sesquiterpénica o 6leo é semelhante ao da coleta Canela/abr/05 de E.
gaudichaudianum, com 10,1% de germacreno D. O dleo volatil obtido dos ramos de
E. nummularium apresenta algumas diferengas quantitativas quando comparado
com aquele das folhas/inflorescéncias da mesma coleta: menor percentagem de
pinenos (a-pineno — 2,8%; B-pineno — 10,0%) e maior porcentagem de p-cimeno
(5,5% contra 1,8% nas folhas/inflorescéncias); apenas a percentagem de limoneno é
semelhante (31,5%). Entre os sesquiterpenos hidrocarbonados, a percentagem de

germacreno D também é maior (26,3%).

Eupatorium intermedium e E. serratum sao duas espécies anatomicamente
muito proximas e com a mesma regidao de distribuicdo geografica
(MATZENBACHER, 1979). Assim como as outras espécies dessa se¢ao, seus 0leos
volateis s&o compostos majoritariamente por monoterpenos hidrocarbonados, sendo
a-pineno, B-pineno e limoneno os majoritarios. As duas coletas de E. intermedium
(folhas/inflorescéncias - Guaiba/abr/05; folhas e inflorescéncias - Guaiba/out/05)
apresentam composi¢cao praticamente idéntica na fragcdo monoterpénica,
predominando, assim como no Oleo volatil das outras espécies dessa secdo, 0 a-
pineno (15,1 a 19,9%), o B-pineno (17,3 a 24,2%) e o limoneno (19,7 a 25,2%). Na
fracado sesquiterpénica, diferentemente do que ocorre nas demais espécies, € um
composto de nucleo cariofilano que predomina em ambas as coletas (B-cariofileno,
7,2 a 8,1%), as quais se diferenciam pela presenca de biciclogermacreno (9,4%)
entre os majoritarios no éleo volatil das plantas coletadas em abr/05, enquanto que
em out/05 a percentagem desse composto € menor, com leve aumento da

concentracdo de compostos de nucleo aromadendrano.
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Figura 4.9: Componentes majoritarios do éleo volatil das espécies de Eupatorium sect. Dimorpholepis
G.M.Barroso.

A coleta de E. serratum Gravatai/out/05 também apresenta 6leo volatil muito
semelhante aos outros 6leos obtidos de plantas dessa secdo. Os 6leos de suas
folhas e inflorescéncias s&o muitos semelhantes entre si, com 76,1 e 77,7% de
monoterpenos hidrocarbonados, respectivamente. Os compostos majoritarios sdo o
a-pineno (30,2 e 31,5%), o B-pineno (17,0 e 13,8%) e o limoneno (19,4 e 20,9%). A
unica substancia que se destaca na fragao sesquiterpénica desse 6leo, assim como

nos oleos de E. intermedium, € o B-cariofileno (4,8 e 5,5%).
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4.41.2 Discussédo dos resultados para as espécies de Eupatorium secéo

Dimorpholepis G.M.Barroso

A secao Dimorpholepis G.M.Barroso parece ser a secao de Eupatorium com
maior homogeneidade em relagdo a composi¢cao quimica dos oOleos volateis. Todas
as quatro espécies se caracterizam pela predominédncia de compostos
monoterpénicos, com a-pineno, B-pineno e limoneno entre os majoritarios.
Anatomicamente a secdo também apresenta uma caracteristica comum, as
espécies possuem flores brancas. Além disso, Eupatorium gaudichaudianum, E.
nummularium, E. intermedium e E. serratum, todos foram transferidos por KING e

ROBINSON (1987) para o género Dimorpholepis (posteriormente Grazielia).

4.4.2 Headspace

As inflorescéncias e folhas das espécies E. gaudichaudianum, E.
nummularium, E. intermedium e E. serratum foram analisadas em espaco confinado

para determinagao de um perfil quimico volatil.

Os pinenos a-pineno (15,6 a 61,5%) e B-pineno (11,4 a 37,3%) estao entre os
majoritarios na fragdo volatil de trés espécies. Além desses dois compostos, 0 p-
mentano limoneno (11,4 a 24,1%) aparece entre os majoritarios em E.
gaudichaudianum e E. serratum. O mesmo composto aparece co-eluindo com outro
p-mentano, B-felandreno (38,8 e 38,9%) nas folhas e inflorescéncias de E.

nummularium.

O unico composto diferenciando a fragao volatil dessas trés espécies é a-
tujeno, que se encontra em grande percentagem em E. gaudichaudianum (23,3 e
23,4%, para inflorescéncias e folhas, respectivamente). Eupatorium intermedium
apresenta apenas sesquiterpenos, na analise em headspace, e estes mesmos,

apenas nas folhas.
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Tabela 4.26: Headspace de folhas e inflorescéncias de espécies de Eupatorium sect. Dimorpholepis.

qau num int ser

IR  Componente i f i f i f i f
880 santolinatrieno tr
912 a-tujeno 23,1 23,4 04 03 0,3 0,4
919 «a-pineno 25 24,5 156 16 61,5 45,2
943 tuja-2,4(10)-dieno 0,1 0,1
937 a-fencheno 0 tr
939 canfeno 0,1 0,1 tr tr tr
952 verbeneno 0 tr
960 sabineno 4 3,2 42 53 1 1
965 -pineno 12,4 13,5 33,2 37,3 11,4 24,1
976 mirceno 2,5 2,4 26 1,9 4,2 2,4
987 0©-2-careno 0,3 tr
990 a-felandreno 0,8 0,1 1 tr tr tr
1003 a-terpineno 0,3 0,3 0,5 tr 0,3 0,4
1007 p-cimeno 1,4 0,6 1,5 0,6 tr
1016 limoneno 27,8 29,1 18,1 23,1
1016 limoneno/B-felandreno 38,7 38,5
1025 (2)-B-ocimeno 0,3 0,5 tr 0,2 0,6
1035 (E)-B-ocimeno 1 0,7 0,8 tr 2,3 1,9
1047 y-terpineno 0,4 0,5 tr 0,3 tr
1073 terpinoleno , 0,1 0,3 tr 0,1

tr
tr 0,2 tr 31,0 tr 0,3 0,5

1162 terpinen-4-ol
1403 B-cariofileno

00000 Oo
AN AN

1465 germacreno D 0,4 tr tr 28,7 tr tr
1479 biciclogermacreno , 0,3 tr tr 40,1 0,1 tr
Total identificado 99,8 99,7 99,8 99,9 99,8 100 99,7

IR: indice de retengdo em coluna DB5; gau: E. gaudichaudianum; num: E. nummularium; int: E.
intermedium; ser: E. serratum; i: inflorescéncias; f: folhas.

4.4.3 Atividade antioxidante

Os oleos volateis das quatro espécies coletadas pertencentes a secéo
Dimorpholepis foram submetidos ao ensaio de atividade antioxidante. Dentre todos,
0 que exerceu atividade mais pronunciada foi o 6leo volatil de E. gaudichaudianum
coletado em Paraiso do Sul (mar/06), cujos componentes majoritarios séo a- e [3-
pineno, limoneno e espatulenol, tanto nas folhas como nas inflorescéncias. Dentre
esses compostos, a-pineno, B-pineno e limoneno ja foram avaliados isoladamente e
nao exerceram atividade antioxidante significativa nos ensaios de espécies reativas
do acido tiobarbiturico e hidroperoxidienos do &cido linoléico (RUBERTO e
BARATTA, 2000); além disso, CANDAN e colaboradores (2003) avaliaram a
atividade antioxidante do a-pineno e do B-pineno frente ao radical DPPH, nao
observando atividade significativa. Entretanto, € comum que dleos volateis exergam

atividades (antimicrobiana e antioxidante, por exemplo) que n&o podem ser
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explicadas pela atividade individual de seus componentes isolados, recorrendo-se
entdo aos conceitos de sinergismo e antagonismo para explica-las (CANDAN et
al.,2003).

Tabela 4.27: Atividade antioxidante de éleos volateis de espécies de Eupatorium sect. Dimorpholepis.

E. E. E. E.
gaudichaudianum nummularium intermedium serratum
Can/abr/05 Par/mar/06 Sap/jan/06 Gua/abr/05 Gua/out/06 Gra/out/05
dil. ff i f ff r ff i f i f
1/10 ++ +++  +++ ++ ++ +/- + + + +/-
1/100 + ++ ++ + ++
1/1000 +/- ++  ++ +/- +/-

Aplicacao pontual de 10uL da respectiva diluigdo. Legenda: +++ atividade visualmente semelhante a
da substancia de referéncia (quercetina 1 mg/ml); ++ atividade menor que a da substancia de
referéncia; + atividade pouco visivel; +/- atividade fracamente visivel, Locais de coleta: Can/abr/05
(Canela/RS); Par/mar/06 (Paraiso do Sul/RS); Gua/abr/05 (Guaiba/RS); Gua/out/06 (Guaiba/RS);
Gralout/05 (Gravatai); Sap/jan/06 (Sapiranga/RS); i: inflorescéncias; f: folhas; ff. inflorescéncias e
folhas; r: ramos.

4.4.4 Atividade anticolinesterasica

Foram avaliadas quanto a sua atividade anticolinesterasica os 6leos volateis
de E. gaudichaudianum, E. intermedium e E. nummularia, conforme Tabela 4.28 . Os
Oleos volateis de todas as espécies desta se¢cao apresentaram composicdo quimica
bastante semelhante, com predominancia de monoterpenos, sendo a-pineno, [-
pineno e limoneno os majoritarios da fragdo monoterpénica. A atividade um pouco
mais pronunciada destes 6leos sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase pode
ser positivamente correlacionada com a presenca de a-pineno e limoneno entre os
compostos majoritarios, monoterpenos para os quais a atividade anticolinesterasica
ja esta descrita na literatura (MIYZAWA et al., 1998; MIYAZAWA et al., 2005).

Tabela 4.28: Atividade anticolinesterasica de Oleos volateis de espécies de Eupatorium sect.
Dimorpholepis.

Espécies Local parte atividade
E. gaudichaudianum Canela/abr/05 partes aéreas ++
E. intermedium Guaiba/out/05 folhas ++
E. nummularium Sapiranga/jan/06 partes aéreas ++
galantamina (1 mM) +++

Aplicacado pontual de 10uL da respectiva diluicdo. Legenda: ++ atividade inferior a da substancia de
referéncia.
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4.5 Secao Praxelis (Cass.) Benth.

Uma espécie da secao Praxelis, Eupatorium clematideum Griseb., foi coletada
no municipio de Guaiba, Rio Grande do Sul, em maio de 2005. Eupatorium
clematideum (= Eupatorium catarium e Praxelis clematidea) € uma erva perene de
0,3 a 1,0 m de altura, com flores purpura-azulado ou lilas, comum na Argentina,
Paraguai, Peru, Bolivia e Brasil Central e invasora na Australia e China

(http://www.hear.org/pier/species/praxelis_clematidea.htm).

Tabela 4.29: Data e local de coleta, numero de registro ICN, parte vegetal extraida e rendimento em
oleo volatil de Eupatorium clematideum Griseb.(Eupatorium sect. Praxelis (Cass.) Benth.).

Espécie Local Data ICN pa fl fo V(ml) r (%)
E. clematideum Guaiba Mai/05 143475 X <0,05 <0,1
E. clematideum Guaiba Mai/07 150827 x 05 0,4
E. clematideum Guaiba Mai/07 150827 X 0,4 0,3

ICN: cdodigo do registro da exsicata no herbario; i: inflorescéncias; f: folhas, V mL: volume de dleo
volatil obtido; r %: rendimento do 6leo volatil.

4.5.1 Oleo volatil

O dleo volatil de E. clematideum coletado em Guaiba (mai/05) foi analisado
em CG-EM. Devido ao baixo percentual de constituintes identificados, uma segunda
coleta foi realizada no mesmo local (mai/07) e o d6leo volatil das folhas e

inflorescéncias desse segundo espécime foi analisado de forma semelhante.

4.5.1.1 Eupatorium clematideum Griseb.

O primeiro espécime coletado, em maio de 2005, apresentou 6leo volatil com
composi¢cao quimica bastante complexa, no qual predominavam sesquiterpenos
oxigenados. Dentre estes eram majoritarios germacreno D-4-ol (16,1%), espatulenol
(8,1%) e oxido de humuleno | (21,9%). Entre os sesquiterpenos hidrocarbonados
destacava-se apenas o a-santaleno (11,2%), enquanto que entre os monoterpenos,

nenhum composto foi encontrado em percentagem superior a 0,8%.
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A elevada propor¢cédo de compostos oxigenados, muitos dos quais ndo foi
possivel identificar, levou a suspeita de degradagao do 6leo, uma vez que a planta
encontrava-se no final da floragdo no momento de sua coleta. A fim de confirmar a
composi¢cao quimica do 6leo volatil dessa espécie, uma nova coleta foi realizada no
mesmo local em abril de 2007. Nessa nova coleta o 6leo volatil foi extraido da folhas
e inflorescéncias, separadamente. As folhas e inflorescéncias apresentaram oleo
volatii com composicdo quimica bastante semelhante, ambos ricos em
sesquiterpenos hidrocarbonados (87,9 e 77,7%, respectivamente), entre os quais
predominaram o a-santaleno (9,8 e 10,1%), os compostos biogeneticamente
relacionados B-cariofileno (7,9 e 5,3%) e a-humuleno (13,9 e 21,1%) e os
germacranos germacreno D (29,5 e 20,4%) e biciclogermacreno (12,6 e 10,8%).
Além disso, as inflorescéncias apresentaram 10,3% de a-pineno, monoterpeno

presente nas folhas em percentagem muito baixa, apenas 0,6%.

Tabela 4.30: Composi¢ao quimica dos 6leos volateis de Eupatorium Clematideum Griseb.

IR Componente mai/05 abr/07

ff i f

882 tricicleno tr

912 a-tujeno tr tr

919 a-pineno 0,3 10,3 0,6

956 sabineno tr 0,3

960 B-pineno 0,4 0,2

973 mirceno tr 04

1008 p-cimeno tr 0,3

1013 limoneno 0,6 1,8 tr

1041 y-terpineno 1,6 tr

1070 terpinoleno 0,6 0,3

1269 acetato de bornila 0,8

1322 0-elemeno tr

1360 a-copaeno 0,7 0,7 1,4

1366 B-cubebeno tr

1375 B-elemeno 0,8 2,1 1,7

1379 a-gurjuneno 0,5

1398 a-cis-bergamoteno 0,6 0,3

1402 B-cariofileno 5,3 7,9

1404 a-santaleno 11,2 10,1 9,8

1418 a-trans-bergamoteno tr 0,6 0,8

1430 epi-B-santaleno 1,6 2 2

1418 aromadendreno tr

1435 a-humuleno 0,7 211 139

1442 B-santaleno 0,6

1440 allo-aromadendreno 0,7 1

1462 cis-cadina-1(6),4-dieno 0,4 1,5 3,6

Tabela 4.30: Cont.

1464 germacreno D 20,4 29,5

1466 B-selineno 1,1 0,6

1474 valenceno tr
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1476 biciclogermacreno 10,8 12,6

1480 a-muuroleno tr

1490 B-bisaboleno tr

1494 y-cadineno tr 0,3

1503 7-epi-a-selineno+d-cadineno tr 1,2 2,3

1507 ni 0,9

1512 ni 1,3

1516 ni 1,3

1536 ni 0,7

1549 ni 1,1

1568 germacreno D-4-ol 16,1 tr 0,3

1569 espatulenol 8,1 0,2 0,8

1572 ni 0,4

1580 globulol 04 0,6

1585 epi-globulol 0,5 tr 0,2

1586 6xido de humuleno | 21,9 0,3 tr

1601 6xido de humuleno |l 0,6 0,5 0,7

1618 1-cadinol+T1-muurolol 1,0

1633 a-muurolol 2,0 2,0

1645 a-cadinol 2,8 1,6 1,3

1660 verbocidentafurano 1,7 5,5

1662 ni 0,9

1693 ni 0,5

1717 ni 4,2

1729 ni 2,1

1752 ni 0,8

1757 ni 1,6

1762 ni 0,8

1771 ni 0,6

1775 ni 1,0

1818 ni 0,9

1829 ni 1,3

1842 ni 1,4

1851 ni 1,9

1897 ni 1,1

1968 acido hexadecandico 4.4

- pentacosano 0,5
Total 99,9 99,7 99,9
MH 1,3 154 0,8
MO 0,8
SH 16,9 77,7 87,9
SO 71,2 6,6 11,3
AL 7,7

IR: indice de retengdo em coluna DBS5; ff: folhas e inflorescéncias; i: inflorescéncias; f: folhas; MH:
percentagem total de monoterpenos hidrocarbonados; MO: percentagem total de monoterpenos
oxigenados; SH: percentagem total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de

sesquiterpenos oxigenados.

O ¢leo volatil do segundo espécime coletado apresentou composi¢céo quimica
qualitativamente muito diferente daquele obtido na primeira coleta. Entretanto, a
maioria dos compostos identificados pode ser racionalizada como precursores
hidrocarbonados dos compostos oxidados identificados na primeira coleta. Por

exemplo, 6xido de humuleno | e 6xido de humuleno Il podem ser formados pela
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oxidacdo do a-humuleno, espatulenol pela oxidagdo do biciclogermacreno e

germacreno D-4-ol pela oxidagdo do germacreno D.

O dleo volatil das partes aéreas de plantas dessa mesma espécie, coletadas
na China, foi analisado por WANG e colaboradores (2006), apresentando -
cariofileno, germacreno D e azuleno como componentes majoritarios (17,3%, 27,0%
e 11,4%, respectivamente). A presenca de a-santaleno e a auséncia de azuleno no
6leo volatil analisado em nosso estudo sao as principais caracteristicas distintivas

entre as plantas das duas coletas.

Além disso, o alto percentual de a-humuleno no dleo volatili de E.
clematideum coletado em Guaiba (13,9 a 21,1%, nas folhas e inflorescéncias,
respectivamente), juntamente com o alto percentual de (-cariofileno (5,3 a 7,9%) é
uma caracteristica importante, uma vez que esses compostos apresentam
importantes propriedades antiinflamatorias e antialérgicas (CARVALHO Jr. et al.,
2004; PASSOS et al., 2007).

Uma espécie vegetal bastante estudada pelas propriedades antiinflamatorias
de seu Oleo volatil, Cordia verbenacea, apresenta quantidades elevadas desses dois
compostos (10% de a-humuleno e 25,3% de B-cariofileno) (CARVALHO Jr. et al.,
2004); entretanto em condi¢cbes de cultivo controlado em diferentes ambientes o
rendimento maximo de a-humuleno obtido foi de 4,4%, superior ao teor minimo
necessario para a utilizagdo como matéria-prima em medicamentos fitoterapicos
(2,3%, segundo VAZ e colaboradores, 2006), mas bem inferior ao teor apresentado

pelo dleo volatil de E. clematideum.
A presencga de teor elevado de a-humuleno e 3-cariofileno no dleo volatil de E.

clematideum € uma boa justificativa para a avaliagdo da atividade antiinflamatéria do

oleo volatil dessa espécie.
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Figura 4.10: Componentes do 6leo volatil de Eupatorium clematideum Griseb.
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46 Secao Conoclinium (DC.) Benth.

Dentre as trés espécies da secado Conoclinium de Eupatorium apenas a
espécie E. betoniciiforme foi coletada. A coleta foi realizada em Cachoeira do Sul, na
Depressao Central do Estado do Rio Grande do Sul, em margo de 2006, durante o
periodo de floracdo da espécie. Os Oleos volateis foram extraidos das folhas e
inflorescéncias, separadamente, e submetidos ao ensaio de atividade antioxidante
frente ao DPPH. O dleo das folhas também foi submetido ao ensaio de atividade

anticolinesterasica.

4.6.1 Oleo volatil

O dleo volatil obtido separadamente das folhas e das inflorescéncias de E.
betoniciiforme (DC.) Baker foi analisado em cromatografia a gas acoplada a

espectrometria de massas para a determinagao de seus constituintes quimicos.

4.6.1.1 Eupatorium betoniciiforme (DC.) Baker

Eupatorium betoniciiforme (= Barrosoa betoniciiformis) € uma erva perene de
40 a 70 cm de altura, com flores rosadas, nativa do Leste e do Sul do Brasil e do
Uruguai. O seu periodo de floragcdo se estende de dezembro a abril. O dleo volatil
das raizes (composto principalmente por cromenos) e das partes aéreas de E.
betoniciiforme coletado no Nordeste do Brasil foi avaliado para atividade larvicida
(ALBUQUERQUE et al, 2004). A composi¢cao quimica das inflorescéncias, partes
aéreas e raizes também foi estudada, revelando a presenga de cromenos,
germacranolideos e outros terpendides, bem como flavondides (ALBUQUERQUE et
al., 2006).
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O rendimento em 6leo volatil de E. betoniciiforme neste trabalho foi de 0,1%

tanto para as folhas quanto para as inflorescéncias.

Tabela 4.31: Coleta de Eupatorium betoniciiforme (DC.) Baker (Eupatorium sect. Conoclinium (DC.)

Benth.).
ICN Data Local COLETAS fl.Ufo VmL r%
146991 Mar/06 Cachoeira da Sul E. betoniciiforme  x 0,05 01
146991 Mar/06 Cachoeira da Sul E. betoniciiforme x 0,05 01

ICN: cédigo do registro da exsicata no herbario; i: inflorescéncias; f: folhas, V mL: volume de 6leo
volatil obtido; r %: rendimento do éleo volatil.

A Tabela 4.32 apresenta a composicao quimica do 6leo volatil das folhas e

das inflorescéncias de E. betoniciiforme.

Tabela 4.32: Composigdo quimica do 6leo volatil de Eupatorium betoniciiforme (DC.) Baker.

IR Componente E. betoniciiforme

i f

917 a-pineno 0,3 tr

955 sabineno tr6 tr

958 [-pineno 0,7 tr

973 mirceno tr tr

984 ©&-2-careno tr

1008 p-cimeno tr tr

1012 limoneno

1011 B-felandreno 0,7 0,2

1020 (Z)-B-ocimeno tr tr

1030 (E)-B-ocimeno 1,1 0,4

1082 linalol

1158 terpinen-4-ol tr

1065 criptona tr

1171 a-terpineol tr

1321 ©&-elemeno 0,3 0,6

1335 a-cubebeno tr

1347 acetato de nerila 0,34

1350 ciclosativeno tr tr

1354 oa-ilangueno tr tr

1358 a-copaeno tr 0,1

1366 [B-bourboneno tr 0,3

1371 B-cubebeno 0,2 0,1

1374 [B-elemeno 0,6 0,7

1400 a-gurjuneno tr tr

1408 [-cariofileno 46,8 28,6

1414 y-elemeno tr tr

1417 a-trans-bergamoteno tr tr

1420 aromadendreno tr 0,1

1421 a-guaieno tr

1434 a-humuleno 1,5 1,1

1438 (E)-B-farneseno tr
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Tabela 4.32: Cont.

1443 deidro-aromadendreno 0,3 0,2
1467 germacreno D 16,5 25,8
1468 [-selineno tr
1473 epi-biciclosesquifelandreno
1479 valenceno tr tr
1482 biciclogermacreno 1,1 15,8
1485 a-muuroleno tr
1487 germacreno A 04 0,7
1489 [B-bisaboleno 0,3
1493 y-cadineno tr 0,1
1497 T7-epi-a-selineno tr 0,1
1502 germacreno C tr
1504 calameneno 0,9
1504 ©&-cadineno tr 0,9
1505 p-cadineno tr tr
1513 trans-cadina-1,4-dieno tr tr
1519 a-cadineno tr tr
1526 a-calacoreno 0,6
1540 germacreno B tr 0,9
1549 vy-calacoreno 0,7
1566 (E)-nerolidol 4,7 0,5
1567 ledol tr
1569 espatulenol 3,9 1,3
1579 ¢&xido de cariofileno+globulol 2,4 2,4
1585 epi-globulol 0,2 1,9
1592 eudesmol* 0,2
1601 o6xido de humuleno |l tr
1616 cadinol 0,1 0,1
1629 iso-espatulenol 0,5 0,2
1634 T1-cadinol+ T-muurolol 0,2 0,5
1643 a-muurolol 1,1 0,1
1648 a-cadinol tr 0,9
2102 nonadecanal 0,9
2469 N-pentacosano 0,4 0,1
2638 N-heptacosano tr 1,7
2796 N-nonacosano tr 0,9
Total identificado 96,3 88,0
MH 2,9 0,6
MO tr
SH 80,0 75,9
SO 13,1 8,1
AL 0,4 3,7
IR: indice de retengcdo em coluna DB5; i: inflorescéncias; f: folhas; MH: percentagem total de

monoterpenos hidrocarbonados; MO: percentagem total de monoterpenos oxigenados; SH:
percentagem total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de sesquiterpenos; AL:
percentagem total de compostos alifaticos.

O Odleo volatil de E. betoniciiforme é composto predominantemente por
sesquiterpenos hidrocarbonados (80,0 e 75,9%, para inflorescéncias e folhas,

respectivamente). Dentre estes, destacam-se o composto de nucleo cariofilano, f3-
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cariofileno (46,8 e 28,6%) e os germacranos, germacreno D (16,5 e 25,8%) e
biciclogermacreno (11,1 e 15,8%). A presenga de germacranos pode ser
correlacionada com a presenca de germacranolideos, lactonas sesquiterpénicas de
nucleo germacrano, encontradas nessa espécie (ALBUQUERQUE et al., 2006), bem
como com a presenga de y-cadineno no seu 6leo volatil (ALBUQUERQUE et al.,
2004), uma vez que esse cadinano pode ser um produto do rearranjo do germacreno
D em meio acido (BULOW e KONIG, 2000). A auséncia de cromenos no 6leo volatil
das folhas e inflorescéncias também havia sido observada por ALBUQUERQUE e
colaboradores (2004), os quais s6 encontraram esse tipo de composto no 6leo volatil

das raizes de E. betoniciiforme.

4.6.2 Atividade antioxidante

O dleo volatil de E. betoniciiforme exerceu atividade antioxidante frente ao
radical DPPH, promovendo seu retorno a forma nao radicalar. Essa atividade pode
ser um indicio de outras possiveis atividades farmacoldgicas: segundo muitos
autores a atividade antioxidante é indicativo de potencial antiinflamatério e citotoxico

e tais atividades deveriam ser melhor investigadas.

Tabela 4.33: Atividade antioxidante do 6leo volatil de Eupatorium betoniciiforme (DC.) Baker.

E. betoniciiforme
Cachoeira do Sul/mar/06

dil. i f
1/10 +++ +++
1/100 + ++

1/1000 + +

Aplicacao pontual de 10uL da respectiva diluigdo. Legenda: +++ atividade visualmente semelhante a
da substancia de referéncia (quercetina 1 mg/ml); ++ atividade menor que a da substancia de
referéncia; + atividade pouco visivel, i: inflorescéncias; f: folhas.

4.6.3 Atividade anticolinesterasica

O odleo volatil de E. betoniciiforme foi avaliado quanto a sua atividade
anticolinesterasica exercendo atividade moderada. Em sua composicdo quimica

predominam os sesquiterpenos hidrocarbonados [(-cariofileno, germacreno D e
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biciclogermacreno, sobre os quais nao foram encontrados registros de atividade

anticolinesterasica.

Tabela 4.34: Atividade anticolinesterasica do 6leo volatil de Eupatorium betoniciiforme (DC.) Baker.

Espécie local parte atividade
E. betoniciiforme E. Cachoeira do Sul/mar/06  folhas +
Galantamina (1mM) +++

Aplicacado pontual de 10uL da respectiva diluicdo. Legenda: + atividade fracamente visivel.

4.7 Sec¢ao Campuloclinium (DC.) Benth.

Segundo MATZENBACHER (1979) a se¢cdo Campuloclinium € representada
por apenas uma espécie no Rio Grande do Sul, E. macrocephalum Less. Essa
espécie possui distribuicdo ampla, sendo encontrada em toda a América temperada,
desde o México até o Centro e Norte da Argentina. Assim como E. odoratum, E.
macrocephalum tornou-se uma planta invasora importante em grandes extensdes de
terras africanas (HENDERSEN e KLEIN, 2007).

Eupatorium  macrocephalum (= Campuloclinium  macrocephalum e
Conoclinium macrocephalum) € uma erva perene, pouco ramosa, com talos eretos
de 40 a 100 cm de altura. A floragdo ocorre no verdao e no outono e seus capitulos
florais sdo grandes e pouco numerosos, com flores violaceas ou rosadas
(MATZENBACHER, 1979). Na Argentina, as folhas dessa espécie tém utilizagédo
etnomedicinal em disturbios digestivos (ARBO et al., 2002). Além disso, um grupo de
pesquisa brasileiro demonstrou que extratos de E. macrocephalum apresentam
atividade citotéxica contra linhagens tumorais em concentragbes menores que 5
pMg/ml (MONKS et al., 2002). Entretanto, ndo foram encontrados relatos sobre a

composi¢ao quimica do seu dleo volatil.

Foram realizadas trés coletas de E. macrocephalum, em plena floragdo, nos
municipios de Guaiba e Sapiranga, na regiao metropolitana de Porto Alegre, e Sao
Francisco de Paula, na Regiao serrana do Rio Grande do Sul. O rendimento em dleo

volatil para todas as coletas foi extremamente baixo, e apenas o ensaio de atividade
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antioxidante foi realizado. Nao foram realizadas analises em espaco confinado

(headspace).

Além disso, uma segunda espécie, E. purpurascens, a qual ndo havia sido
descrita para o estado do Rio Grande do Sul no trabalho original de
MATZENBACHER (1979), também foi coletada no municipio de S&o Francisco de
Paula e teve seu o6leo volatil analisado.

Tabela 4.35: Data e local de coleta, numero de registro ICN, parte vegetal extraida e rendimento em
Oleo volatil das espécies Eupatorium sect. Campuloclinium (DC.) Benth.

Espécie Local Data ICN ff i f VmL %
E. macrocephalum Guaiba Mar/05 29325 x 0,05 0,1
E. macrocephalum Sao Francisco de Paula Abr/05 140076 x <0,05 <0,05
E. macrocephalum Sapiranga Jan/06 147007 X <0,05 <0,04
E. macrocephalum Sapiranga Jan/06 147007 x 0,056 <0,02
E. purpurascens Sao Francisco de Paula Abr/05 146982 x 0,1 0,1

ICN: cdédigo de registro da exsicata no herbario; ff: folhas e inflorescéncias; i: inflorescéncias; f: folhas;
V mL: volume de dleo obtido; rendimento de dleo volatil em fungdo da massa de vegetal fresco.

4.7.1 Oleo volatil

Os Oleos volateis obtidos de ambas as espécies foram submetidos a CG-EM

e tiveram seus componentes identificados.

4.7.1.1 Eupatorium macrocephalum Less.

O dleo volatil obtido por hidrodestilagao das partes aéreas ou das folhas e
flores, separadamente, de Eupatorium macrocephalum foi submetido a
cromatografia a gas para identificacdo e quantificagcdo de seus componentes. Foram

identificados 91 compostos, totalizando de 88,6% a 94,4% de cada dleo.

Os Oleos volateis das plantas coletadas em Guaiba/05 e Sao Francisco de
Paula/05 foram extraidos das partes aéreas (folhas e inflorescéncias) e apresentam
composicao qualitativamente bastante semelhante, mas diferem quantitativamente.
Nenhum deles contém compostos monoterpénicos em quantidades significativas. Os

sesquiterpenos hidrocarbonados foram encontrados em concentragdes muito baixas
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(B-cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno). As duas coletas podem ser
diferenciadas pela predominancia de sesquiterpenos oxigenados na primeira e de
compostos alifaticos, na segunda. Dentre os sesquiterpendides destaca-se o grupo
biogeneticamente relacionado espatulenol, globulol e epi-globulol (formado a partir
do biciclogermacreno através da oxidacdo de um intermediario aromadendreno).
Também séo encontrados em quantidades apreciaveis os derivados oxigenados do
B-cariofileno (6xido de cariofileno) e do germacreno D (cadindis). Todos esses
compostos sao bastante comuns em outras espécies do género. Os sesquiterpenos
oxigenados correspondem a mais da metade (52,5%) do O6leo volatil de E.
macrocephalum (Guaiba/05) e a 16,5% de E. macrocephalum (SFP/05). Dentre os
compostos alifaticos sdo majoritarios o acido hexadecandico e o nonadecanal; esses
dois compostos juntos correspondem a 57,2% do 6leo volatil das plantas coletadas

em Guaiba/05 e a 19% do 6leo daquelas coletadas em SFP/05.

Os odleos volateis das folhas e inflorescéncias de E. macrocephalum coletado
em Sapiranga foram extraidos separadamente. Ao contrario do Oleo das outras
populacbes analisadas, esse apresentou quantidades importantes de
sesquiterpenos hidrocarbonados (40,5% nas folhas e 36,0% nas inflorescéncias): 3-
cariofileno, a-humuleno, germacreno D e biciclogermacreno. Ambos os Oleos
também contém quantidades semelhantes do éster monoterpénico acetato de
geranila (9,5% nas folhas e 11,4% nas inflorescéncias), o qual tem papel importante
no odor de rosas, além de possuir atividade antimicrobiana (DORMAN e DEANS,
2000) e funcionar como sinalizador para insetos (COSSE et al., 1995). O éleo volatil
extraido das folhas e aquele extraido das inflorescéncias diferem entre si pela
porcentagem expressiva de sesquiterpenos oxigenados encontrada no primeiro
(35,0%) enquanto nas inflorescéncias esses compostos ocorrem em concentragao
muito menor, ndo chegando a totalizar 10%. Além disso, no Oleo extraido das
inflorescéncias existe concentragéo elevada de acido hexadecandico (15,2%) e de
hidrocarbonetos alifaticos de cadeia longa, os quais ocorrem em concentragdo bem
menor nas folhas. A presenca de quantidades expressivas de compostos alifaticos
ndo € comum nas espécies de Eupatorium cujos componentes volateis ja foram
descritos na literatura. O acido hexadecandico € um hormdnio de reconhecimento
entre abelhas, Apis mellifera, além de estar provavelmente envolvido na repeléncia

de carrapatos, Boophilus microplus, por extratos de Melinis minutiflora (CASTREJON
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et al., 2004). Da mesma forma, o nonadecanal € um sinalizador importante entre
insetos (SCHIESTL e AYASSE, 2002). Apesar de n&o existirem estudos
entomoldgicos relacionados a E. macrocephalum é possivel que a elevada produgéo
de nonadecanal e &acido hexadecandico em suas folhas/inflorescéncias esteja

relacionada a sinalizagao para insetos.

A composi¢cdo quimica de O6leos volateis sofre bastante influéncia do meio
ambiente, podendo variar na mesma espécie em funcdo das condicdes de
iluminacao, temperatura e umidade, entre outras, além de variagdes decorrentes do
estagio de desenvolvimento do individuo. Dessa forma a analise de outras
populacdes € necessaria para a determinagdo de um padrao ou de quimiotipos para

a espécie.

Tabela 4.36: Composi¢ao do 6leo volatil de Eupatorium macrocephalum Less.
E. macrocephalum

IR Componente Guaiba/05 SFP/05  Sapiranga/06
ff ff i f
858 (2)-3-hexenol 0,8
866 N-hexanol 0,3
912 a-tujeno tr
919 a-pineno tr 0,1 tr
956 sabineno tr
959 B-pineno tr 0,2 tr
974 mirceno tr 0,1 0,3
1008  p-cimeno tr tr
1012 limoneno tr 0,3
1020 (2)-B-ocimeno tr tr
1030 (E)-B-ocimeno tr 0,2
1082 linalol tr 0,2
1170 acido heptandico tr
1173 a-terpineol tr
1211 nerol tr
1200  neral tr
1238  geraniol 1,1 0,9
1245  acetato de cis-crisantemila tr
1284 N-tridecano tr
1320 0-elemeno tr tr
1347 acetato de nerila tr
1358 a-copaeno tr 0,3 0,9
1369 acetato de geranila 1,2 11,4 9,5
1368 B-bourboneno tr
1372 B-cubebeno 0,3 0,6
1374 [B-elemeno 1,4 0,6 1,2
1391 a-gurjuneno tr tr
1403 B-cariofileno 2,0 1,2 121 11,9
1416 a-frans-bergamoteno 0,1
1420 aromadendreno r
1418  a-guaieno tr
1424 (2)-B-farneseno tr
1428 (E)-B-farneseno tr tr
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Tabela 4.36: Cont.

1435 a-humuleno 1,0 tr 3,2 6,1
1441 allo-aromadendreno 0,1 0,3
1463  y-muuroleno tr
1466 germacreno D 5,3 2,4 16,3 12,0
1470 B-selineno tr 0,1 0,3
epi-biciclosesquifelandreno/
1473 valenceno tr 0,1
1476  viridifloreno tr
1480 biciclogermacreno 0,7 0,7 5,8 3,
1481 a-muuroleno 0,5 tr tr 1,1
1486 germacreno A tr tr 0,7 1,
1489 (E,E)-a-farneseno 0,1
1494 y-cadineno 0,6 tr 0,1 1,7
1504 cis-calameneno tr
1504 0-cadineno 0,8 tr 1,9 tr
1505  B-cadineno tr tr
1520 a-cadineno tr tr
1540 germacreno B 1,7
1548  (E)-nerolidol 24 tr 1,8 9,6
germacreno D-4-ol/
1560 espatulenol 17,0 4,4 0,8 9,8
oxido de cariofileno/
1567 globulol 16,1 4,3 0,9 3,5
1577  epi-globulol 3,8 tr 0,3 0,6
1588 o6xido de humuleno | 0,1
1593 epoxido de humuleno 2,0 0,1 1,4
1613 1-epi-cubenol tr 0,1
1625 iso-espatulenol tr 0,5 0,1 1,0
1629 T-cadinol+ T-muurolol 3,1 0,4 1,4 1,5
1633 a-muurolol 0,6 tr 0,3 0,4
1644 a-cadinol 7,5 2,2 3,5 4.5
1663 cadaleno tr
1671 a-bisabolol 0,1 0,6
1674 epi-a-bisabolol 0,7
1687 (2Z,6E)-farnesol 0,3
1700 dodecanal 0,4 0,7
1710  acetato de (E)-nerolidol 0,1
1711 (E,E)-farnesol 1,1
1862 hexaidrofarnesilacetona 4,7
1982 acido hexadecandico 14,9 27,5 15,2 3,4
2086 N-heneicosano 0,5 0,3
2103 nonadecanal 4,1 29,6 1,4 3,6
2208 acetato de trans-fitila 0,1
- N-tricosano 0,8 3,2 2,9
- N-tetracosano tr 0,7 1,0
- N-pentacosano 24 3,9 6,5 0,4
- N-hexacosano tr 1,9 0,2 0,5
- N-heptacosano 3,3 1,6
- N-nonacosano 1,7 0,4
Total identificado 94 .1 89,6 88,5 94.4
MH 0,7 0,5
MO 1,2 12,5 10,6
SH 12,2 6,0 35,9 40,5
SO 52,5 16,5 9,6 35,0
AL 28,1 67,1 29,8 9,0

IR: indice de retencdo em coluna DB5; ff: folhas e inflorescéncias; i: inflorescéncias; f: folhas; MH:
percentagem total de monoterpenos hidrocarbonados; MO: percentagem total de monoterpenos
oxigenados; SH: percentagem total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de
sesquiterpenos; AL: percentagem total de compostos alifaticos.
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Figura 4.11: Componentes do 6leo volatil de Eupatorium macrocephalum Less.

4.7.1.2 Eupatorium purpurascens Sch.Bip. ex Baker

Eupatorium purpurascens € uma erva perene de 1-2 m de altura, flores lilases
ou rosadas, que floresce no verdo. Sua area de disperséao vai da regido Nordeste do
Rio Grande do Sul a Minas Gerais, no Brasil; ocorre também na Argentina e

Paraguai.
Um espécime de E. purpurascens foi coletado em Sao Francisco de Paula

(Abr/05) e o dleo volatil do conjunto de suas folhas e inflorescéncias foi analisado.

No total foram identificados 38 compostos, correspondendo a 92,1% do 6leo. Desse
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total, 80,8% sao sesquiterpenos hidrocarbonados, sendo majoritarios B-cariofileno

(14,5%), germacreno D (29,2%) e biciclogermacreno (14,8%).

Tabela 4.37: Composi¢ao quimica do éleo volatil de Eupatorium purpurascens Sch.Bip. ex Baker

IR Componente E. purpurascens
922 a-pineno 0,4
961 sabineno 04
964 B-pineno 0,7
980 mirceno 0,2
1018 limoneno 0,5
1035 (E)-B-ocimeno tr
1326 0-elemeno tr
1362 a-copaeno 3,4
1370 B-bourboneno 0,3
1376 B-cubebeno 0,4
1378 B-elemeno 0,4
1395 a-gurjuneno 0,2
1405 B-cariofileno 14,5
1433 a-himachaleno tr
1437 a-humuleno 2,3
1444 9-epi-(E)-cariofileno tr
1453 drima-7,9(11)-dieno tr
1466 germacreno D 29,2
1469 B-selineno 2,1
1472 cis-p-guaieno 0,3
1476 valenceno+ viridifloreno 2,3
1480 biciclogermacreno 14,8
1483 a-muuroleno 0,9
1487 germacreno A/(Z)-a-bisaboleno 0,7
1489 trans-B-guaieno 0,1
1494 y-cadineno 0,2
1498 7-epi-a-selineno 2,3
1506 0-cadineno 53
1542 germacreno B 1,2

germacreno D-4-ol +
1566 espatulenol 4,5
1631 iso-espatulenol 0,3
1636 T-muurolol+ T-cadinol 0,7
1643 B-eudesmol 0,4
1648 a-cadinol 1,4

- N-tricosano 1,2

- N-tetracosano tr

- N-pentacosano 0,5

- N-heptacosano 0,4

total identificado 92,1
MH 2.1
SH 80,8
SO 7,0
AL 2,1

IR: indice de retengdo em coluna DB5; MH: percentagem total de monoterpenos hidrocarbonados;
MO: percentagem total de monoterpenos oxigenados; SH: percentagem total de sesquiterpenos
hidrocarbonados; SO: percentagem total de sesquiterpenos; AL: percentagem total de compostos
alifaticos.
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4.7.2 Atividade antioxidante

Os oleos volateis obtidos nas trés coletas de E. macrocephalum foram
submetidos ao ensaio de atividade antioxidante. Aqueles oriundos das coletas de
Sapiranga/RS (jan/06) foram os mais efetivos; em sua composi¢do quimica, além
dos sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados presentes em muitas outras
espécies de Eupatorium (B-cariofileno, germacreno D, germacreno d-4-ol, 6xido de
cariofileno, globulol e espatulenol), sdo majoritarios também o alcool sesquiterpénico
(E)-nerolidol (cujo isémero (Z)-nerolidol apresenta atividade pré-oxidante), o acetato
de nerolidol (cujo precursor ndo acetilado, nerol, apresenta atividade antioxidante
consideravel (RUBERTO e BARATTA, 2000) e os compostos alifaticos acido
hexadecandico e nonadecanal, para os quais ndo foram encontrados relatos de

atividade antioxidante.

Tabela 4.38: Atividade antioxidante do éleo volatil de Eupatorium Macrocephalum Less.
E. macrocephalum

Sao Francisco de

Sapirangaljan/06 Guaiba/mar/05 Paula/abr/06
dil. f i ff ff
1/10 +++ ++++ + +
1/100 ++ ++
1/1000 +/- +

Aplicacao pontual de 10uL da respectiva diluicdo. Legenda: ++++ atividade visualmente superior a da
substancia de referéncia (quercetina 1 mg/ml); +++ atividade semelhante a da substancia de
referéncia; ++ atividade inferior a da substancia de referéncia; + atividade pouco visivel; +/- atividade
fracamente visivel; i: inflorescéncias; f: folhas; ff. folhas e inflorescéncias.
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4.8 Secao Hebeclinium (DC.) Benth.

Eupatorium hecatanthum (DC.) Baker é a uUnica espécie desta segao
encontrada no Estado do Rio Grande do Sul. Uma coleta foi realizada, em estadio
vegetativo, no municipio de Sado Francisco de Paula, em abril de 2005. Foram
realizadas a extragdo do Oleo volatil e sua analise cromatografica, bem como
avaliacdo de sua atividade antioxidante frente ao DPPH. As folhas dessa espécie

também foram submetidas a analise em espacgo confinado.

Tabela 4.39: Coleta de Eupatorium hecatanthum (Eupatorium sect. Hebeclinium (DC.) Benth.).
Espécie Local Data ICN f VmL r%
Eupatorium. cf. hecatanthum S&o Francisco de Paula Abr/05 148826 x 0,05 0,01

4.8.1 Oleo volatil

O dleo volatil extraido das folhas de Eupatorium hecatanthum foi submetido a

analise cromatografica e seus componentes foram identificados.

48.1.1 Eupatorium hecatanthum (DC.) Baker

Eupatorium hecatanthum (= Hebeclinium hecatanthum e Urolepis hecatantha)
€ uma erva anual de 0,6 a 1,0 m de altura, com flores lilases ou rosadas, nativa do
Sul do Brasil, Bolivia, Paraguai e Centro e Norte da Argentina. E a Unica espécie

encontrada nessa regiao incluida na segao Hebeclinium (MATZENBACHER, 1979).

Em um estudo fitoquimico datado de 1995, De Gutiérrez e colaboradores
isolaram, das partes aéreas de E. hecatanthum coletado na Bolivia, sete lactonas
sesquiterpénicas do grupo germacranolideo, bem como um diterpeno do tipo
labdano. ZYGADLO e colaboradores (1996) estudaram o 6leo volatil das folhas de
E. hecatanthum coletado na Argentina e identificaram a-pineno e acetato de timila

como os componentes majoritarios. MONGELLI e colaboradores (2000) estudando
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plantas de uso medicinal na Argentina provaram que o extrato diclorometano das

partes aéreas dessa espécie eram ativos contra linhagens de células tumorais KB,

em ensaios de citotoxicidade, e exerciam

espectroscopico.

interagdo com DNA, em ensaio

Tabela 4.40: Composi¢ao quimica do 6leo volatil de Eupatorium hecatanthum (DC.) Baker

IR Componente E. hecatanthum
917 a-pineno tr
1011 B-felandreno 0,3
1158 terpinen-4-ol tr
1171 a-terpineol tr
1333 a-cubebeno 1,4
1358 a-copaeno tr
1366 B-bourboneno tr
1374 B-elemeno 0,6
1408 -cariofileno 6,5
1434 a-humuleno 0,5
1467 germacreno D 37,6
1482 biciclogermacreno 23,6
1487 germacreno A 1,0
1489 d-amorfeno 0,4
1503 germacreno C+0-cadineno 1,9
1538 germacreno B 2,8
1566 (E)-nerolidol tr
1569 espatulenol 54
1579 oxido de cariofileno+globulol 2,2
1587 epi-globulol 1
1594 eudesmol* 0,3
1634 1-cadinol+ T-muurolol 1,2
1643 a-muurolol 0,4
1648 a-cadinol 2
1975 acido hexadecandico 0,8
2102 nonadecanal 0,5

Total 90,4
MH 0,3
MO tr

SH 76,3
SO 12,5
AL 1,3

IR: indice de retengdo em coluna DB5; MH: percentagem total de monoterpenos hidrocarbonados;
MO: percentagem total de monoterpenos oxigenados; SH: percentagem total de sesquiterpenos
hidrocarbonados; SO: percentagem total de sesquiterpenos; AL: percentagem total de compostos
alifaticos; * Isbmero nao identificado.

O dleo volatil de E. hecatanthum é constituido predominantemente por
sesquiterpenos hidrocarbonados (76,3%), dentre os quais se destacam os de nucleo

germacrano: germacreno D (37,6%) e biciclogermacreno (23,6%). Outros compostos
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de nucleo germacrano, germacreno A, germacreno B e germacreno C também estéo
entre os componentes que aparecem em concentragcdo superior a 1%. A fragao
sesquiterpénica do o6leo volatil também exibe outros dois compostos que possuem
esqueletos biogeneticamente relacionados (cariofilano e humulano): B-cariofileno
(6,5%) e a-humuleno (0,5%). O oa-humuleno normalmente co-ocorre com f3-
cariofileno em odleos volateis. Compostos com nucleos muurolano, cadinano,
eudesmano, elemano e guaiano, que podem se originar pelo rearranjo do
germacreno D e/ou biciclogermacreno (esqueleto germacrano), compdem a maior
parte da fragcdo sesquiterpénica oxigenada do 6leo, juntamente com um derivado do
cariofilano, o 6xido de cariofileno, o qual co-eluiu com o globulol (2,2%). Também
foram identificados compostos alifaticos, entretanto, cada um deles corresponde a

menos de 1% do 6leo volatil.

biciclogermacreno germacreno D

Figura 4.12: Componentes maijoritarios do éleo volatil de Eupatorium hecatanthum (DC.) Baker.

4.8.2 Headspace

As folhas de E. hecatanthum foram submetidas a analise em headspace. Os
pinenos a-pineno (23,1%) e B-pineno (43,0), bem como o p-mentano limoneno
(25,2%) dominam a fragdo volatil, o que a torna indistinguivel da fracado volatil da

maioria das outras espécies (Tabela 4.41).
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Tabela 4.41: Analise em headspace das folhas de Eupatorium hecatanthum (DC.) Baker.

IR Componente E. hecatanthum
912 a-tujeno 0,3
919 a-pineno 231
960 sabineno 5,1
965 B-pineno 43,0
976 mirceno 1,6
987 5-2-careno 0,5
990 a-felandreno tr
1003 a-terpineno tr
1007 p-cimeno tr
1016 limoneno 25,1
1403 B-cariofileno tr
1465 germacreno D 0,8
1479 biciclogermacreno 0,4
Total 99,9

170



49 Symphyopappus Turcz.

O género Symphyopappus Turcz. pertence a tribo Eupatorieae, uma das 13
tribos da familia Asteraceae (BREMER et al., 1994). Segundo a descrigdo de KING e
ROBINSON (1987), o género Symphyopappus compreende 11 espécies e tem
distribuicao restrita ao Brasil, atingindo ao Sul o Rio Grande do Sul, Goias a Oeste, e
ao Norte a Bahia. No Estado do Rio Grande do Sul sdo encontradas quatro espécies
desse género: Symphyopappus lymansmithii B.L.Rob. (= Eupatorium lymansmithii) e
S. compressus (Gardner) B.L.Rob. (= E. compressum e S. polystachyus), S.
casarettoi B.L.Rob. (= E. casarettoi) e S. reticulatus Baker var. vernicosus (= E. reitzii
e S. benjamin-lincolnii) (CABRERA e KLEIN,1989). A existéncia de sinonimias em
Eupatorium para algumas espécies de Symphyopappus deve-se ao fato de que
durante algum tempo suas espécies fizeram parte de Eupatorium, sendo tratadas
como uma secao deste (MATZENBACHER, 1979). Entretanto, atualmente

Symphyopappus é considerado um género a parte.

Das seis espécies de Symphyopappus registradas para o Estado do Rio
Grande do Sul (CABRERA e KLEIN, 1989), duas foram coletadas e analisadas neste
trabalho. As coletas foram realizadas nos municipios de Imbé e Gravatai.
Symphyopappus casarettoi foi coletado em plena floragdo, em Imbé/RS/mar/05.
Symphyopappus reticulatus foi coletado em estadio vegetativo em abr/05 e
recoletado em plena floragdo, em outubro do mesmo ano. Todos os 6leos obtidos
foram submetidos a analise cromatografica e avaliagcdo da atividade antioxidante
frente ao DPPH. Uma amostra de odleo volatil foi avaliada no ensaio de atividade
anticolinesterasica. Além disso, folhas e inflorescéncias da segunda coleta de S.
reticulatus foram submetidas a analise por headspace.

Tabela 4.42: Data e local de coleta, numero de registro ICN, parte vegetal extraida e rendimento em
Oleo volatil das espécies de Symphyopappus Turcz.

COLETAS Local Data ICN i f Vvm %
S. casarettoi Imbé Mar/05 148831 x 0,45 0,15
S. casarettoi Imbé Mar/05 148831 x 035 04
S. reticulatus Gravatai Abr/05 148830 x 1,2 0,5
S. reticulatus Gravatai Out/05 146988 x 0,25 0,16
S. reticulatus Gravatai Out/05 146988 x 0,3 0,34

ICN: cédigo de registro da exsicata no herbario; i: inflorescéncia; f: folhas, V mL: volume de dleo
obtido; r %: rendimento do 6leo volatil em relagao a planta fresca.
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4.9.1 Analise do o6leo volatil

Os oleos volateis das folhas e inflorescéncias de S. casarettoi e de duas
coletas diferentes de S. reticulatus var. vernicosus, incluindo folhas ou folhas e
inflorescéncias, foram analisados em CG e CG-EM para determinagcdo de sua
composi¢do quimica. Foram identificados 66 compostos nas trés amostras
analisadas, totalizando mais de 90% do total para cada um dos 6leos (Tabela 4.43).

49.1.1 Symphyopappus casarettoi B.L.Rob. e S. reticulatus Baker

Symphyopappus casarettoi € um arbusto de 1-2 m de altura, ramoso, com
folhas subcoriaceas, opostas (entrendés de 2-6 cm de comprimento), conhecido
popularmente como vassoura-do-campo ou vassoura-bichada. Floresce desde
setembro até marcgo, sendo bastante caracteristico do litoral do Sul do Brasil (ocorre
desde o Parana até o Rio Grande do Sul). E uma espécie heli¢fita e seletiva xerdfita,
situada sobre solos arenosos enxutos do litoral (CABRERA e KLEIN,1989).

Symphyopappus reticulatus € um arbusto de aproximadamente um metro de
altura, ramoso, densamente folioso, com folhas opostas (entrends de 0,5-3,0 cm de
comprimento), que floresce durante o verdo e pode ser encontrado desde o Rio de
Janeiro até o Rio Grande do Sul. Também é uma espécie helidfita e seletiva xerdfita,
encontrada em solos rasos ou rochosos de morros ou montanhas (CABRERA e
KLEIN,1989). De suas partes aéreas ja foram isolados diterpenos do tipo covalano,
bem como derivados da tremetona (BOHLMANN et al., 1981).

As inflorescéncias e folhas frescas de S. casarettoi apresentaram rendimento
de O6leo volatil bastante diferentes entre si (0,15% e 0,4%, respectivamente),
entretanto, os compostos maijoritarios foram os mesmos para os 6leos obtidos dos
dois 6rgaos, havendo apenas diferengas quantitativas. Enquanto o 6leo obtido das
folnas dessa espécie foi caracterizado pela predomindncia de monoterpenos
hidrocarbonados (71,5%), cujos principais componentes sdo pinenos (54,0%),
aquele obtido de suas inflorescéncias caracteriza-se pela propor¢ao mais equilibrada

entre hidrocarbonetos mono e sesquiterpénicos (43,6% e 45,5%, respectivamente).
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Nenhum dos componentes do 6leo volatil das inflorescéncias de S. casarettoi foi

encontrado em concentragdo elevada; os seus seis compostos majoritarios ((E)-3-

ocimeno, [B-pineno, limoneno, germacreno D, biciclogermacreno, a-pineno e [3-

cariofileno) situam-se na faixa de concentracéo de 7,2% a 14,6%. Diferentemente,

no oleo das folhas, os monoterpenos a-pineno e B-pineno destacam-se como

produtos majoritarios (26,0% e 28,0%, respectivamente).

Tabela 4.43: Composigdo quimica do o6leo volatii de Symphyopappus casarettoi B.L.Rob. e S.
reticulatus Baker

S. casarettoi

S. reticulatus

IR Componente Imbé/abr/05  Gravatai/abr/05 | Gravatai/out/05 Il

i f f f i

911 tricicleno 0,1

916 a-tujeno 0,3 0,4 0,1 tr

922 «a-pineno 13,7 26,0 7,8 4,7 0,7

935 a-fencheno 0,1 a

960 sabineno 1,5 3,8 0,1 1,3 0,4

966 canfeno 2,2 tr

964 B-pineno 7,3 28,0 2,3 1,7 1,4

979 B-mirceno 4,7 4,3 2,3 0,6 tr

990 &-2-careno tr 0,1

994 a-felandreno tr tr tr

1006 a-terpineno 0,2 tr tr

1013 p-cimeno 0,2 0,1 0,1 0,1 tr

1018 limoneno 7,4 5,2 15,8 12,5 6,1

1026 (Z)-B-ocimeno 0,2 tr 0,5 0,4

1037 (E)-B-ocimeno 7,2 3,2 2,6 1,8

1046 y-terpineno 0,5 0,2 tr

1076 terpinoleno 04 tr 0,1 tr

1091 linalol tr 0,2 tr

1164 terpinen-4-ol 0,5 0,1 tr 0,1 tr

1178 a-terpineol 0,2 tr tr

1272 acetato de isobornila tr

1327 acetato de verbenol 0,3

1321 &-elemeno 0,2 tr tr

1336 a-cubebeno tr tr

1352 ciclosativeno tr tr

1357 a-ilangueno tr

1359 a-copaeno 0,2 0,1 0,3 0,8 3,2

1365 B-maalieno tr

1367 B-bourboneno 0,1 0,1 tr tr tr

1373 B-cubebeno 0,2 0,5 0,9

1375 B-elemeno 1,4 0,5 0,2 0,4 0,4

1494 1,7-di-epi-B-cedreno tr

1402 B-cariofileno 14,6 6,2 15,2 21,6 29,0

1410 B-gurjuneno tr 0,1 tr 0,1

1419 a-guaieno tr

1419 aromadendreno 0,4 tr tr

1433 a-humuleno 3,7 0,7 1,1 7,4 9,4

1440 allo-aromadendreno 0,1 0,1
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Tabela 4.43: Cont.
cis-muurola-4(14),5-

1547 dieno tr

1456 y-muuroleno tr tr 0,4

1461 germacreno D 9,0 10,6 34,4 23,5 6,4

1464 B-selineno 0,2 tr

1472 valenceno tr tr

1476 biciclogermacreno 12,7 7,2 10,8 7,3 1,6

1479 a-muuroleno 0,5 0,2 0,4 1,0

1483 germacreno A 0,9 1,0 0,3 0,3 tr

1491 y-cadineno 0,2 0,1 0,1 0,1 tr

1500 cubebol 0,1

1500 &-cadineno 1,2 0,3 0,5 0,7

1509 cadina-1,4-dieno tr

1515 a-cadineno tr tr

1521 a-calacoreno tr tr tr

1539 germacreno B 0,1 tr

1543 [B-calacoreno 0,1

1663 cadaleno tr

1563 B-copaen-4-a-ol 0,2

1561 espatulenol 1,2 0,1 1,1 5,7 14,7

1566 oxido de cariofileno 0,4 0,4 2,7 16,2

1568 globulol 1,6 0,2 0,1

1581 epiglobulol tr

1595 epoxido de humuleno I 0,1 0,5 2,5

1626 1-epi-cubenol 0,2

1631 Iso-espatulenol 0,1 1,0 1,0

1630 cubenol 0,9 0,1 0,2 0,4 04

1637 oa-muurolol tr 0,2

1646 a-cadinol 0,2 0,4 0,7 1,0
total 945 999 98,6 97,6 96,6
MH 446 71,8 33,9 23,2 8,6
SH 45,5 27,3 63,1 63,2 52,3
SO 4.4 0,8 1,6 11,2 35,8

IR: indice de retencdo em coluna DB5; MH: percentagem total de monoterpenos hidrocarbonados;
SH: percentagem total de sesquiterpenos hidrocarbonados; SO: percentagem total de
sesquiterpenos. fl: inflorescéncias; fo: folhas.

As folhas de S. reticulatus (espécime |) apresentaram rendimento em o6leo
volatil comparavel ao das folhas de S. casarettoi (0,5%). Entretanto, enquanto esse
ultimo era caracterizado pela predominancia de monoterpenos hidrocarbonados,
aquele é composto majoritariamente por sesquiterpenos hidrocarbonados (63,1%),
principalmente por germacreno D (34,4%) e B-cariofileno (15,2%), havendo também
33,9% de monoterpenos hidrocarbonados, especialmente limoneno (15,8%), o qual
aparecia em concentracado muito menor nas folhas e inflorescéncias de S. casarettoi

(5,2% e 7,4%, respectivamente).
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B-pineno o-pineno limoneno (E)-p—ocimeno

o P germacreno D
B—cariofileno biciclogermacreno
O
Oxido de cariofileno espatulenol

Figura 4.13: Componentes maijoritarios dos 6leos volateis de espécies de Symphyopappus Turcz.

O dleo volatil obtido das folhas da segunda amostra coletada de S. reticulatus
(durante a floragcdo) € bastante semelhante aquele obtido de suas folhas durante o
periodo vegetativo, possuindo limoneno como unico monoterpeno em concentragao
elevada (12,5%). Os sesquiterpenos hidrogenados predominam nesse 6leo (63,3%),
0 qual apresenta como compostos majoritarios os mesmos encontrados no periodo
vegetativo: germacreno D (23,5%), B-cariofileno (21,6%) e biciclogermacreno (7,8%).
Além destes encontrou-se a-humuleno em concentracao elevada (7,4%).

O dleo obtido das inflorescéncias desse segundo espécime, por sua vez, difere tanto
daqueles obtidos das folhas nas duas coletas de S. reticulatus, quanto daqueles
obtidos de S. casarettoi, pois é caracterizado pela elevada concentracdo dos
sesquiterpenos oxigenados: Oxido de cariofileno (16,2%) e espatulenol (14,7%).

Dentre os sesquiterpenos hidrogenados, o cluster biogeneticamente relacionado f3-
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cariofileno (29,0%) e a-humuleno (9,4%) normalmente de ocorréncia simultédnea
(COLLADO et al., 1998) sdo os compostos majoritarios. Os monoterpenos sao
encontrados em concentragdes muito baixas (8,6%). A presengca do sesquiterpeno
oxigenado espatulenol pode ser originada a partir do biciclogermacreno, pela

oxidacao de seu derivado aromadendreno.

O o6leo obtido das duas coletas de folhas de S. reticulatus nao apresenta
grandes variagbes quali e quantitativas, mesmo tratando-se de diferentes locais e
épocas de coleta, e de diferentes periodos vegetativos, sugerindo que nao seja
muito afetado pelas condi¢gdes edafoclimaticas. Entretanto, a comparacao destes
com o Oleo obtido das folhas de S. casarettoi revela grande variagado quantitativa,
principalmente na fragdo monoterpénica. Da mesma forma, o oOleo obtido das

inflorescéncias das duas espécies apresenta grande variabilidade.

4.9.2 Headspace

As folhas e inflorescéncias de Symphyopappus reticulatus coletado em
Gravatai, em outubro de 2005, foram submetidas a analise por Headspace. O
composto maijoritario, tanto nas folhas como nas inflorescéncias é o limoneno (36,8
e 35,7%, respectivamente). Além deste, os pinenos a- e [(-pineno, o composto
aciclico (E)-B-ocimeno e o tujano sabineno (5,3% nas folhas) também se encontram

entre os majoritarios.

Tabela 4.44: Analise em headspace das folhas e inflorescéncias de Symphyopappus reticulatus
Baker.

IR Componente folhas inflorescéncias
912 a-tujeno tr tr
919 a-pineno 40,2 29,2
939 canfeno tr tr
960 sabineno 3,0 53
965 B-pineno 4.8 18,0
976 mirceno tr tr
1003 a-terpineno tr
1016 limoneno 36,8 35,7
1025 (Z)-B-ocimeno 29 tr
1035 (E)-B-ocimeno 8,3 6,9
1403 B-cariofileno 1,5 0,5
1465 germacreno D 2,0 1,6
1479 biciclogermacreno tr 0,4
total 99,4 97,7
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4.9.3 Atividade antioxidante

Os Oleos volateis de ambas as espécies foram avaliados no ensaio de
atividade de captura do radical DPPH. Todas as amostras avaliadas revelaram
algum grau de atividade, sendo mais efetivos os 6leos de S. casarettoi (Imbé
mar/05) e S. reticulatus (Gravatai out/05), os primeiros ricos em monoterpenos

hidrocarbonados e os demais ricos em sesquiterpenos oxigenados.

Tabela 4.45: Atividade antioxidante dos 6leos volateis de Symphyopappus casarettoi B.L.Rob. e S.
reticulatus Baker

S. casarettoi S. reticulatus
Imbé/mar/05 Gravatai/abr/05 Gravatai/out/05
dil. i f f i f
1/10 ++++ ++ + +++ +++
1/100 ++ + +/- ++
1/1000 +/- +/- +/- +/-

Aplicacao pontual de 10uL da respectiva diluicdo. Legenda: ++++ atividade visualmente superior a da
substancia de referéncia (quercetina 1 mg/ml); +++ atividade semelhante a da substancia de
referéncia; ++ atividade inferior a da substancia de referéncia; + atividade pouco visivel; +/- atividade
fracamente visivel; i: inflorescéncias; f: folhas.

4.9.4 Atividade anticolinesterasica

O dleo voldtil das folhas de S. casarettoi foi submetido a avaliacdo de
atividade anticolinesterasica, exercendo inibicAo moderada sobre a atividade da
enzima, a qual pode ser atribuida a presenca de monoterpenos de nucleo pinano,
cuja atividade anticolinesterasica ja estd documentada na literatura cientifica
(SAVELEV et al., 2003; MIYAZAWA et al., 2005).

Tabela 4.46: Atividade anticolinesterasica do éleo volatil de Symphyopappus casarettoi B.L.Rob.

COLETAS parte Local atividade
S. casarettoi folhas Imbé/Mar/05 +
Galantamina (1 mM) +++

Aplicagao pontual de 10pL da respectiva diluicdo. Legenda: + atividade fracamente visivel.
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Foram coletadas e analisadas 33 espécies de Eupatorium, distribuidas em
oito se¢des e duas espécies de Symphyopappus. Os 6leos volateis obtidos dessas
especies variaram bastante em rendimento, composicdo quimica qualitativa e
quantitativa, mas n&o mostraram diferengcas biogenéticas nos constituintes
suficientes para diferenciar os géneros quimicamente. Apesar das variagdes, séo
recorrentes nos Oleos analisados os compostos de nucleo pinano e p-mentano (a-
pineno, B-pineno e limoneno) entre os monoterpenos; os de nucleo cariofilano,
cadinano e germacrano (B-cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno) entre os
sesquiterpenos hidrocarbonados e o0s de nucleo cariofilano, cadinano e
aromadendrano (6xido de cariofileno, a-cadinol, a-muurolol, espatulenol e globulol)
entre 0s sesquiterpenos oxigenados. As relagdes biogenéticas entre os
componentes principais das fragdes sesquiterpénica hidrocarbonada e oxigenada

dos o6leos volateis estd bem estabelecida na literatura cientifica.

Além desses compostos, ocorrem esporadicamente sesquiterpenos de
nucleos bisabolano e santalano em coletas de algumas espécies, bem como
compostos de origem alifatica, especialmente acido hexadecanodico, nonadecanal e

hidrocarbonetos de nimero de carbonos variavel.

Além disso, foi constatado que uma mesma espécie em diferentes coletas
apresentou variagdes tanto quali quanto quantitativa. Estas variagbes sao comuns
em Oleos volateis e podem estar ligadas a fatores edafoclimaticas. Algumas
substancias podem ser também, em alguns casos, resultantes da pressdo do meio
ambiente, tanto em relagdes de competicdo planta-planta, como planta-insetos ou
herbivoria, com a tendéncia de producdo de substancias mais tdxicas. Por outro
lado, maiores quantidades de oxigénio atmosférico podem ocasionar em substancias

mais oxigenadas.

Quando considerada a classificagdo de KING e ROBINSON (1987), foi
constatada grande homogeneidade na composi¢gdo quimica do 6leo volatil entre as
quatro espécies do género Grazielia (Eupatorium segao Dimorpholepis) coletadas e
analisadas neste trabalho. Todas apresentaram predominancia de compostos
monoterpénicos, destacando-se trés majoritarios (a-pineno, B-pineno e limoneno).

Outro grupo relativamente homogéneo é formado pelas espécies de Chromolaena
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(Eupatorium secao Cylindrocephala), do qual apenas uma espécie (E. subhastatum)
apresenta compostos monoterpénicos entre os majoritarios. Todas as demais
apresentaram Oleo volatii composto principalmente por sesquiterpenos ou

substancias de origem alifatica.

A secado Subimbricata, apresenta um numero muito grande de espécies,
distribuidas por KING e ROBINSON (1987) nos géneros Acanthostyles,
Campovassouria, Disynaphia, Raulinoreitzia, Austroeupatorium, Hatschbachiella,
Stomatanthes, Gyptis, Neocabreria e Chromolaena, todas elas com um numero
bem reduzido de espécies, o que acaba por dificultar comparagdes. Quanto as
segOes Eximbricata, Conoclinium, Campuloclinium, Hebeclinium e Praxelis que sao
compostas por numero reduzido de espécies (todas agrupas em géneros diferentes
por KING e ROBINSON (1987)) seria necessario maior numero de coletas para
determinar a existéncia de um padrao ou de uma correlagdo com outras espécies de

Eupatorium.

Em Cistus monspeliens L., o rendimento do 6leo essencial das folhas foi
maior no més de maio (0,21-0,45%) e menor em fevereiro (0,03-0,04%) (v/p) e
quanto ao horario de colheita, o melhor rendimento foi as 18 horas nos meses de
maio, agosto e fevereiro e as 12 horas no més de novembro (ANGELOPOULOU et
al., 2002). Os mesmos autores ainda verificaram uma variagdo na composi¢cao
quimica do 6leo essencial ao longo do ano. Analisando os efeitos de diferentes
horarios de colheita sobre o conteudo de O6leo essencial de Ocimum selloi
(Lamiaceae), MARTINS (1997) verificou que o efeito foi maior pela manha e que néo
houve alteragdo no teor de estragol (constituinte majoritario) entre os horarios

estudados.

Assim, é possivel verificar que podem ocorrer simultaneamente, dois padrées
de resposta do metabolismo secundario aos estimulos ambientais: em um deles, as
alteragbes produtivas dependem das variagdes climaticas sazonais, tendo maior
dimensao, ocorrendo, porém, mais lentamente. No outro, as plantas respondem a
estimulos que determinam modificagbes menores e mais rapidas, por exemplo,

aquelas causadas pelas flutuagdes climaticas diarias (LEAL et al., 2001).
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Relacionando a composi¢ao do 6leo essencial em folhas de Melissa officinalis
em diferentes idades, HOSE e colaboradores (1997) constataram que ha grandes
mudangas quantitativas entre folhas das regides apical e basal da planta, por
exemplo, o citral da regido apical comparado com a basal passou de 37,2% para

0,5%, enquanto que,o inverso ocorreu com o citronelal.

Em trabalho realizado com o 6leo volatil das folhas de Virola surinamensis
para verificar a variagao circadiana e sazonal nas diferentes estacbées do ano foi
constatado que o teor de dleo volatil permaneceu constante em coletas realizadas
em diferentes horarios, porém foi observada variagdo na composi¢gdo quimica do
Oleo, tanto nas classes como nos componentes individuais. Durante o més de
fevereiro os niveis de sesquiterpenos mantiveram-se constantes entre 5-15%, sendo
observado um aumento acima de 50% durante a fase pré-fase de frutificacdo, em
outubro. Neste periodo foi evidenciada a presencga de B-cariofileno e valenceno. O
primeiro é reconhecido por seu efeito na mortalidade ou diminuicdo do numero de
insetos herbivoros. O conteudo de monoterpenos foi maior que o de sesquiterpenos
durante fevereiro e junho. A variagdo apontou que niveis de monoterpenos (28% as
6 a.m.) cairam para aproximadamente a metade a tarde (15%) voltando ao mesmo
teor as 9 p.m. Em junho o teor aumentou para 50%, sugerindo a importancia destes
compostos durante a floragdo. Limoneno e a-pineno tiveram niveis maximos neste
periodo (LOPES et al., 1997). A presenca destes compostos pode ser atribuida a
sua atividade atraente de insetos o que contribuiria para a fecundagao da espécie
(CRAVEIRO, 1981).

Na avaliacédo das atividades bioldgicas, foi verificado que a maioria dos 6leos
volateis analisados apresentou atividade antioxidante frente ao radical DDPH. Em
especial, os 6leos volateis de espécimes de E. laevigatum (rico em levigatina, um
composto aromatico de nucleo furano) apresentaram agao antioxidante pronunciada.
A maioria dos outros 6leos apresentou atividade moderada. Considerando-se que o0s
componentes mais comuns para a maioria dos 6leos volateis avaliados sado o a-
pineno, o B-pineno, o limoneno, o P-cariofileno, o germacreno D e o
biciclogermacreno (sendo que os quatro primeiros ndo apresentam atividade

antioxidante consideravel), pode-se supor que a atividade antioxidante dos o6leos
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volateis de espécies de Eupatorium deve-se ao efeito sinérgico de seus
componentes, nao se excluindo a possibilidade de que algum composto presente em

percentual baixo também seja responsavel por essa atividade.

Todos o0s Oleos analisados apresentaram atividade anticolinesterasica
moderada, sendo esta mais pronunciada para aqueles 6leos que apresentaram
maior percentual de a-pineno, composto que comprovadamente apresenta atividade

inibitéria sobre a enzima acetilcolinesterase.
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CONCLUSOES







A analise quimica aliada a avaliagédo da atividade biolégica de 33 espécies do
género Eupatorium, e duas de Symphyopappus permitiu verificar que apesar de
variagao tanto quali, quanto quantitativa estas apresentam certo grau de
homogeneidade quanto aos componentes quimicos e consequente resposta aos
ensaios de bioatividade. Esta similitude deriva da filiacdo biogenética dos
componentes, sendo que em sua maioria, sao derivados dos nucleos pinano, p-
mentano, cariofilano e germacrano. Componentes da série aromatica ndo foram
evidenciados. Algumas espécies também apresentaram componentes alifaticos com

teor relativamente importante.

Os oleos volateis das diferentes espécies exerceram atividade antioxidante,
em especial o 6leo de Eupatorium laevigatum Lam. e a levigatina, isolada do
mesmo. Além disso, os 6leos volateis demonstraram atividade anticolinesterasica
moderada. Esses dois resultados, juntamente com o elevado teor de oleo volatil
presente em algumas das espécies estudadas, podem justificar a pesquisa de outras
atividades, especialmente considerando-se que a atividade antioxidante € um bom
indicador de atividade antiinflamatéria e antitumoral, além de doencas

neurodegenerativas.

Assim, face a quantidade de dleo de algumas das espécies analisadas,
chegando até 2,3% do material e a disponibilidade destes vegetais sazonais, o
potencial deste grupo botanico para a identificacao de produtos de interesse para a
industria, tanto no desenvolvimento de flavorizantes quanto bioativos, parece ser

evidente.

Os resultados obtidos apontam para a importancia dos estudos dos o6leos
volateis de espécies da flora brasileira, de forma interdisciplinar, visando a
identificacdo de espécies promissoras, para utilizagdo como insumos e na obtencao

de ativos a serem incluidos em potenciais novos medicamentos.
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ANEXOS







Anexo 1. Nomes de familias botanicas citadas no decorrer do trabalho.

Familias

Sinonimia

Amaryllidaceae J.St.-Hil.
Apiaceae Lindl.

Asteraceae Bercht. & J.Presl|

Cistaceae Juss.
Fabaceae Lindl.
Fumariaceae Marquis
Ginkgoaceae Engl.
Lamiaceae Martinov
Lauraceae Juss.

Lycopodiaceae P.Beauv. ex Mirb.

Malvaceae Juss.
Myrtaceae Juss.

Pinaceae Spreng. ex Rudolphi

Poaceae Barnhart

Polygalaceae Hoffmanns. & Link

Rosaceae Juss.
Rutaceae Juss.
Scrophulariaceae Juss.
Solanaceae Juss.
Zingiberaceae Martinov
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Umbelliferae Juss.
Compositae Giseke

Leguminosae Juss.

Labiatae Adans.

Gramineae Juss.



Anexo 2. Nomes de géneros botanicos citados no decorrer do trabalho

Géneros

Familia

Lycoris Herb.

Centella L.
Petroselinum Hill
Foeniculum Mill.

Acanthostyles R.M.King & H.Rob.

Austroeupatorium R.M.King & H.Rob.

Barrosoa R.M.King & H.Rob.
Campovassouria R.M.King & H.Rob.
Campuloclinium DC.

Chromolaena DC.

Conoclinium DC.

Disynaphia Hook. & Arn. ex DC.
Eupatorium L.

Grazielia R.M.King & H.Rob.
Hatschbachiella R.M.King & H.Rob.
Heterocondylus R.M.King & H.Rob.
Kaunia R.M.King & H.Rob.
Koanophyllon Arruda

Malmeanthus R.M.King & H.Rob.
Macropodina R.M. King & H. Rob.
Neocabreria R.M.King & H.Rob.
Raulinoreitzia R.M.King & H.Rob.
Stomatanthes R.M.King & H.Rob.
Symphyopappus Turcz.

Urolepis (DC.) R.M.King & H.Rob.
Vittetia R.M.King & H.Rob.

Achillea L.

Porophyllum Guett.

Artemisia L.

Osmia Sch.Bip.

Adenostemma J.R.Forst. & G.Forst.
Mikania Willd.

Stevia Cav.

Kaminia Gardner

Ageratum L.

Cordia L.
Cistus L.
Crotalaria L.

Clitoria L.
Copaifera L.
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Amaryllidaceae

Apiaceae
Apiaceae
Apiaceae

Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae

Boraginaceae

Cistaceae

Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae



Géneros Familia
Corydalis DC. Fumariaceae
Ginkgo L. Ginkgoaceae

Lavandula L.
Rosmarinus L.
Mentha L.
Ocimum L.
Melissa L.
Salvia L.
Thymus L.
Clinopodium L.

Huperzia Bernh.
Gossypium L.
Eucalyptus L'Hér.
Abies Mill.
Cymbopogon Spreng.
Melinis P.Beauv.

Polygala L.

Ruta L.
Citrus L.

Bacopa Aubl.
Nicotiana L.

Curcuma L.

Lamiaceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Lamiaceae

Lycopodiaceae
Malvaceae
Myrtaceae
Pinaceae
Poaceae
Poaceae

Polygalaceae

Rutaceae
Rutaceae

Scrophulariaceae

Solanaceae

Zingiberaceae
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Anexo 3. Nomes de espécies do género Eupatorium L. citadas no decorrer do trabalho.

Espécie

Sinonimia

Eupatorium acuminatum Kunth
Eupatorium adenophorum Spreng.
Eupatorium africanum Oliv. & Hiern
Eupatorium albicaule Sch.Bip. ex Klatt
Eupatorium amygdalinum Lam.
Eupatorium angusticeps Malme
Eupatorium argentinum Ariza

Eupatorium articulatum Sch.Bip. ex Hieron.

Eupatorium ascendens Sch.Bip. ex Baker

Eupatorium ascendens Sch.Bip. ex Baker var. parcisetosum B.L.Rob.

Eupatorium axilliflorum Griseb.

Eupatorium ballotifolium Kunth

Eupatorium betoniciiforme (DC.) Baker

Eupatorium betoniciiforme (DC.) Baker var. betoniciforme
Eupatorium betoniciiforme (DC) Baker var. hastatum Baker
Eupatorium bishopii (R.M.King & H.Rob.) B.L.Turner
Eupatorium buniifolium Hook. ex Arn.

Eupatorium bupleurifolium DC.

Eupatorium bupleurifolium DC. var. bupleurifolium
Eupatorium bupleurifolium DC. var. asclepiadeum (DC.) Baker
Eupatorium bupleurifolium DC. var. linifolium (DC.) Baker

Eupatorium bupleurifolium DC. var. microcephalum Hieron.

Critoniella acuminata (Kunth) R.M.King & H.Rob.

Stomatanthes africanus (Oliv. & Hiern) R.M.King & H.Rob.
Koanophyllon albicaule (Sch.Bip. ex Klatt) R.M.King & H.Rob.
Ayapana amygdalina (Lam.) R.M.King & H.Rob.
Chromolaena angusticeps (Malme) R.M.King & H.Rob.

Ageratina articulata (Sch.Bip. ex Hieron.) R.M.King & H.Rob.
Chromolaena ascendens (Sch.Bip. ex Baker) R.M.King & H.Rob.

Lourteigia ballotifolia (Kunth) R.M.King & H.Rob.
Barrosoa betoniciiformis (DC.) R.M.King & H.Rob.

Cronquistianthus bishopii R.M.King & H.Rob.
Acanthostyles buniifolius (Hook. ex Arn.) R.M.King & H.Rob.
Campovassouria bupleurifolia (DC.) R.M.King & H.Rob.



Espécie

Sinonimia

Eupatorium calyculatum Hook. & Arn.

Eupatorium candolleanum Hook. & Arn.

Eupatorium cannabinum L.

Eupatorium capillifolium (Lam.) Small ex Porter & Britton
Eupatorium chachapoyense (R.M.King & H.Rob.) B.L.Turner
Eupatorium chaparense B.L.Rob.

Eupatorium chilca Kunth

Eupatorium chinense L.

Eupatorium clematideum Griseb.

Eupatorium commersonii (Cass.) Hieron.

Eupatorium congestum Hook. & Arn.

Eupatorium congestum Hook. & Arn. var. hirsutum (Hook. & Arn.) Cabrera
Eupatorium consanguineum DC.

Eupatorium conyzoides Mill.

Eupatorium corumbense B.L.Rob.

Eupatorium ericoides DC.

Eupatorium fistulosum Barratt

Eupatorium fortunei Turcz.

Eupatorium gaudichaudianum DC.

Eupatorium gaudichaudianum DC. var. gaudichaudianum
Eupatorium gaudichaudianum DC. var. leucodon (Sch.Bip.) Baker
Eupatorium glutinosum Lam.

Eupatorium grande Sch.Bip. ex Baker

Eupatorium hecatanthum (DC.) Baker

Disynaphia calyculata (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Barrosoa candolleana (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.

Cronquistianthus chachapoyensis R.M.King & H.Rob.
Austroeupatorium chaparense (B.L.Rob.) R.M.King & H.Rob.
Ophryosporus chilca (Kunth) Hieron.

Praxelis clematidea (Griseb.) R.M.King & H.Rob.
= Eupatorium catarium Veldkamp
Gyptis commersonii Cass.

Chromolaena congesta (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Chromolaena hirsuta (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Koanophyllon consanguineum (DC.) R.M.King & H.Rob.

Stomatanthes corumbensis (B.L.Rob.) H.Rob.
Disynaphia ericoides (DC.) R.M.King & H.Rob.

Eupatoriadelphus fistulosus (Barratt) R.M.King & H.Rob.
= Eutrochium fistulosum (Barratt) E.E.Lamont

Dimorpholepis gaudichaudeana (DC.) R.M.King & H.Rob.
= Grazielia gaudichaudeana (DC.) R.M.King & H.Rob.

Aristeguietia glutinosa (Lam.) R.M.King & H.Rob.
Heterocondylus grandis (Sch.Bip. ex Baker) R.M.King & H.Rob.
Urolepis hecatantha (DC.) R.M.King & H.Rob.



Espécie

Sinonimia

Eupatorium heptanthum Sch.Bip. ex Wedd.

Eupatorium intermedium DC.
Eupatorium inulifolium Kunth

Eupatorium ivifolium L.
Eupatorium kleinioides Kunth

Eupatorium kuntzei Hieron.

Eupatorium laetevirens Hook. & Arn.
Eupatorium laevigatum Lam.

Eupatorium lancifolium (Torr. & A.Gray) Small
Eupatorium lanigerum Hook. & Arn.
Eupatorium ligulifolium Hook. & Arn.
Eupatorium macrocephalum Less.
Eupatorium macrophyllum L.

Eupatorium margaritense Hassl.

Eupatorium marginatum Poepp. & EndI.
Eupatorium missionum Malme

Eupatorium multicrenulatum Sch.Bip. ex Baker
Eupatorium multifidum DC.

Eupatorium niederleinii Hieron.

Eupatorium nummularium Hook. & Arn.

Eupatorium oblongifolium (Spreng.) Baker
Eupatorium oblongifolium (Spreng.) Baker var. elongatum (Hook. & Arn.) Baker
Eupatorium oblongifolium (Spreng.) Baker var. oblongifolium

Ophryosporus heptanthus (Sch.Bip. ex Wedd.) R.M.King & H.Rob.

Dimorpholepis intermedia (DC.) R.M.King & H.Rob.

= Grazielia intermedia (DC.) R.M.King & H.Rob.
Austroeupatorium inulifolium (Kunth) R.M.King & H.Rob.

= Austroeupatorium entreriense (Hieron.) R.M.King & H.Rob.
Chromolaena ivifolia (L.) R.M.King & H.Rob.

Campuloclinium kleinioides (Kunth) DC.
= Praxelis kleinioides (Kunth) Sch.Bip.

Austroeupatorium laetevirens (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Chromolaena laevigata (Lam.) R.M.King & H.Rob.

Gyptis lanigera (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Disynaphia ligulifolia (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Campuloclinium macrocephalum (Less.) DC.

Chromolaena margaritensis (Hassl.) R.M.King & H.Rob.
Fleischmannia marginata (Poepp. & Endl.) R.M.King & H.Rob.
Praxelis missiona (Malme) R.M.King & H.Rob.

Disynaphia multicrenulata (Sch.Bip. ex Baker) R.M.King & H.Rob.

Dimorpholepis multifida (DC.) R.M.King & H.Rob.
= Grazielia multifida (DC.) R.M.King & H.Rob.
Neocabreria malachophylla (Klatt) R.M.King & H.Rob.

Dimorpholepis nummularia (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
= Grazielia nummularia (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Stomatanthes oblongifolius (Spreng.) H.Rob.



Espécie

Sinonimia

Eupatorium oblongifolium (Spreng.) Baker var. oxyodontum B.L.Rob.
Eupatorium odoratum L.

Eupatorium orbiculatum DC.

Eupatorium patens D.Don ex Hook. & Arn.

Eupatorium pauciflorum Kunth

Eupatorium pedunculosum Hook. & Arn.

Eupatorium perfoliatum L.

Eupatorium picturatum Malme

Eupatorium piquerioides DC.

Eupatorium polystachyum DC.

Eupatorium purpurascens Sch.Bip. ex Baker
Eupatorium purpureum L.

Eupatorium rimbachii B.L.Rob.
Eupatorium riparium Regel

Eupatorium rufescens P.W.Lund ex DC.
Eupatorium semialatum Benth.

Eupatorium serratum Spreng.

Eupatorium serrulatum DC.

Eupatorium spathulatum Hook. & Arn.

Eupatorium squalidum DC.

Eupatorium squarrulosum Hook. & Arn.

Eupatorium subglabratum (Hieron.) Cabrera & Vittet
Eupatorium subhastatum Hook. & Arn.

Eupatorium subintegerrimum Malme

Chromolaena odorata (L.) R.M.King & H.Rob.

Vittetia orbiculata (DC.) R.M.King & H.Rob.

Austrobrickellia patens (D.Don ex Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Praxelis pauciflora (Kunth) R.M.King & H.Rob.

Chromolaena pedunculosa (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
= Chromolaena foliata (Hieron.) R.M.King & H.Rob.

Austroeupatorium picturatum (Malme) R.M.King & H.Rob.

Raulinoreitzia crenulata (Spreng.) R.M.King & H.Rob.
Campuloclinium purpurascens (Sch.Bip. ex Baker) R.M.King & H.Rob.

Eupatoriadelphus purpureus (L.) R.M.King & H.Rob.
= Eutrochium purpureum (L.) E.E.Lamont
Grosvenoria rimbachii (B.L.Rob.) R.M.King & H.Rob.

Ageratina riparia (Regel) R.M.King & H.Rob.
Kaunia rufescens (P.W.Lund ex DC.) R.M.King & H.Rob.

Dimorpholepis serrata (Spreng.) R.M.King & H.Rob.
= Grazielia serrata (Spreng.) R.M.King & H.Rob.
Neocabreria serrulata (DC.) R.M.King & H.Rob.

Disynaphia spathulata (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Chromolaena squalida (DC.) R.M.King & H.Rob.
Chromolaena squarrulosa (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Eupatorium kleinioides Kunth var. subglabratum Hieron.
Chromolaena hirsuta (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Malmeanthus subintegerrimus (Malme) R.M.King & H.Rob.



Espécie

Sinonimia

Eupatorium tanacetifolium Gillies ex Hook. & Arn.

Eupatorium tanacetifolium Gillies ex Hook. & Arn forma albiflorum
Eupatorium toppingianum Elmer

Eupatorium tremulum Hook. & Arn.

Eupatorium triplinerve Vahl

Eupatorium tubaraoense Hieron.

Eupatorium tweedieanum Hook. & Arn.

Eupatorium ulei Hieron.

Eupatorium umbelliforme Dusén

Eupatorium verbenaceum DC.

Symphyopappus casarettoi B.L.Rob.
Symphyopappus compressus (Gardner) B.L.Rob.

Symphyopappus lymansmithii B.L.Rob.

Symphyopappus reticulatus Baker var. vernicosus (Sch.Bip.) Baker

Gyptis pinnatifida Cass.

Raulinoreitzia tremula (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Ayapana triplinervis (Vahl) R.M.King & H.Rob.
Campuloclinium tubaraoense (Hieron.) R.M.King & H.Rob.

Hatschbachiella tweedieana (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
= Austroeupatorium tweedieanum (Hook. & Arn.) R.M.King & H.Rob.
Chromolaena ulei (Hieron.) R.M.King & H.Rob.

Chromolaena umbelliformis (Dusén) R.M.King & H.Rob.
Chromolaena verbenacea (DC.) R.M.King & H.Rob.
Eupatorium casarettoi (B.L.Rob.) Steyerm.

Eupatorium compressum Gardner
= Symphyopappus polystachyus Baker
Eupatorium lymansmithii (B.L.Rob.) Steyerm.

Eupatorium reitzii Cabrera
= Symphyopappus reitzii (Cabrera) R.M.King & H.Rob.




Anexo 4. Artigo publicado na Revista Brasileira de Farmacognosia (Brazilian
Journal of Pharmacognosy, v.17, n.3, p.368-372, 2007).
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RESUMO: Os odleos volateis das folhas e inflorescéncias de Eupatorium polystachyum
DC. (Asteraceae). coletado no Rio Grande do Sul, Brasil, foram caracterizados por CG-EM
e sua atividade antioxidante foi avaliada utilizando-se o método de DPPH. Foram obtidos
rendimentos de 1,6 ¢ 0,9% de o6leo em relagdo as folhas e inflorescéncias frescas, sendo
identificados 34 compostos, correspondendo a 99,1 e 99,5% do 6leo volatil, respectivamente.
Os oleos apresentaram exclusivamente compostos terpénicos, sendo que as folhas contém
grande quantidade de monoterpenos (66.4%) enquanto que as inflorescéncias apresentaram
quantidades equivalentes de mono e sesquiterpenos (51,8 e 47,7%, respectivamente). As amostras
apresentaram-se qualitativamente muito semelhantes sendo constituidas majoritariamente por: -
pineno (14,7 e 9,8%), B-mirceno (15,3 e 10.8%) e limoneno (22.8 e 20,5%) entre 0s monoterpenos
e p-cariofileno (10.4 e 15,4%), germacreno D (7.2 e 9.4%) e biciclogermacreno (12,0 e 19,2%)
entre os sesquiterpenos. As diferencas entre as amostras foram basicamente quantitativas. Os
oleos apresentaram atividade antioxidante pelo ensaio com DPPH por bioautografia na diluicdo
de 1:10 em éter etilico (v/v).

Unitermos: Eupatorium polvsiachviim, oleos volateis, atividade antioxidante, DPPH.

ABSTRACT: “Chemical compeosition and antioxidant activity of the volatile oil from
Eupatorium polystachyum DC”. The essential oil obtained from leaves and flowers of
Eupatorium polvstachvum DC. (Asteraceae) collected in Rio Grande do Sul State, Brazil, was
characterized by GC-MS and its antioxidant activity was assessed by DPPH assay. The yield of
essential oil, relative to fresh material. was 1.6 and 0.9% for leaves and flowers. respectively.
Both oils are constituted exclusively by terpenic compounds. Leaf oil contains great quantity of
monoterpenes (66.4%): on the other hand. inflorescence oil contains comparable quantities of
mono- and sesquiterpenes (51.8 and 47.7%, respectively). The same compounds are majority in
both oils: B-pinene (14.7 and 9.8%), B-myrcene (15.3 and 10.8%) and limonene (22.8 and 20.5%)
among monoterpenes and B-caryophyllene (10.4 and 15.4%), germacrene D (7.2 and 9.4%) and
bicyclogermacrene (12.0 and 19.2%) among sesquiterpenes. The oils had antioxidant activity by
DPPH assay in 1:10 dilution in ethyl ether (v/v).

Keywords: Eupatorium polystachyvum, essential oils, antioxidant activity, DPPH.

INTRODUCAO

Os oleos volateis de plantas sdo conhecidos
e utilizados desde a Antigiiidade por suas propriedades
biologicas, especialmente antibacteriana. antiftngica
e antioxidante (Deans; Waterman, 1993). Além disso,
as evidéncias de que alguns compostos antioxidantes
sintéticos largamente utilizados na indistria podem
promover o desenvolvimento de células tumorais
(Botterweck et al., 2000) tem levado a um aumento
crescente na procura de similares naturais, dentre

estes o0s Oleos volateis constituidos por compostos
terpénicos com importante atividade antioxidante
(Candan et al., 2003; Sacchetti et al., 2005). Aliado a
isso. o grande interesse das industrias farmacéutica,
alimenticia e cosmética na utilizacio de novos oleos
volateis e a receptividade dos consumidores para
produtos de origem natural transformaram a avaliagdo
sistematica desses produtos vegetais em uma ferramenta
muito utilizada na busca de novos compostos com
atividade antioxidante. Tais compostos sdo amplamente
estudados por serem capazes de proteger os sistemas
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biolégicos. especialmente membranas lipidicas. dos
danos produzidos pelo estresse oxidativo. considerado
a principal causa do envelhecimento. das doengas
degenerativas e do cdncer (Cozzi et al.. 1997).

Além dessas doencgas. o0s  processos
inflamatorios também envolvem espécies reativas do
oxigénio, originadas pela ativacdo de leucdcitos durante
a degranulacido. Os dleos volateis podem atenuar esses
processos através da captura dos radicais hidroxila
gerados (GraPmann et al., 2000). Sendo assim. um
screening de atividade antioxidante também pode
fornecer indica¢les importantes sobre o potencial
antiinflamatorio de um oleo volatil.

O género  Eupatorium  (Asteraceae)
compreende aproximadamente 600 espécies, a maioria
delas nativas da Ameérica do Sul. das quais mais de 250
sdo nativas do Brasil e 49 foram descritas no Rio Grande
do Sul. A espécie Eupatorium polystachyum DC., seclo
Subinbricata (DC.) HOFFM., é um arbusto de 1-3 m de
altura. ramoso, de flores brancas, cuja floragio ocorre no
periodo que vai de janeiro a maio. Essa espécie ocorre
no Centro, Sul e Nordeste do Brasil, desde o Piaui até
o Rio Grande do Sul. e em paises vizinhos, como Peru,
Bolivia, Paraguai e Nordeste da Argentina. Baccharis
crenulata Spreng. e Raulinoreitzia crenulata (Spreng.)
R.M. King & H. Rob. sio considerados seus sindnimos
botdnicos (Matzenbacher, 1979).

Muitas espécies do género Euparorium ja
foram avaliadas quanto aos seus componentes quimicos
volateis e atividades biologicas, (Albuquerque et al.,
2001; Albuquerque et al., 2004; Ding et al.. 1994:
Habtemariam: MacPherson. 2000; Mongelli et al..
1996: Mongelli et al., 2000; Paolini et al.. 2005; Sharma
et al., 1998:; Souza et al.. 2005; Souza et al., 2006;
Tori et al., 2001). Os componentes majoritarios dos
oleos volateis das espécies ja estudadas sdo terpenos
hidrocarbonados como ¢-pineno. B-pineno, limoneno,
sabineno., o-felandreno. germacreno D. [-cariofileno
e biciclogermacreno (Paolini et al.. 2005; Maia et al..
2002); terpenos oxigenados como espatulenol e globulol
(Maia et al.. 2002), além de cromenos (Albuquerque et
al.. 2004), também sdo descritos para o género e sdo
apontados como componentes majoritarios em algumas
espécies. Igualmente tém sido relatadas variagdes
decorrentes da coleta em diferentes locais para algumas
espécies.

Diversos ensaios foram desenvolvidos para
screening de atividade antioxidante de extratos vegetais.
Os mais utilizados sdo 0 ABTS (4cido 2.2 -azinobis-(3-
etil-benzotiazolino-6-sulfénico)), DPPH (2.2-difenil-
I-picrilhidrazila), reducdo do ion férrico (FRAP) e
capacidade de absorcdo de radical oxigénio (ORAC)
(Leon: Shui. 2002: Thaipong et al.. 2006). Como
alguns desses ensaios possuem mecanismos diferentes,
sua resposta depende do tipo e da relacdo oxidante/
antioxidante utilizados. O ensaio de descoloracdo do
radical DPPH™ em que ocorre captura de e radicais

formacdo de DPPH-H ¢ bastante robusto e independe
da polaridade do exfrato para exercer sua atividade. ja
tendo sido utilizado no screening de outras espécies
de Eupatorium e no ensaio de atividade antioxidante
de diversos oOleos volateis de utilizacdo medicinal e
alimenticia (Parejo et al.. 2003; El-Massry et al.. 2002).

Considerando a possibilidade de identificar
substancias com potente atividade bioldgica, o objetivo
deste trabalho foi identificar a composicdo quimica
do oleo volatil das folhas e das inflorescéncias de E.
polystachyum DC., e avaliar o seu potencial antioxidante
pelo ensaio de captura de radicais DPPH. Este estudo
faz parte de uma investigacdo sistematica de espécies
brasileiras do género Eupatorium.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O material vegetal foi coletado durante a
floragdo da espécie E. polystachvum em S&o Francisco
de Paula, regido serrana do Rio Grande do Sul, Brasil,
em abril de 2005. Uma exsicata foi depositada no
Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(ICN) (Bordignon 3095).

Extracao do oleo volatil

Os oleos volateis foram obtidos das folhas
e inflorescéncias, separadamente, por hidrodestilagdo
durante 4 horas, utilizando um aparelho tipo-Clevenger.
O rendimento do oleo volatil foi calculado em fungéo
do volume de 6leo obtido e do peso de material vegetal
fresco. Para a andlise. os oleos volateis obtidos foram
diluidos em éter etilico na razio de 2:100 (v/v).

Analise do éleo volatil

A andlise em CG foi realizada em um
cromatografo Shimadzu GC17-A equipado com detector
de ionizacdo em chama (DIC). usando coluna capilar
de silica fundida DB-5 (25 m x 0.25 mm d.i.. 0.25 uM
de espessura do filme). Foi utilizado Hélio como gas
carreador, a um fluxo de 1.0 mL/min e pressdo de 80
kPa. A temperatura do formo foi programada de 60° a
300°a 3 °C/min. As temperaturas do injetor e do detector
foram de 220 °C e 250 °C, respectivamente. A razao de
fluxo do injetor foi de 1:20. Nitrogénio, ar sintético e
hidrogénio foram utilizados como gases auxiliares,
na razdo de 1:1:10, respectivamente. A composicdo
percentual foi obtida por integragdo eletronica pela
técnica de normalizagdo utilizando sofhware CR10
(Shimadzu).

A analise por Cromatografia a Gas -
Espectrometria de Massa (CG-EM) foi realizada em um
sistema Shimadzu QP-5000-Quadrupole MS, operando
com energia de ionizacio de 70 eV. Foi utilizada coluna
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capilar de silica fundida DB-5 (25 mx 0,25 mmd.i., 0,25
puM de espessura do filme): Hélio como gas carreador.
fluxo de 1 mL/min com split. As temperaturas do injetor
e do detector foram de 220 °C e 250 °C, respectivamente.
A temperatura da coluna foi programada de 60 °C a 300
°C a 3 °C/min, e os espectros de massa foram obtidos de
30 a 400 m/=.

Aidentificacdo dos componentes dos oleos foi
realizada por comparagéio de seus espectros de massa,
bem como de seus indices de retencdo (IR). calculados
utilizando-se como padrdes uma série homologa de
hidrocarbonetos C8 a C22, com dados da espectroteca
NIST (National Institute of Standards and Technology)
ou com dados espectrais da literatura (Adams. 2001,
Apel et al.. 2005, 2006).

Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante de cada éleo volatil
foi avaliada em cromatoplacas de cromatografia em
camada delgada. com gel de silica, utilizando DPPH
(2.2°-difenil-1-picrilhidrazila) como reagente. Foram
preparadas trés diluicdes do oleo em éter etilico,
nas proporc¢des de 1:10, 1:100 e 1:1000 (v/v). Como
substancia de referéncia foi utilizada a quercetina
dissolvida em metanol (1 mg/mL). Foram aplicados
10 pL de cada diluicdo dos o6leos e da substincia de
referéncia sobre a cromatoplaca. Apos evaporacio do
solvente a placa foi nebulizada com a solucdo de DPPH.
Apods 30 min foi realizada a leitura da placa, em que
halos brancos ou amarelados no ponto de aplicagéo.
sobre o fundo violeta, sdo considerados positivos.
O ensaio avaliou a capacidade do 6leo de prevenir a
oxidacdo do DPPH (Cavin et al., 1998).

RESULTADOS

Os  Oleos voldteis foram obtidos por
hidrodestilagdo das folhas e inflorescéncias de E.
polystachyum com rendimento de 1.6 e 1.9% em relagao
peso de material fresco utilizado, respectivamente.
Pela analise em CG-EM foi possivel identificar 34
componentes, correspondendo a 99.1 e 99.5% do dleo
volatil. No dleo das folhas foi caracterizada grande
quantidade de monoterpenos (66,4%) enquanto no
oleo das inflorescéncias observaram-se quantidades
equivalentes de mono e sesquiterpenos (51.8 e 47.7%).

Os mesmos compostos sdo majoritarios
em ambas as amostras (folhas e inflorescéncias.
respectivamente): P-pineno (14.7 e 9.8%), B-mirceno
(15,3 e 10.8%) e limoneno (22.8 e 20.5%) entre
0s monoterpenos e [-cariofileno (104 e 15.4%).
germacreno D (7.2 e 9.4%) e biciclogermacreno (12.0
e 19.2%) entre os sesquiterpenos (Tabela 1). O ensaio
de atividade antioxidante frente ao radical DPPH  em
placas cromatograficas de gel de silica revelou atividade
de captura de radicais livres na diluicdo de 1:10 (v/v).
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DISCUSSAO

Oleos voliteis sdo metabdlitos vegetais
secundarios produzidos pelas plantas por outras
necessidades que nio a de nutricdo. por exemplo, para a
atragdo e repeléncia de insetos e agdo alelopatica. A sua
producio estd integrada a fisiologia de toda a planta, por
1ss0 sua composicao e quantidade dependem das enzimas
especificas que catalisam a producdo de compostos
volateis em um orgdo. do estagio de desenvolvimento
e de estresses abidticos. como a salinidade do solo. a
umidade e a temperatura (Sangwan et al., 2001).

O o¢leo volatil de E. polystachyum é composto
exclusivamente por derivados mono- e sesquiterpénicos.
ndo tendo sido identificados compostos volateis de outras
rotas metabolicas, como os derivados fenilpropandides
e compostos alifaticos. Também ndo foram identificados
cromenos, substancias comuns em algumas espécies de
Eupatorium, e sesquiterpenos furdnicos, caracteristicos
de FE. laevigatum (secdo Cylindrocephala). A
composicdo quimica dos dleos analisados nido diferiu
significativamente da composicdo ja relatada para
outras especies do género. apesar de seu rendimento ser
maior.

Os seis compostos majoritarios que
caracterizam o o6leo das folhas e das inflorescéncias
foram os mesmos (f-pineno. [(-mirceno. limoneno.
B-cariofileno, biciclogermacreno e germacreno D),
havendo apenas diferencas quantitativas enfre eles.
Alguns destes compostos apresentam interessantes
atividades biologicas. como o limoneno e o germacreno
D funcionam que funcionam como sinalizadores
fundamentais no relacionamento de plantas e insetos
(Petrakis et al., 2005). Ensaios Tfarmacoldgicos
demonstraram acdo anestésica para o [-cariofileno
(Ghelardini et al., 2001), e analgésica para o -mirceno
(Lorenzetti et al.. 1991). p-pineno possui acdo anti-
séptica e antimicrobiana. Além disso. todos os compostos
identificados como majoritarios no oleo volatil de E.
polystachyum possuem aplicacéio como precursores
quimicos para a semissintese de compostos voldteis
com atividade bioldgica.

Muitos compostos de origem vegetal
possuem potente atividade antioxidante. Recentemente
foi comprovada a acdo provedora de termotolerancia,
fotoprotetora e antioxidante de monoterpenos de
plantas, relacionadas especialmente & sua capacidade
de captar radicais de oxigénio oriundos do processo
fotossintético (Pefiuelas; Llusia, 2002; Peiluelas;
Munné-Bosch, 2005). O ensaio com DPPH" demonstrou
que na diluicdo de 1:10 em éter etilico (v/v) tanto o
6leo volatil das folhas coma das inflorescéncias de E.
polyvstachyum é capaz de capturar os radicais existentes,
neutralizando-os. Pelo resultado obtido e considerando
a similaridade na composi¢do quimica da cada oleo.
observa-se que a diferenca quantitativa existente
entre os principais constituintes da cada amostra nio



Composigdo quimica e atividade antioxidante do 6leo volatil de Eupatorium polystachyum DC.

Tabela 1. Composicdo quimica do éleo volatil das folhas e inflorescéncias de Eupaterium polystachyum DC.

Composto IR P?‘!E?‘; ]r(ljljr Composto IR F ?iil]a s ]rioﬂ:‘;r
santolinatrieno 901 0.3 0.7 [-elemeno 1380 0,1 0,2
u-tujeno 919 0.3 0.1 p-cariofileno 1406 104 15,4
o-pineno 926 5,8 3.0 aromadendreno 1424 0,4 0,2
sabineno 965 3.8 23 u-humuleno 1438 0,6 0,8
p-pineno 969 14,7 9.8 y-muuroleno 1464 tr

p-mirceno 986 15,3 10.8 germacreno D 1465 7.2 9.4
§-2-careno 994 0.4 0.9 biciclogermacreno 1481 12.0 19,2
a-felandreno 998 0.1 0.2 g-muuroleno 1485 tr 0.3
o-terpineno 1010 0,1 tr germacreno A 1488 0,2 0,5
p-cimeno 1017 0.4 0.5 v-cadineno 1497 0.2

limoneno 1024 22.8 20,5 d-cadineno 1508 0.9 1.0
(£)-p-ocimeno 1031 0,3 0,5 espatulenol 1568 0,4 0,5
(£)-p-ocimeno 1041 1,7 25 oxido de cariofileno 1573 tr

y-terpineno 1051 0,2 tr oxido de humuleno | 1584 0,3 0,2
terpinoleno 1081 tr tr

terpinen-4-ol 1168 0,2 tr MTH 66,2 51,8
a-terpineol 1183 tr MTO 0,2 0
acetato de nerila 1354 tr tr STH 31.0 47.0
(-copaeno 1364 tr STO 0,7 0,7
p-bourboneno 1372 tr Total 98,1 99,5

IR = Indice de retencio: Inflor. = Inflorescéncias: MTH = Monoterpenos hidrocarbonados, MTO = Monoterpenos oxigenados: STH
= Sesquiterpenos hidrocarbonados; STO = Sesquiterpenos oxigenados.

influenciou na resposta da inibicdo frente ao DPPH.
Mesmo as amostras apresentado os mesmos compostos
majoritarios ndo € possivel inferir com precisido que
sejam estes os responsaveis pela acdo observada, pois
o efeito antioxidante dos ¢leos volateis. muitas vezes,
decorre do sinergismo existe entre as substancias
(Candan et al.. 2003).

CONCLUSAO

O o¢leo volatil das folhas e inflorescéncias de
E. polystachyum DC. foi analisado pela primeira vez.
Foram identificados 34 componentes. contabilizando
99.1-99.5 % do total. O Oleo apresentou atividade
antioxidante pelo ensaio de captura de radicais DPPH' .
Estudos posteriores poderio incluir a identificacio do(s)
composto(s) responsavel(is) por essa acdo, bem como a
avaliacao do potencial antiinflamatorio desses dleos.
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