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RESUMO

Este estudo teve como objetivos: desenvolver seqiiéncias metodoldgicas para a obtencdo e
andlise de Oleos essenciais e compostos fendlicos de B. uncinella, aplicaveis ao estudo de
outras espécies do género Baccharis; determinar por técnicas de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, a composi¢do quimica dos 6leos essenciais das folhas
de espécimes masculinos e femininos de B. uncinella procedentes de diferentes populacdes da
planta crescendo in natura; isolar e determinar a estrutura quimica de compostos fendlicos
presentes nas folhas utilizando, principalmente, métodos cromatograficos e espectrométricos.
Nos Campos Gerais do Parand, foi observada a ocorréncia de duas supostas variedades de B.
uncinella, Bul e Bu2, com portes acentuadamente diferentes e épocas de floracio bem
distintas. Pela primeira vez foram coletadas as folhas de espécimes masculinos e femininos de
duas populacdes de B. uncinella, procedendo-se a extracdo e andlise de seus Oleos essenciais
por técnicas de CG-EM. Os 6leos essenciais das quatro amostras apresentaram composicoes
muito semelhantes, em contraposicdo a dados frequentemente publicados, que indicam haver
diferencas entre as composicoes de 6leos de espécimes masculinos e femininos da mesma
espécie de Baccharis. O resultado obtido na presente pesquisa se deve aos cuidados tomados
nas coletas dos espécimes masculinos e femininos (mesmo local e horério), na preparacao do
material (separacdo minuciosa das folhas), no uso das mesmas condicdes nas hidrodestilagdes
e nas andlises por CG-EM. Todas as quatro amostras apresentaram baixos teores de
monoterpenos € 0s seguintes sesquiterpenos como principais componentes: [-cariofileno
(Buld 10,03% e BulQ 7,64%; Bu2d 6,06% e Bu2? 7,96%); espatulenol (Buld 28,99% e
BulQ 29,68%; Bu2d 24,30 %e Bu2? 16,94%); cariofileno 6xido (Buld 12,98% e Bu2Q
14,24%; Bu2d 9,75% e Bu2? 23,52%). Estes resultados também confirmaram as
identificacdes botanicas feitas com base na morfologia das flores, indicando a inexisténcia da
suposta variedade. As dguas restantes apOs as hidrodestilagdes foram extraidas com CHCl; e
em seguida com AcOEt, obtendo-se quatro extratos contendo principalmente os acidos 3,5-
dicafeoilquinico e 3,4-dicafeoilquinico, como demonstrado por andlises dos seus espectros de
RMN de 'H e "*C. As folhas foram também extraidas em Sohxlet por solventes em sequéncia:
CHCl3, AcOEt e MeOH. Parte do extrato metandlico foi purificado dissolvendo-se em dgua,
eliminando os precipitados formados por repouso a frio e extraindo-se com AcOEt. O extrato
obtido desta forma com acetato de etila foi submetido a diversas cromatografias a vacuo,
sendo isolado e identificado o 4cido 3,5-dicafeoilquinico pela andlise dos espectros de RMN
de 'H e "°C. Esta rota para os compostos fenélicos foi melhorada através da obtencdo de
extratos com acetato de etila a partir da solu¢do aquosa em pH 8 e em pH 3. O extrato feito
em meio levemente alcalino continha principalmente flavonéides, enquanto que o que foi
obtido em pH 3 continha os derivados do acido quinico. O extrato AcOEt em pH 8 foi
fracionado em coluna de silica gel sob pressdo, levando ao isolamento e identificacao de trés
flavonodides, identificados pelos seus espectros de UV, RMN 'He C (quercetina, luteolina e
apigenina). O extrato AcOEt em pH 4 foi fracionado em coluna de silica gel, isolando-se e
identificando-se o 4cido 3,4-dicafeoilquinico pelo seus espectros de RMN de 'H e de B,

Palavras-chave: Baccharis uncinella, espécimes masculinos e femininos, 6leos essenciais,
acidos dicafeoilquinicos, flavondides.



ABSTRACT

This study aimed to: develop methodological sequences for the collection and analysis of
essential oils and phenolic compounds of B. uncinella, applicable to the study of other species
of the genus Baccharis; determined by techniques of gas chromatography-mass spectrometry,
the chemical composition of essential oils from the leaves of male and female specimens of B.
uncinella from different populations of the plant growing in nature; isolate and determine the
chemical structure of phenolic compounds present in leaves using mainly chromatographic
and spectroscopic methods. In the Campos Gerais of Parand, it was observed the occurrence
of two supposed varieties of B. uncinella, Bul and Bu2, with markedly different sizes and
quite different flowering times. For the first time the leaves were collected from male and
female specimens of two populations of B. uncinella, proceed to the extraction and analysis of
essential oils by GC-MS techniques. The essential oils of four samples had very similar
compositions, as opposed to frequently published data indicating no difference between the
compositions of oils of male and female specimens of the same species of Baccharis. The
results obtained in this study are due to the care in collections of male and female specimens
(in the same place and time), in the preparation of material (careful separation of the leaves),
using the same conditions in the hydrodestillation and analysis by CG-EM . All four samples
had low levels of monoterpenes and the following sesquiterpenes as the main components: 3-
caryophyllene (Buld 10.03% and Bul Q@ 7.64%; Bu2d 6.06% and Bu29 7.96%); spathulenol
(Buld 28.99% and Bul @ 29.68%; Bu2d 24.30% and Bu2? 16.94%), caryophyllene oxide
(Buld 12.98% and Bu29 14.24%; Bu2d 9.75% and Bu2® 23.52%). These results also
confirmed the botanical identifications that were made based on the morphology of flowers,
indicating the inexistence of the supposed sub-species. The water remaining after the
hydrodestillation was extracted with CHCI; and then with AcOEt, yielding four extracts
containing mainly 3.5-dicaffeoylquinic and 3.4-dicaffeoylquinic acids, as demonstrated by
analysis of their 'H and >C NMR spectra. The leaves were also extracted in Sohxlet using
three solvents in sequence: CHCI;, AcOEt and MeOH. Part of the methanol extract was
purified by dissolving it in water, removing the precipitates formed by a cold rest and
extracting it with AcOEt. The extract thus obtained with ethyl acetate was subjected to several
vacuum chromatography steps leading to the isolation and identification of 3,5-
dicaffeoylquinic acid by the analysis of its 'H and C NMR spectra. This route to the
phenolic compounds was improved by obtaining extracts with ethyl acetate from aqueous
solution at pH 8 and pH 3. The extract made in slightly alkaline conditions contained mainly
flavonoids, while the one obtained at pH 3 contained derivatives of quinic acid. The AcOEt
extract at pH 8 was fractionated on silica gel column under pressure leading to the isolation of
three flavonoids identified by their UV, 'H and ">C NMR spectra (quercetin, luteolin and
apigenin). The AcOEt extract at pH 4 was fractionated on a silica gel column leading to the
isolation and identification of 3,4-dicaffeoylquinic acid by the 'H and '>C NMR spectra.

Keywords: Baccharis uncinella, male and female specimens, essential oils, dicaffeoylquinic
acids, flavonoids.



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

Bul @ - populacédo 1 de Baccharis uncinella espécime feminino
Bul J - populagdo 1 de Baccharis uncinella espécime masculino
Bu2 @ - populagédo 2 de Baccharis uncinella espécime feminino
Bu2 J - populagido 2 de Baccharis uncinella espécime masculino
br dd — duplo dupleto largo

br s — singleto largo

CCD - cromatografia em camada delgada

CG - cromatografia gasosa

CG-DIC - cromatografia gasosa com detector de ioniza¢do de chama
CG-EM - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia

COX - cicloxigenase

d — dupleto

DC. — De Candolle

DMSO-d6 — dimetilsulféxido deuterado

dt — duplo tripleto

EMB - extrato metandlico bruto

EMP - extrato metandlico purificado

Hax. — hidrogénio axial

Heq. — hidrogénio equatorial

HIV-1 — Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1

HIV-2 — Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 2

IK — indice de Kovats



J — constante de acoplamento

LDL - lipoproteina de baixa densidade
m — multipleto

MHz — Mega Hertz

PAL - L —fenilalanina amoénio liase
PEP - fosfoenolpiruvato

pH — potencial hidrogenidnico

PPT - precipitado

psi — libra por polegada quadrada

Rf — fator de retencdo

RMN 'H - ressonincia magnética nuclear de préton
RMN "°C - ressonancia magnética nuclear de carbono
s — singleto

sh — ombro

SAM - s — adenosil metionina

td — tripleto duplo

TMS - tetrametilsilano

UV — ultravioleta

UV-VIS — ultravioleta visivel

v/v/v — volume/volume/volume

A - comprimento de onda (nm)

® - marca registrada

a,p — alfa-beta

A\ — varia¢do de comprimento de onda

0 — delta
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo das espécies vegetais, com fins de tratamento e cura de doencas e
sintomas, reporta ao inicio da civilizacao, desde o momento em que o homem despertou para
a consciéncia e comecou um longo percurso de manuseio, adaptacdo e modificacdo dos
recursos naturais em prol de seu beneficio (DI STASI, 1996).

Atualmente, o intenso desenvolvimento de dreas como a biologia molecular, a quimica
combinatéria e a realizacdo de screening em alta escala, aceleram a descoberta de novos
farmacos (CECHINEL FILHO; YUNES, 2009). Em contrapartida, recentes estudos
demonstram um grande avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacoldgicos
de produtos naturais e indicam um futuro promissor para o desenvolvimento de novos
compostos com propriedades terapéuticas. Neste contexto € importante mencionar que das
cerca de 250.000 espécies de plantas superiores existentes no planeta, apenas 5-15% té€m sido
sistematicamente investigadas, portanto a natureza tem se mostrado uma fonte abundante de
novos quimiotipos e farmacéforos vegetais (BRAZ-FILHO, 1994).

Empresas brasileiras do setor farmac€utico no segmento de fitoterdpicos buscam
alavancar seu progresso e competir com industrias multinacionais na produ¢do de novos
farmacos baseados na nossa biodiversidade. O setor de fitoterapia movimenta globalmente
USS$ 21,7 bilhdes por ano. No Brasil, ndao existem dados oficiais atualizados, mas estima-se
que esse mercado gira em torno de US$ 160 milhdes por ano (FEBRAFARMA, 2009). Sob
este aspecto, € importante ressaltar que o sucesso em toda cadeia produtiva tem sido
acompanhado pelas investigacdes cientificas na 4rea de principios ativos naturais. Com o
desenvolvimento de novas técnicas espectroscOpicas, estruturas moleculares complexas de
constituintes naturais, que antes eram dificeis de identificar, sdo hoje elucidadas rapidamente
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

As consideracOes gerais feitas acima j4 justificariam a presente pesquisa sobre a
elucidacdo dos metabdlitos secundarios presentes em Baccharis uncinella DC., por ser esta

uma espécie vegetal muito pouco estudada.

2 REVISAO NA LITERATURA

2.1 A familia Asteraceae
As plantas da familia Asteraceae pertencem ao grupo mais numeroso das

Angiospermas, abrangendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies distribuidas em trés
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subfamilias: Barnadesioideae, Cichorioideae e Asteroideae, com amplas distribui¢des e bem
representadas em regides tropicais, subtropicais e temperadas (BARROSO er al, 1991;
JOLY, 1991).

Esta familia cosmopolita é encontrada em grandes concentracdes de espécies em
regides de climas variados. Também sdo abundantes em regides montanhosas na América do
Sul (JOLY, 1967). Algumas espécies sdao verdadeiramente aqudticas, mas a maioria €
encontrada mais em regides dridas do que nas florestas tropicais imidas. Sdo plantas de
aspecto extremamente variado, incluindo principalmente pequenas ervas ou arbustos e
raramente arvores (HEYWOOD, 1993).

A familia Asteraceae vem sendo intensivamente estudada nos ultimos 25 anos nao
somente quanto a sua morfologia, anatomia e ecologia, mas também quanto a sua quimica,

citogenética e estrutura macromolecular (BREMER, 1996; HIND; BEENTIE, 1996).

2.2 Consideracoes sobre o género Baccharis

O género Baccharis pertence a tribo Astereae e a subtribo Baccharinidae. A subtribo
Baccharinidae € exclusivamente americana, sendo constituida pelos géneros Archibaccharis e
Baccharis (MULLER, 2006). O género Baccharis inclui mais de 500 espécies didicas
distribuidas do sul do Canadd (FIELDING, 2001) até o extremo sul austral da Argentina e do
Chile (GIULIANO, 2001), encontradas principalmente em &reas tropicais na América do Sul
como Brasil, Argentina, Colombia, Chile e México, ocupando as regides mais elevadas
(MALAGARRIGA HERAS, 1976). A alta concentracdo de espécies no Brasil e nos Andes
indica que uma destas dreas € o provdvel centro de origem desse género (VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). No geral sdao subarbustos ou arbustos perenes,
ramificados, com caule e ramos cilindricos, podendo medir de 50 cm a 4 m de altura,
apresentando folhas sésseis (BARROSO, 1976).

Foram estudadas quimicamente 120 espécies do género Baccharis e de modo geral os
compostos em destaque foram: presenga de flavondides (BIANCHI ez al., 1993; GIANELLO
et al., 2000; SHARP et al., 2001), diterpenos (FULLAS et al., 1994; GIANELLO et al.,
2000), triterpenos (NURNBERG; FUITWARA; MARSAIOLI, 1998), taninos (SA; NEVES,
1996; ORTINS; AKISUE, 2000), 6leos essenciais (FERRACINI et al., 1995; LAWRENCE;
COMPANY, 1999; ORTINS; AKISUE, 2000; FRIZZO et al., 2001, AGOSTINI et al., 2005),
saponinas (BIACHI et al., 1993; ORTINS; AKISUE, 2000) e outros compostos fendlicos
(NAGATANI; WARASHINA; NORO, 2002; AKAIKE et al., 2003). Recentemente, muita
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atencdo tem sido dada para as propriedades antioxidantes dos flavondides e dcidos fendlicos,
as quais afetam os radicais livres do oxigénio e a peroxidacdo lipidica e estas podem estar
envolvidas em varias condicdes patoldgicas como aterosclerose, cancer e inflamagao cronica
(HALLIWELL; GUITTERIDGE, 1999; SIMOES-PIRES et al., 2005).

Estudos realizados mostraram que B. uncinella se desenvolve de forma considerdvel
sobre dreas com altos teores de bauxita, locais em que pode absorver quantidades
considerdveis de aluminio (4750 ppm), titdnio (220 ppm) e zirconio (540 ppm) (CUNHA;
DANI; FORMOSO, 1990).

Diversas espécies de Baccharis sao consideradas de valor ecolégico e agrondmico
para o homem, pois evitam o desgaste efetuado pelas dguas correntes sobre a superficie da
terra. H4 necessidade de estabelecerem-se linhas de acdo voltadas para o desenvolvimento de
técnicas de manejo ou cultivo, tendo em vista a utilizacdo dessas espécies vegetais pelo
homem aliada a manuten¢do do equilibrio dos ecossistemas tropicais (SHELDON; BALICK;
LAIRD, 1997). Por outro lado, esforcos vém sendo realizados para o controle de algumas
espécies do género Baccharis consideradas toxicas para o gado como B. halimifolia e B.
coridifolia.

Foram realizados estudos de atividade bioldgica com extratos e substancias isoladas de
30 espécies de Baccharis, destacando-se os efeitos alelopdticos, antimicrobianos, citotoxicos e
antiinflamatorios. Entre as espécies de Baccharis mais pesquisadas quanto a composi¢dao
quimica e/ou atividade bioldgica encontram-se B. megapotamica, B trimera, B. trinervis, B.
salicifolia, B. crispa, B. coridifolia, B. dracunculifolia, B. grisebachii e B. tricuneata (VERDI
et al., 2005).

O género Baccharis tem ainda espécies com potencial terapéutico pouco explorado,
como o caso da Baccharis uncinella DC. que, embora ndo seja utilizada na medicina popular
brasileira, € utilizada pelos indios Xokleng como calmante e regulador da pressdo sanguinea

(SENS, 2002).

2.3 Enquadramento taxonomico de Baccharis uncinella DC.

A classificag@o taxondmica de Baccharis uncinella DC., € dada a seguir:

FILO: Plantae

DIVISAO: Angiosperma
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CLASSE: Magnoliophyta

ORDEM: Asterales

FAMILIA: Asteraceae

TRIBO: Astereae

SUBTRIBO: Baccharidinae

GENERO: Baccharis

ESPECIE: Baccharis uncinella DC.

De Candolle, em 1836 estabeleceu uma classificacdo infragenérica de Bacharis.
Subdividiu o género em oito se¢des, fundamentadas principalmente na morfologia das folhas:
Trinervatae DC., Cuneifoliae DC., Discolores DC., Oblongifoliae DC., Sergilae DC.,
Caulopterae DC., Distichae DC. e Lepidophyllae DC. A espécie Baccharis uncinella DC.
estd classificada na se¢do Discolores DC e ja apresentou como sinonimia B. discolor Baker,

sendo incluida no grupo Spicata (BUDEL; DUARTE, 2008).

2.4 Descricao botanica de Baccharis uncinella DC.

De acordo com Barroso (1976), a B. uncinella ¢ uma espécie encontrada
preferencialmente em dreas campestres do Brasil, como sendo arbusto nativo desde o Rio de
Janeiro até regides bem ao sul. A espécie B. uncinella popularmente chamada de vassoura
lageana, cresce de forma selvagem no sul do Brasil. As plantas s@o de porte variado, na forma
de arbusto de ramos tomentosos e glabrescentes (Figura 1) e pode crescer a uma altura de 3 a
4 metros. Possui caule e ramos cilindricos afilos ou folhosos, mais ou menos angulosos e
providos de alas folidceas. As folhas sdo sésseis, de ovais a elipticas, com face inferior
cinéreo tomentosa, margens revolutas, dpice obtuso, mucronulado, uninérvias. O capitulo
apresenta-se com 20-40 flores; invélucro campanulado, com brécteas involucrais agudas e
pilosas no dorso. A corola da flor feminina mostra-se com &pice laciniado e aquénio com

cerca de 1,5 mm de comprimento (TAKEDA; FARAGO, 2001; BARROSO; BUENO, 2002).
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.

E uma espécie normalmente encontrada em campos secos € locais alterados, de aspecto
arbustivo tem floracdo de outubro a novembro de ocorréncia em vdrias regides do sul do
Brasil, a de porte herbidceo com abundante floragdo em junho a julho numa microrregido do
segundo Planalto do Estado do Parand, conforme observacdes feitas nos dltimos cinco anos

(ASCARI, 2007; JASINSKI et al., 2008).

i -
I il J
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Figura 1 — Baccharis uncinella DC., Asteraceae: Ramos vegetativos.
Fonte: Alta Montanha (2009)

2.5 Biossintese dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais sdo substancias lipofilicas, volateis, geralmente liquidas e
odoriferas, também chamados de ¢leos etéreos ou esséncias. Podem conter 100 ou mais
compostos organicos, sendo os terpendides e fenilpropandides as classes de compostos mais
comumente encontradas (SIMOES et al., 2000).

Os fenilpropandides se formam a partir do dcido chiquimico, que forma as unidades
basicas dos dcidos cinamico e p-cumdrico. J4 os terpendides tem sua origem biossintética
derivada de unidades de isopreno (Cs), que € originado pela via do 4cido mevaldnico. As
estruturas tipicas contém o esqueleto de carbono representado por (Cs), e sdo classificados
como hemiterpenos (Cs ou 5 dtomos de carbono), monoterpenos (Cj), sequiterpenos (Cjs),
diterpenos (Cy), sesterpenos (Cjs), triterpenos (Csp), tetraterpenos (Cag) € polisoprendides
(Cn), conforme Figura 2 (MANN, 1987; BREITMAIER, 1999).

Os compostos terpénicos que aparecem com maior frequéncia nos dleos essenciais sao

os monoterpenos (cerca de 90% dos Oleos essenciais) e os sesquiterpenos. Ja os diterpenos
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podem ser encontrados como constituintes minoritdrios de Oleos essenciais obtidos por
hidrodestilacdo e sdao mais comuns em Oleos volateis extraidos com solventes organicos

(SIMOES et al., 2004).

Acido mevalbnico Deoxixilulose fosfato

/L\"-/\ opp .gJ\/\ OPP Hemiterpenos (Cs)

Darmsedil-alil PP Isopentil PP
(DMAPP) (Cx) (IPP) {Cs)
C10 & Monterpencs
PP \1
c15 - Sesquiterpenas (Cys)
w2 IFP 1
Cz0 &  Diterpenos (Cag)
IPP
w2
Cos - Sestarpanos {Cas)
|
Ca0 &=  Triterpensides {Cag)
Estardides (Cia - Cag)
L
Cao - Tatraterpenos (Cap)

Carotendides

Figura 2 - Rota biossintética dos terpenéides. Fonte: Mann (1987), Breitmaier (1999).
2.6 Estudo de oleos essenciais de Baccharis uncinella DC.

Estudos com o6leos volateis de espécies do género Baccharis demonstraram varia¢des
quantitativas e qualitativas em sua composi¢ido quimica. Esta variabilidade quimica, como em
espécies vegetais pertencentes a outros géneros, pode ocorrer naturalmente devido a
influéncia de fatores climaticos e ambientais, tais como temperatura, precipitacdo, umidade
relativa do ar, luz solar, regime de ventos, altitude, tipo de solo, disponibilidade hidrica e
nutricional, depende parcialmente do estidgio fenoldgico e do sexo da planta (BRUNETON,
1995; FERRACINI et al., 1995; LAGO:; FAVERO; ROMOFF, 2006). Ainda, em populagdes
de plantas silvestres, podem ocorrer variacdoes genéticas devido principalmente a fecundagao

cruzada, resultando em plantas com a morfologia externa idéntica, mas que diferem, as vezes
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na sua composicido quimica, e podem ser denominadas quimiotipos (SIMOES; SPITZER,
2003). As variagdes na composicdo quimica dos Oleos voldteis também podem alterar a
atividade bioldgica que lhes € atribuida (CIMANGA et al., 2002).

Informagdo sobre a composi¢do dos componentes voldteis de B. uncinella sao
escassos, havendo alguns estudos ji realizados no Rio Grande do Sul envolvendo vérias
coletas feitas na regido conhecida como Serra Gaucha (FRIZZO et al., 2001; AGOSTINI et
al., 2005; FRIZZO et al., 2008). Mais recentemente, foram encontrados resultados muito
semelhantes aos mencionados acima, para uma coleta feita no sudoeste do Estado do Parana,
em que aparecem altas propor¢des de monoterpenos (FABIANE ez al., 2008). No entanto,
uma razdo monoterpenos/sesquiterpenos muito baixa foi encontrada em Oleos essenciais
obtidos de B. uncinella da Regidao dos Campos Gerais do Parand (ASCARI et al., 2009).
Além disso, um 6leo desta planta apresentando uma composicdo acentuadamente diversa foi
obtido de material coletado em Campos do Jordao, no Estado de Sdo Paulo (LAGO;
ROMOFF; FAVERO, 2008).

O estudo relatado por Frizzo e colaboradores (2001), na caracterizacdo do 6leo
essencial extraido por hidrodestilacdo das partes aéreas frescas de B. uncinella, utilizando a
combinacdo do CG e CG/EM e identificado com base em compostos padrdes, apresentou 61
componentes, o que representa 95% do total do 6leo. Os mais abundantes foram o a-pineno
(16%), B-pineno (15%), limoneno (13%), espatulenol (10%), globulol (5%), (E)-nerolidol
(4%), biciclogermacreno (3%) e terpinen-4-ol (2%). Os monoterpos (58,6%) apresentaram
propor¢ao muito elevada em comparacgdo aos sesquiterpenos (36%) (FRIZZO et al., 2001).

Agostini e colaboradores (2005) avaliaram amostras de 6leos essenciais extraidas por
hidrodestilacdo de seis diferentes espécies de Baccharis (B. articulata, B. semiserrata, B.
oxyodonta, B. cognata, B. milleflora e B. uncinella). As duas amostras de B. uncinella
apresentaram como componentes majoritarios o sesquiterpeno espatulenol (47,7% e 23,1%)
seguido dos monoterpenos: limoneno (16,8% e 14,2%), B-pineno (10,2% e 9,8%) e a-pineno
(8,1% e 12,9%). As variacdes qualitativas e quantitativas observadas na composi¢do quimica
destas duas amostras de B. uncinella nao foram esclarecidas, atribuindo-se a elas causas gerais
como o estagio de desenvolvimento da planta e a condi¢des ambientais e geograficas em geral
(AGOSTINTI et al., 2005).

O estudo das partes aéreas da planta seca de B. uncinella do Rio Grande do Sul,
apresentou duas amostras com composi¢des semelhantes entre si e sem grandes diferencas em
relacdo aos outros estudos daquela regido. Foram identificados 68 compostos, representando

92,3 e 94,3% do total da composicdo, com concentragdes de B-pineno de 15,5% e 17,4%, a-
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pineno de 16,1% e 15,3%, limoneno de 13,1% e 9,9%, espatulenol de 9,8% e 14,5% e
globulol de 4,4% e 4,4%, respectivamente para as duas coletas, conforme estruturas
apresentadas na figura 3. Os hidrocarbonetos monoterpenos estavam predominantes (55,5% e
52,6%), seguidos pelos sesquiterpenos oxigenados (24,2% e 31,4%), enquanto que o0s
monoterpenos oxigenados constituem a menor fracdo. Segundo Frizzo e colaboradores
(2008), estes resultados sugerem que o periodo adequado para um processamento industrial
do ¢6leo de B. uncinella corresponde a estacao de floragdo, quando as plantas produzem baixa
concentracdo de hidrocarbonetos monoterpénicos, enquanto as concentracdes dos
sesquiterpenos oxigenados mantém-se estaveis (FRIZZO et al., 2008).

O o6leo essencial de folhas secas de B. uncinella coletada no sudoeste do Estado do
Parand, foi hidrodestilado e apresentou como destaque os compostos [-pineno de 18,7%,
limoneno de 6,7%, (E)-nerolidol de 12,9% e espatulenol de 10,5%. Esta amostra apresentou-
se muito similar as estudadas no Rio Grande do Sul, com destaque para os monoterpenos que
totalizaram 37,86% do total do 6leo (FABIANE er al., 2008).

Em trabalho anterior desenvolvido em nosso laboratdrio, Oleos essenciais de duas
amostras de B. uncinella coletadas na regido dos Campos Gerais do Parand e uma amostra
coletada em Vacas Gordas, Santa Catarina, foram analisados e comparados. O 6leo das folhas
coletadas em Vacas Gordas foi hidrodestilado e apresentou alta propor¢do de monoterpenos
(36,17%, contendo a-pineno 12,9%, B-pineno 5,25%, limoneno 9,9%), mostrando-se muito
similar aos dados publicados sobre dleos de amostras coletadas no sudoeste do Parana e Rio
Grande do Sul. No entanto, uma das amostras de 6leo das folhas secas coletadas na regidao de
Ponta Grossa foi extraida pelo método de hidrodestilacdo e a outra amostra por arraste a
vapor, mas ambas as amostras apresentaram baixas propor¢des de monoterpenos (até 3,0%) e
sesquiterpenos em maior propor¢do, tendo como componentes principais: espatulenol de
17,20% a 32,93% e 6xido de cariofileno de 16,20% a 27,78% (ASCARI, 2007). Na Figura 3
estdo apresentadas algumas estruturas quimicas destes compostos.

Lago e colaboradores (2008) estudaram amostras de 6leos voldteis das folhas frescas
hidrodestiladas dos diferentes espécies do género Baccharis (B. dracunculifolia, B.
microdonta, B. regnelli, B. schultzii, B. trimera e B. uncinella) de uma é&rea elevada de
Campos do Jorddo. A amostra de B. uncinella apresentou um perfil sesquiterpénico
qualitativo diferente dos analisados anteriormente, com 06-cadineno de 13,2%, guaiol de
11,3% e cubenol de 8,25%, como compostos principais € uma propor¢cdo de monoterpenos
também elevada (21,3%) e constituida principalmente por o-pineno (13,59%) e B-pineno

(6,69%) (LAGO et al., 2008).
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Os dados publicados comentados acima mostraram que os Oleos essenciais de
amostras do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, sudoeste do Parand e Campos do Jordao sao
similares quanto a suas elevadas propor¢des de monoterpenos. Em contraste, as amostras de
Oleos essenciais da Regido dos Campos Gerais, apresentaram razdes monoterpenos/

sesquiterpenos muito baixa.

S QR

o-pineno B-pineno limoneno terpinen-4-ol
OH OH
OH
Qi; éi/\%/
espatulenol globulol E-nerolidol
O

B-cariofileno B-cariofileno 6xido

Figura 3 - Estruturas quimicas dos principais compostos que ocorrem no 6leo essencial
de B. uncinella. Fontes: Frizzo et al. (2008); Ascari (2007).

Um aspecto importante, que nao foi considerado nos estudos dos 6leos essenciais de
B. uncinella publicados até agora, é que as espécies do género Baccharis sdo didicas, e é
preciso esclarecer se hd diferencas nas composicdes dos Oleos essenciais produzidos por
espécimes masculinos e femininos. J4 foram encontradas diferencas acentuadas entre as

composi¢des dos dleos essenciais de espécimes masculinos e femininos de trés espécies de
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Baccharis (B. dracunculifolia, B. caprariaefolia e B. erioclada), as quais foram atribuidas a
presenca ou auséncia de inflorescéncias junto com as folhas colocadas a hidrodestilar

(FERRACINI et al., 1995).

2.7 Biossintese dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabodlitos secundérios, cujas estruturas se caracterizam
por apresentar pelo menos um grupo hidroxila ligado diretamente a um anel aromatico. Em
principio, os animais s@o incapazes de sintetizar o anel aromatico e, neste caso, a sintese dos
compostos fendlicos em pequena quantidade € feita utilizando o anel aromatico presente em
compostos da dieta alimentar. No entanto, os vegetais e a maioria dos microorganismos tém a
capacidade de sintetizar anéis aromdticos e, a partir deles, produzir diferentes tipos de
compostos fenélicos (SIMOES et al., 2001).

E de se destacar que os componentes fendlicos exercem fungdes fundamentais nas
plantas, agindo principalmente na defesa destas contra mudancas do ambiente (BOUDET,
2007). Atuam também, contra o ataque de agentes patogénicos e herbivoros, e na absor¢ao de
luz, promovendo a associagao benéfica com os microorganismos para a fixacdo do nitrogénio
(WILDMAN, 2001).

Os compostos fendlicos podem ser classificados de acordo com o nimero de carbonos

conforme apresentado na Tabela 1, a seguir.

Tabela 1 — Classificacdo dos compostos fendlicos. Fonte: Simdes et al. (2004)

Esqueleto basico Classe de compostos fenélicos
Cé6 Fendis simples, benzoquinonas
Co6-Cl1 Acidos fenélicos
Co6-C2 Acetofenonas e 4dcidos fenilacéticos
C6-C3 Fenilpropandides: 4cidos cindmicos e compostos analogos,
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas € cromonas
C6-C4 Naftoquinonas
C6-C1-C6 Xantonas, benzofenonas
C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas
C6-C3-C6 Flavondides, isoflavonoides e chalconas
(C6-C3), Lignanas
(C6-C3-C6), Diflavonéides
(C6), Melaninas vegetais
(C6-C3), Ligninas
(C6-C1), Taninos hidrolisaveis

(C6-C3-C6), Taninos condensados
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Os compostos fendlicos podem ser formados através de duas rotas biogenéticas: pela
via do 4cido chiquimico a partir de carboidratos, ou pela via do acetato-polimalato que inicia
com acetil-coenzima A e malonil-coenzima A. A origem biogenética determina o padrao de
substituicdo do composto fendlico resultante. Dessa maneira, pela via do acido chiquimico
obtém-se compostos com grupos hidroxilas em posi¢do orto, que se formam a partir do 4cido
cindmico. Por outro lado, a via do acetato-polimalato origina compostos com grupos
hidroxilas dispostos em meta (DEWICK, 1998). Tirosina e 4cidos cinamicos sdo formados a

partir da L-fenilalanina amonio liase (PAL) pela via do dcido chiquimico (Figura 4).

OH

Acido chiquimico

COOH
Fenilalanina

PAL

Acido trans-cinAmico ——> Acido benzdico

COOH
—— Lignanas
Acido para-cumarico

HO
Flavonoides

Figura 4 — Via do acido chiquimico para biossintese de compostos fendlicos.
Fonte: Shahidi e Naczk (2004)

No que refere as propriedades quimicas, a maior parte dos compostos fenélicos ndo é
encontrada na natureza no estado livre, mas sob a forma de ésteres ou de heterosideos, sendo,
portanto, soliveis em dgua e em solventes organicos polares. Tais compostos sdo muito

reativos quimicamente, possuem em geral caracteristicas dcidas e podem ser isolados por
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meio da sua solubilidade em solucdes fracamente basicas. Por serem compostos arométicos,
apresentam intensa absor¢@o na regido do ultravioleta, e uma caracteristica importante € a sua
complexacdo com metais, sendo que muitos desses quelatos metdlicos sdo importantes em
diversos sistemas bioldgicos. Os compostos fendlicos sdo facilmente oxiddveis, tanto por
meio de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, luz e calor em meio
alcalino, ocasionando o escurecimento de solu¢des ou compostos isolados. Sdo instdveis
principalmente em altas temperaturas, em meio bédsico e em valores de pH extremos,
originando misturas de seus isdmeros de posi¢do. Esses compostos podem formar ligagdes
pontes de hidrogénio, e estas podem ser tanto intramoleculares quanto intermoleculares

(SIMOES et al., 2004).

2.8 Biossintese dos acidos fenoélicos e derivados

Os 4cidos fendlicos naturais sejam eles provindos do dcido benzdico ou do acido
cinamico, tém a sua origem derivada da rota do &cido chiquimico. E através do &cido
chiquimico (Figura 5) que sdo formados muitos constituintes quimicos das plantas que

contenham anel aromatico em sua estrutura.

\".
=
[HO

1

OH
2

Figura 5 — Estrutura do 4cido chiquimico

A formacdo do 4cido chiquimico procede dos precursores de trés e quatro dtomos de
carbono, o fosfoenolpiruvato (PEP) e a eritrose-4-fosfato, respectivamente, através de uma
série de etapas como ilustrado na Figura 6.

A reagdo do éacido chiquimico com fosfoenolpiruvato conduz a formacdo do
chiquimato 3-fosfato, que sob a influéncia da enzima corismato sintase, sofre a perda de acido
fosférico produzindo o corismato. O corismato através da acdo da enzima corismato mutase,
sofre um rearranjo de Claisen para gerar o prefenato. Finalmente, a aminacdo redutiva do

prefenato forma a fenilalanina, que é um aminodcido importante na construcdo de outras
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substancias naturais, tais como as proteinas, alcaldides e o dcido cindmico (substancia com
esqueleto Ce-C3). O acido cinamico é formado a partir da fenilalanina, pela acdo da enzima L-
fenilalanina amonia liase (PAL), que € capaz de catalisar a remo¢do da amodnia, Figura 6

(MANN, 1987).

PO,
o, or H
+
\‘0
HO 0
Fosfoenolpiruvato (PEP) OH
Eritrose-4-fosfato
DAHP
sintase
HO
COze (,02
o - fosfato NADPH
—_—
— 0
HO' OH OH
OH 3-desidroquinato 3-desndruch1qulmato Chlqmmato
+PEP Corismato
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COZe
COe Fenilpiruvato eO;C%
i 2 aminotransferase 0 Corismato
D — -—
ONH mutase /lL
~nap® COZ
Fenilalanina OH
FAL Prefenato Corismato

@NCOOH

Acido Cindmico

Figura 6 — Proposta biossintética para o 4cido cinamico (MANN, 1987).

A importancia do 4cido cinamico e de seus derivados o 4cido para-hidroxicinamico

(para-cumérico), éacido 3,4-diidroxicinamico (4cido caféico), 4cido 4-hidroxi-3-

metoxicinamico (4cido ferudlico), 4cido 4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamico (4cido sindpico) e
acido para-metoxicindmico como constituintes naturais € como provaveis progenitores para a
formacgao de outras substancias contendo esqueleto do tipo Ce-Cs foi descrita por Harborne
em 1989 (DEWICK, 2001). Uma grande parte desses derivados é formada a partir de
processos oxidativos e/ou de reacdes de metilagdo (sendo estes derivados formados pela acdo

do cofator enzimatico s-adenosil metionina - SAM) sobre o dcido cindmico (Figura 7).
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: ~s. _COOH s _COOH . _COOH

Acido cindmico Acido para-cumérico Acido cafeico

SAM
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mmOH Dil]/\/COOH WCOOH

Acido para-metoxicinimico

Acido sinéplco Acido ferilico

Figura 7 — Proposta biossintética para derivados do 4cido cindmico (MANN, 1987).

Portanto, os &4cidos cinamoilquinicos sdo produtos finais; eles se acumulam nas
plantas, e embora exista alguma razdo para acreditar que eles sofram alteragdes metabdlicas,
sdo colocados na rota principal de formagdo das substincias com esqueleto Cq-Cs. Entdo,
pressupde-se que a reacdo de esterificacdo pela qual o residuo cinamoil € ligado ao grupo
hidroxila do 4cido quinico envolve o éster do 4dcido cindmico com a coenzima A. Assim, este
éster representa o inicio para muitos tipos de metabdlitos do dcido cinamico: formacao de
éster, B-oxidagdo, reducdo de aldeidos e extensdo de cadeia pela reacdo com unidades de
malonil-CoA.

O grupo de substancias derivadas do 4cido fenilacrilico apresenta ampla distribuicao
nas plantas superiores na forma de ésteres, glicosideos e amidas. Destacam-se neste grupo os
derivados do 4cido caféico. O primeiro composto conhecido dessa série foi o 4cido
clorogénico (Figura 8), obtido de graos de café por Payen em 1846. Posteriormente, essa
substancia foi identificada como 4cido 3-O-cafeoilquinico, éster do dacido 3,4-di-
hidréxicinamico, denominado dcido caféico, e 4cido quinico, através da esterificacdo da
hidroxila em C-3 desse ultimo. Mais tarde, foram descritos os isOmeros provenientes da
esterificacdo em outras posi¢des do dcido quinico: o dcido criptoclorogénico (ou acido 4-O-
cafeoilquinico), e o 4cido neoclorogénico (ou 4cido 5-O-cafeoilquinico); o 4cido
isoclorogénico mostrou ser, de fato, uma mistura de derivados 3,4-O-dicafeoilquinico, 3,5-O-
dicafeoilquinico e 4,5-O-dicafeoilquinico. O 4cido 1,3-O-dicafeoilquinico, frequentemente

encontrado em Asteraceae, é conhecido como cinarina (CLIFFORD, 2000).
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Ol \Acido cafeico
COCH= CH—@—OH
0
Acido HO OH ]
quinico Acido clorogénico

OH OH

Figura 8 — Estrutura do 4cido clorogénico (dcido 3-cafeoilquinico).

2.9 Acidos fendlicos e derivados em Baccharis

Estudos quimicos de espécies do género Baccharis levaram ao isolamento de
derivados do d4cido quinico, os ésteres mono e dicafeoilquinico em Baccharis usterii,
Baccharis  trimera, Baccharis crispa  (SIMOES-PIRES et al., 2005), Baccharis
gaudichaudiana (AKAIKE et al., 2003), Baccharis thesioides (MIKETOVA et al., 1999),
Baccharis  genistelloides (MARQUES; FARAH, 2009), Baccharis dracunculifolia
(NAGATANI; WARASHINA; NORO, 2001) e na prépolis verde (PEREIRA et al., 2003;
TATEFUII et al., 1996), foram identificados pela comparacdo de seus dados fisicos e
espectroscopicos com aqueles relatados na literatura.

Estes ésteres do acido caféico (fenetil éster do acido caféico) assim como outros
compostos fendlicos foram apontados como responsdveis por importantes atividades
antimicrobianas e antitumoral (SFORCIN; ORSI; BANKOVA, 2005). Particularmente os
acidos cafeoilquinicos apresentaram diversos efeitos biolégicos especialmente na inibicao da
lipoxigenase (NISHIZAWA; FUJIMOTO, 1986; NISHIZAWA et al., 1987), atividade
antibacteriana e antihelmintica (SCHOLZ; HEINRICH; HUNKLER, 1993). Além disso, estes
acidos possuem acdo antiinflamatéria (PELUSO et al., 1995), fracamente antiespasmoddico
(TRUTE; NAHRSTEDT, 1997; TRUTE et al., 1997), e propriedades antihepatotéxica e
hepatoprotetora (KAPIL; KOUL; SURI, 1995; BASNET et al., 1996). Estudos relatam ainda,
que os acidos cafeoilquinicos possuem agdo potente e seletiva contra o virus Tipo 1 da
Sindrome Imuno Deficiéncia Adquirida e também sdo inibitdrios da replicacao do HIV-1 em
concentracdes ndo toxicas (PEREIRA et al., 2003).

O 4cido clorogénico (acido 3-cafeoilquinico) é um inibidor competitivo da glucose-6-

fosfatase em microssomas ilesas. A glucose-6-fosfatase no figado regula a concentracao de
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glicose no sangue. Quando ingerimos alimento, o dcido clorogénico € absorvido no intestino e
passa para a circulacdo sanguinea. O 4cido clorogénico associado com o 4cido caféico,
possuem ag¢do antioxidantes in vitro, protegendo o LDL (lipoproteina de baixa densidade) da
oxidagdo e consequentemente prevenindo contra doengas do envelhecimento (PEREIRA et
al., 2003). A maioria dos resultados terapéuticos atribuidos ao &4cido clorogénico €
provavelmente devido a acdo antioxidante destes compostos, o qual se deve ao seu alto
potencial como agentes redutores. Os dcidos clorogénicos atuam como doadores de
hidrogénio, agindo sobre o oxigénio singlete de forma a retornia-lo a forma fundamental, e
como quelantes de metais. Devido a esta dltima propriedade, os dcidos hidroxicinamicos
formam complexos com ferro que, segundo a literatura tem prevenido Alzheimer
(ANDJELKOVIC et al., 2006).

A atividade antioxidante dos acidos fendlicos € determinada, geralmente, pelo nimero
de hidroxilas presentes na molécula, embora outras caracteristicas contribuam para essa
atividade. A dupla ligacdo presente na molécula dos derivados do 4cido cindmico (-HC=CH-
COOH) participa da atividade do radical por ressonancia e deslocamento do elétron
desemparelhado. Essa caracteristica permite que os derivados do &cido cinadmico sejam
antioxidantes mais ativos do que os derivados do 4cido benzéico (PELUSO et al., 1995).

Partes aéreas de vdérias espécies de Baccharis foram investigadas, identificando-se
compostos de 4cidos fendlicos, aos quais sdo atribuidas acdes colerética e
hipocolesterolémica. A atividade colerética tem sido atribuida principalmente aos derivados
cafeoilquinicos. Alguns ésteres do acido caféico sdo alergénicos e responsdveis pela
ocorréncia de dermatites em individuos sensiveis; outra contra-indicacdo apontada € o
bloqueio dos canais biliares (SIMOES et al., 2004). Também sdo encontrados na forma de
glicosideos ou ligados a proteinas e a outros polimeros da parede celular e, raramente, como
acidos livres (HARBORNE, 1973; BELITZ, GROSCH, 1987).

Alguns derivados do &4cido quinico estdo presentes em extratos aquosos em trés
espécies de Baccharis conhecidas como carquejas (B. usterii, B. crispa, B. trimera), as quais
apresentaram perfis semelhantes com a identificacdo de seis derivados do 4cido quinico
(Figuras 9 e 10). Também foram relatados neste género, o isolamento do acido 3,5-O-[E]-
dicafeoilquinico e dacido 4,5-O-[E]-dicafeoilquinico a partir de B. thesioides como
componentes ativos contra HIV-1 e HIV-2 (MIKETOVA et al., 1999).

Outro trabalho relevante identificou no extrato metandlico de folhas jovens de B.

dracuculifolia os seguintes 4cidos: clorogénico, caféico, p-cumarico, ferilico e cindmico. As
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atividades destes compostos foram avaliadas na propolis, evidenciando-se uma atividade

téxica dose-dependente em fibroblastos de ratos (FUNARI; FERRO; MATHOR, 2007).
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Figura 9 — Comparacdo dos extratos aquosos de B. usterii. B. crispa e B. trimera analisados por
HPLC-UV, mostrando a presenga dos dcidos monocafeoilquinicos: 3-O-[E]-cafeoilquinico (1), 5-O-
[E]-cafeoilquinico (2), 4-O-[E]-cafeoil-1-metilquinico (3) e dos 4cidos dicafeoilquinicos: 4,5-O-[E]-
dicafeoilquinico (4), 3,4-O-[E]-dicafeoilquinico (5) e 3,5-O-[E]-dicafeoilquinico (6). As estruturas sdo
dadas abaixo, na Figura 10. Fonte: Simdes-Pires et al. (2005).
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Figura 10 — Estrutura dos compostos 1 a 6.

Costa (2009) apresenta andlises por CCD e CLAE indicando a coocorréncia de
compostos fendlicos majoritarios de natureza polar nos extratos metandlicos das folhas de trés
espécies: B. dracunculifolia, B. semiserrata e B. uncinella. Estes extratos metandlicos foram
obtidos apds extracdo inicial com cloroférmio e acetato de etila. Demonstrou-se a presenca de
acido ferdlico (2,59%) no extrato de B. uncinella. Em B. dracunculifolia encontrou-se acido
caféico (de 4,49% a 4,84%), acido p-cumaérico (de 0,0 a 6,08%), 4cido ferulico (de 8,48% a
14,18%). O acido feridlico foi encontrado também no extrato metandlico da folhas de B.

semiserrata em 7,56%.
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2.10 Biossintese dos flavonoides

O esqueleto basico dos flavondides consiste de dois anéis aroméaticos e por uma ponte
de trés dtomos de carbono (Ce-C3-Cg), provindo de rotas biossintéticas separadas: a do dcido
chiquimico e a do acetato via 4acido maldnico. A via do 4cido chiquimico origina a
fenilalanina, precursor do 4cido cinamico, sendo este responsavel pelo anel aromdtico B e a
ponte de trés carbonos. O outro anel aromético, anel A do esqueleto bésico dos flavondides é

formado pela rota do acetato (BRAVO, 1998; O’CONNEL; FOX, 2001).
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Figura 11 - Biossintese de alguns esqueletos de flavondides [E-1: chalcona sintase, E-2:
chalcona isomerase, E-3: flavona sintase I (2-hidroxiflavanona sintase), E-4: flavona
sintase II (2-hidroxiflanona sintase), E-5: isoflavona sintase, E-6: flavanona-3-hidroxilase
e E-7: flavonol sintase); Fonte: Dewick (2001).

Os flavondides derivam da condensagao de 4-cumaroil-CoA com trés grupos malonil-

CoA, sob acdo da enzima chalcona sintase, pois catalisa a formagdo do esqueleto C;s, e deste
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modo ocorre a entrada de hidroxicinamatos na biossintese. A cicliza¢do da chalcona durante a
sintese da flavona € catalisada pela chalcona isomerase encontrada fortemente complexada
com a chalcona sintase. A flavanona é precursora de trés diferentes classes de flavondides,
isto €, flavonas, isoflavonas e diidroflavondéis. Na formacgao das flavonas e flavondis ocorre a
formacgdo de uma ligacdo dupla entre C, e Cs. Dois passos sdo necessdrios para esta conversao
onde sdo descritas duas flavonas sintase: flavona sintase I (dioxigenase) e flavona sintase 11
(monoxigenase). A monoxigenase dependente do citocromo P-450, também possui a funcao
de catalisar a epoxidacdo para a formacdo das isoflavonas. Os diidroflavonéis sdo formados
pela acdo de uma flavanona-3-hidroxilase. A biossintese dos flavondides envolve reagdes
enzimaticas na producdo das vdrias classes de flavondides como mostra na Figura 11

(DEWICK, 2001).

2.11 Estruturas e propriedades dos flavondides

Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e

diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos é amplamente

distribuida no reino vegetal (Figura 12).
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Figura 12 — Estrutura bésica dos flavonéides mais importantes encontrados na natureza.
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Para a estrutura dos flavondides, utilizamos o sistema de numeracdo usado para
diferenciar as posi¢cdes dos carbonos ao redor da molécula, utiliza numeral ordindrio para os

anéis A e C, e para o anel B numeral ordindrio seguido de apdstrofo (Figura 13).

Figura 13 — Estrutura carbdnica dos flavonéides que
apresentam o anel C. Fonte: Cook e Samman (1996)

A estrutura quimica dos flavondides favorece sua ag@o antioxidante. As atividades de
sequestro de radicais livres e antioxidantes dependem do arranjo dos grupos funcionais ao
redor da estrutura nuclear, os hidrogénios adjacentes (orto-difendis), localizados em varias
posicdes dos anéis A, B, C, as duplas ligacdes dos anéis benzénicos e a dupla ligacdo da
funcdo oxo (-C=0) de algumas moléculas de flavondides fornecem a estes compostos alta
atividade antioxidante. Assim sendo, o nimero e a configuragdo dos grupos hidroxila
doadores de hidrogénio sdo as principais caracteristicas que as influenciam. Portanto tais
atividades acontecem devido a transferéncia de hidrogénio desse grupo para espécies
radicalares ativas, como radical hidroxila (*OH), anion superdxido (O;*-) e radical lipidico
peroxila (LOO-). Atualmente, muita atencao tem sido dada para as propriedades antioxidantes
dos flavondides que afetam os radicais livres do oxigénio e a peroxidagdo lipidica. Estas
podem estar envolvidas em vdrias condi¢cdes patoldgicas como aterosclerose, cancer e
inflamacao cronica (HALLIWELL, 1994).

Os flavonodides sdo classificados até o presente momento em aproximadamente 12
classes, de acordo com o seu processo de formacdo, suas caracteristicas quimicas e
biossintéticas. Possuem propriedades quimicas dos fendis, sendo relativamente soliveis em
dgua, principalmente quando possuem moléculas de acicares ligadas a sua estrutura. S@o
levemente dcidos e como sdo compostos polares ou moderadamente polares, sdo soliveis em
etanol, metanol e butanol, e combinacdes de solventes com dgua. Podem sofrer degradacao se
deixados em meio alcalino na presenga de oxigénio. Possuem espectros de absorcdo

caracteristicos no ultravioleta, determinados pelo niicleo comum da benzopirona, com dois
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maximos de absor¢do: um ocorrendo entre 240-285 nm (banda II) e outro entre 300-400 nm
(banda I), conforme Tabela 2. Em geral, a banda II pode ser considerada como derivada a
existéncia do anel A e a banda I devida ao anel B. O aumento do grau de hidroxilagdo do
nucleo leva ao aumento do efeito batocromico e, consequentemente, os espectros deslocam-se
no sentido dos maiores comprimentos de onda. Portanto, o aumento da faixa de absor¢do
ocorre na faixa entre 250 e 350 nm (MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998;
MARKHAM, 1982).

Tabela 2 — Bandas de absor¢éo de flavondides em solugdo metandlica e na presenca de cloreto de aluminio
(AICl;). Fonte: Markham (1982).

Tipos de Flavonéides Banda I Banda I1 Deslocamento provocado por
(nm) (nm) complexacio com AlICl; (nm)*
Flavonas 310-350 250-280 +35-55
Flavonois 350-385 250-280 +35-55
Flavonois (3-OH substituido) 330-360 250-280 +50-60
Isoflavonas 310-330 ombro 245-275 +50-60
Flavanonas e Diidroflavondis 300-330 ombro 275-295 +20-26
*Em 415 nm

2.12 Atividades biolégicas dos flavonéides

A utilizacdo terapéutica de plantas contendo flavondides € vasta e, em muitos casos,
ainda empirico. Embora alguns resultados tenham mostrado que os flavondides possam
apresentar efeito mutagénico, em geral, sdo considerados como benéficos. Alguns farmacos
sdo elaborados a partir de flavondides, em particular para o tratamento de doencas
circulatdrias, hipertensdo e agindo como cofator da vitamina C. Outras pesquisas sugerem que
alguns flavondides sdo responsdveis por agdo antitumoral considerdvel (FORMICA;
REGELSOM, 1995), podendo ainda agir como antivirais (AMOROS, et al., 1992;
CRITCHFIELD; BUTERA; FOLKS, 1996), antihemorragicos (PARFITT, 1999), hormonais
(KNIGHT; EDEN, 1995), antiinflamatérios (ABAD et al., 1993; DUWIEJUA; ZEITLIN,
1993), antimicrobianos (GUTKIND et al., 1984; BEIL; BIRKHOLZ; SEWING, 1995) e
antioxidantes (OKAMURA et al., 1994).

Em estudos sobre a atividade antiviral de flavonéides destacam-se a quercetina. Esse
flavonol apresentou atividade contra virus envelopados: virus do herpes simples Tipo 1, virus

respiratorio sincicial, pseudorraiva, parainfluenza 3, sindbis (KAUL, MIDDLETONI; OGRA,
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1985; MUCSI; PRAGAI, 1985). Os flavondides quercetina e luteolina (Figura 14)
apresentaram efeito inibidor da peroxidacdo lipidica em microssomas, destacando-se,
portanto, na interferéncia de rea¢des de propagagao e formacao de radicais livres.

A atividade antiinflamatdria desta classe de substancias tem sido bastante investigada
em extratos aquosos e hidroalcodlico da Familia das Asteraceae. Foi demonstrada atividade
antiinflamatdria para os flavondides quercetina e luteolina, que é explicada em parte, como
devido a inibicdo da cicloxigenase (COX). Para a quercetina foi observado que inibe
seletivamente a enzima 5-lipoxigenase, envolvida na formacdo dos leucotrienos a partir do
acido araquidénico (MORONEY et al., 1988; SIMOES et al., 1988). A apigenina (Figura 14)
¢ outra substancia com atividade antiinflamatéria demostrada, sendo capaz de inibir o
crescimento de fibroblastos, os quais t€ém importante papel na granulagdo e no processo de
cicatrizacdo (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Virios estudos tém relatado o potencial dos flavondides na quimioterapia preventiva
do cancer, e alguns tem demonstrado capacidade de interagir na génese do cancer. Para a
quercetina, quando aplicada topicamente, foram descritas a inibi¢do da incidéncia de
papilomas de pele em cobaias e a inibi¢do de fibrossarcoma induzido em camundongos

(CHANG; KINGHORN, 2001).

OH O
Quercetina Apigenina

Rutina OH

Figura 14 — Estruturas quimicas dos principais flavonéides encontrados em Baccharis.

Aos flavonéides rutina e quercetina tém sido atribuida propriedade protetora da fungao
capilar e sdo usados para tratar hemorrdéidas (PARFITT, 1999). Alguns estudos tém
demonstrado que pessoas com baixo consumo de flavondides apresentaram maior risco de
doencas coronarianas (KNEKT ez al., 1996). Outros estudos mostraram que dietas ricas em
flavonoides, principalmente quercetina, estdo associadas a menor incidéncia de acidente
vascular cerebral. Estas substancias também inibem a peroxidacdo microssomal no coragao,

atuando assim como cardioprotetoras (VAN ACKER et al., 1996).
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Costa (2009) demonstrou por CLAE a ocorréncia do flavonéide rutina (Figura 14) nos
extratos metandlicos das folhas de B. uncinella (2,76%) e B. dracunculifolia (de 3,01 a

3,94%).

3 OBJETIVOS

Desenvolver seqiiéncias metodoldgicas otimizadas para a obtenc¢ao e anélise de 6leos
essenciais e compostos fendlicos de B. uncinella, aplicdveis ao estudo de outras espécies do

género Baccharis.

Determinar por técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
a composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas de espécimes masculino e feminino de
B. uncinella procedentes de duas populagdes diferenciadas por aspectos especificos de seus

habitos e sua fenologia.

Isolar, identificar e determinar a estrutura quimica de compostos fendlicos presentes

em B. uncinella utilizando, principalmente, métodos cromatogréficos e espectrométricos.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Equipamentos e Reagentes

Andlises por espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-VIS) foram realizadas em
espectrofotometro Multispec — 1501 Shimadzu, no intervalo de 200 a 450 nm.

As amostras de 6leo essencial foram analisadas qualitativamente e quantitativamente
em cromatografia a gds em aparelho Cromatégrafo Gasoso da marca Varian® CP — 3800,
acoplado a um detector de ioniza¢do de chama (DIC) ou de massas (EM) da marca Saturn®
2000, integrado ao software de gerenciamento Saturn® GC — MS Workstation 5.51. A
identificacdo dos compostos foi feita primeiramente pelo célculo do indice de Kovats de cada
componente pela férmula abaixo (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963) que comparando com
os dados publicados (ADAMS, 1995).

KI, = 100y + 100(z-y) (t)x — tiryy / tyz — tyy)



41

Onde:

Kl = indice de reten¢do do compostos considerado;
y = ndmero de carbonos do padrio a esquerda;

z = numero de carbonos padrio a esquerda;

trx = tempo de retengd@o do composto considerado;
tyy = tempo de retencdo do composto a esquerda;
tw)z = tempo de retencdo do composto a direita.

Feitos os célculos dos IK para cada componente, seus espectros de massas foram
comparados com os fornecidos pelo banco de dados da espectroteca NIST-98 que integra o
sistema CG-EM. A quantificacdo das substincias volateis de cada amostra foi feita com base
nos cromatogramas obtidos com o detetor FID. Estas andlises foram realizadas no Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas da Fundacdo Universidade Regional de Blumenau. Os arquivos de
dados foram submetidos a deconvolug¢do e interpretacdo utilizando o mesmo software
AMDIS® que € parte do sistema que acompanha o aparelho analitico do IPT-FURB.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e "°C foram registrados
em espectrometro BRUKER AC-200 (300MHz) da Universidade do Vale do Itajai —
UNIVALI), tendo como referéncia interna tetrametilsilano (TMS) ou o préprio solvente
deuterado (CDCl3;, CD30D e DMSO-d).

Os solventes e reagentes empregados neste trabalho para a andlise fitoquimica foram
de procedéncias variadas: Nuclear®, Merck®, Reagen® e Synth®. A 4dgua utilizada foi
previamente purificada e filtrada com filtro Milli-Q. Os seguintes padrdes analiticos de acidos
fendlicos e flavonodides foram utilizados em andlises cromatogrificas (CCD): quercetina,
acido caféico, acido ferdlico, d4cido p-cumarico e dcido cinamico.

As cromatografias a vacuo e em colunas foram realizadas em silica gel 60 da
Macherey—Nagel®, com particulas de 0,04-0,063 mm, 230-400 mesh ASTM como fase
estaciondria e diversos eluentes como fase moével, variando o tipo e a propor¢do conforme a
fracdo utilizada e seu perfil determinado anteriormente em CCD. As elui¢des foram realizadas
com solventes organicos, em ordem crescente de polaridade, utilizando pressdo negativa na
cromatografia a vicuo (entre -200 e -300 mmHg) ou baixa pressao positiva na cromatografia
de coluna (até 5 psi).

As cromatografias analiticas em camada delgada foram realizadas em cromatofolhas

de aluminio 20x20 cm preparadas com silica gel HF-254 da Merck®.
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4.2 Coleta e identificacao dos materiais vegetais

Cerca de 150 g das partes aéreas de Baccharis uncinella DC. foram coletadas de duas
populagdes de plantas crescendo in natura na margem da Rodovia BR-376, sentido Curitiba,
Parand, nos seguintes locais e coordenadas: populacdo arbustiva (Bul) para espécimes
masculino e feminino, no km 541 e coordenadas 25°22'01" Sul e 49°49'23,5" Oeste, altitude
de 993 metros; populacdo herbacea (Bu2) para espécimes masculino e feminino, no km 547 e
coordenadas 25°24'15" Sul e 49°47'07" Oeste, altitude de 1060 metros.

Estas coletas foram realizadas em dias sem chuva, sempre em finais de tardes
ensolaradas, conforme especificado na Tabela 3. Foram preparadas exsicatas de cada
espécime para identificagdo botanica pelo Dr. Gerth Hatschbach, que nio encontrou diferenca
botanica entre amostras Bul e Bu2, e as depositou no Herbério do Museu Botanico Municipal
de Curitiba sob os ndmeros 338987 para os espécimes masculinos e 338985 para os

femininos.

Tabela 3 - Coleta das amostras de B. uncinella utilizadas para obtencéo de 6leos essenciais.
AMOSTRA LOCALIZACAO DATA DA COLETA

Bul® Km 541, BR-376 23/outubro/2007
Buld Km 541, BR-376 23/outubro/2007
Bu2® Km 547, BR-376 30/julho/2007
Bu2d Km 547, BR-376 11/julho/2007

Foram coletadas também amostras da populacdo de plantas de aspecto herbaceo (Bu2)
masculino e feminino, crescendo a margem da Rodovia PR-513 (Ponta Grossa - Itaiacoca), no
km 13, em altitude de 1070 metros e coordenadas 25°07'56" Sul e 49°59'40" Oeste. Foram
preparadas exsicatas desta coleta, feita em junho 2008, para exame cauteloso pelo especialista
Dr. Nelson Ivo Matzembacher do Departamento de Botanica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre - RS. As amostras foram igualmente identificadas como
Baccharis uncinella DC. e registradas sob o mesmo nimero 188951 no Herbario ICN da
UFRGS. Para o preparo das exsicatas, foram coletados ramos contendo folhas e flores dos
espécimes masculino e feminino com aproximadamente 30 a 40 cm de comprimento. Em
seguida as amostras foram dispostas em folhas de jornal dobradas ao meio, intercaladas com
folhas de papelao para facilitar a secagem. O material foi organizado até formar uma pilha,
acondicionado entre prensas de madeira e amarrado por barbantes (Figuras 15 e 16), mantidas

a uma temperatura de 37 a 40°C por 15 dias (DI STASI et al., 1996).
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Figura 15 - Amostra em jornal, intercalada com Figura 16 - Amostras colocadas na prensa
papeldo

4.3 Preparo do material vegetal

Logo apds as coletas, os materiais vegetais foram separados em suas partes (capitulos
florais e folhas, vide Figuras 17 e 18) para secagem numa superficie plana e lisa forrada com

jornal, de maneira a garantir boa circulacao de ar, por até sete dias em temperatura ambiente.

Figura 17 — Capitulos florais separados dos ramos. Figura 18 — Folhas separadas dos galhos.
(Foto de V.C.G. Jasinski, 2007) (Foto de V.C.G. Jasinski, 2007)

4.4 Extracao dos 6leos essenciais

Para a extracdo dos 6leos essenciais por hidrodestilacdo foi utilizado um aparelho de
vidro conforme Stahl & Schild (1981) mostrado na Figura 19. Foram utilizadas folhas secas
de cada espécime masculino e feminino, reduzidas a granulos pequenos em triturador elétrico
e colocadas em um baldo de fundo redondo de 2 litros de capacidade contendo 1 litro de 4gua
destilada. O baldo, acoplado ao hidrodestilador, foi aquecido até ebulicdo, os dleos essenciais
foram arrastados pelo vapor de dgua, condensados no corpo do aparelho e recolhidos em éter
etilico. Cada hidrodestilagao teve a duracdo de 4 horas, calculando-se os rendimentos dos

Oleos essenciais em relacdo a massa de folhas secas utilizadas, conforme mostrado na Tabela

5 (item 5.2).
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Figura 19 — Aparelhagem de vidro utilizado para
extracdo de 6leos essenciais (Foto de
V.C.G.Jasinski, 2007)

4.5 Extratos purificados contendo substiancias fendélicas

Ap6s as hidrodestilagdes de cada amostra de folhas, as dguas restantes foram filtradas
por papel de filtro obtendo-se quatro solugdes aquosas limpidas de 100 a 200 mL,
procedendo-se as extracdes com cloroférmio (3 x 100 mL) e em seguida com acetato de etila
(2 a3 x 100 mL). As fragdes cloroférmicas de cada partida foram reunidas, secadas com
Na,SOy anidro, filtradas e concentradas em evaporador rotativo a vacuo e reservadas para
andlise por CCD. As fracdes fendlicas obtidas com acetato de etila foram reunidas e
evaporadas exaustivamente a vadcuo em evaporador rotativo e reservadas para andlises por
CCD e espectros de RMN de 'H e BC. As quantidades obtidas dos extratos cloroférmico e
acetato de etila sdo mostrados na Tabela 4. As andlises realizadas por CCD utilizando placas
de silica HF,s4 foram eluidas em sistemas compostos por CHCls/MeOH na propor¢ado 9,0:1,0
para extratos cloroférmicos e por AcOEt/MeOH/H,0 na propor¢ao 8,0:1,5:0,5 para extratos
feitos com AcOEt. Logo ap6s eluicdo, os cromatogramas foram visualizados sob luz UV (254
e 360 nm) e revelados com solucao de H,SO4/MeOH (1:1) seguido de aquecimento em chapa
e numa segunda andlise com solucdo 5% de FeCl; em metanol. Os resultados foram

arquivados em livro controle e as imagens digitalizadas.

Tabela 4 — Rendimentos das extragcdes da dguas restantes apds as hidrodestilagado
das folhas de B. uncinella (Bul e Bu2 - J e Q) *

Espécime/solvente Folhas (g) Extrato (g)
Bul &-CHCl; 79,48 0,098
Bul &-AcOEt 0,626
Bul 9-CHCl; 75,11 0,197
Bul @-AcOEt 0,353
Bu2 3-CHCl, 51,33 0,306
Bu2 J-AcOEt 0,275
Bu2 Q-CHCl, 23,44 0,039
Bu2 9-AcOEt 0,203

* Estes dados ndo t€m relacdo quantitativa
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4.6 Isolamento de compostos fenélicos

4.6.1 Obtencao do extrato metanélico bruto

O extrato metandlico bruto (EMB) das folhas de B. uncinella utilizado nesta pesquisa
foi obtido durante a realizacdo de um trabalho anterior em nosso laboratério, conforme a
descricdo dada a seguir. Uma amostra de 1,05 kg de folhas moidas e secas, coletadas de
espécimes masculinos e femininos, foi extraida em aparelho Sohxlet por 30 horas com uso da
seguinte seqiiéncia de solventes: CHCI3;, AcOEt e MeOH. Apds a evaporacdo dos solventes,
obteve-se os seguintes extratos e rendimentos: cloroférmico (15,78%), acetato de etila

(2,63%) e metandlico (EMB - 14,02%) (ASCARI, 2007).

4.6.2 Cromatografia a vacuo do extrato metandlico purificado

Parte do extrato metandlico bruto (EMB) das folhas secas de B. uncinella (20 g) foi
suspenso em 600 mL de dgua destilada aquecida, filtrando-se o precipitado formado (1,8 g). A
fase aquosa filtrada permaneceu em repouso por 24 horas, voltando a apresentar turbidez, e
foi extraida cinco vezes com 150 mL AcOEt em funil de separacdo. A forte emulsdo formada
foi quebrada com uso de NaCl. As fases organicas separadas foram reunidas, lavando-se duas
vezes com agua destilada e evaporando-se em evaporador rotativo a véacuo. O extrato
metanolico purificado resultante (EMP, 3,133 g) foi fracionado por repetidas cromatografias a
vacuo (Figura 20), como descrito abaixo. O extrato EMP foi dividido em duas amostras de
aproximadamente 1,5 g cada. A primeira por¢do foi cromatografada utilizando-se sistema
eluente composto por AcOEt:MeOH:H,O na propor¢dao 9,0:1,75:0,5. Resultou em cinco
fracdes, reunindo-se as de nimero 2 e 3 o que resultou em 800 mg. Uma segunda
cromatografia foi realizada com a fragdo reunida, utilizando o mesmo sistema eluente na
proporcdo 9,1:1,50:0,2 e obtendo-se cinco fragdes idénticas por CCD, ndo apresentando
nenhuma separacdo dos componentes. A segunda porcdo de EMP (1,5 g) foi cromatografada
em condicoes de fluxo e volumes similares as utilizadas anteriormente, resultando novamente
em cinco fracdes, reunindo-se as de ndmero 2 e 3 (1,24g); esta fracdo reunida foi
cromatografada novamente com sistema eluente na propor¢dao 9,2:1,25:0,3, obtendo-se sete
fracdes, cuja fracdo principal apresentou uma massa de 512 mg. Esta fracdo foi
cromatografada com eluente na propor¢ao 9,0:0,8:0,2, obtendo-se de novo sete fracoes,

reunindo-se as de nimero 4 e 5 (125 mg); foi repetida a purificagdo da ultima fragdo com
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sistema eluente na propor¢do 9,0:1,75:0,5, obtendo-se um composto isolado, que foi

codificado como Bu-25 (37,1 mg), conforme mostrado no esquema da Figura 21.

Figura 20 — Materiais utilizados
na cromatografia a vicuo
(Foto de V.C.G. Jasinski, 2007).

Material vegetal moido e seco (1Kg)

Sohxlet CHCl;

Extrato CHCl,

Material restante

Material restante

Extrato MeOH bruto
1474 g

)im;let AcOEt
Extrato AcOEt

)Sihxlet MeOH
Resto

Aliquota do Extrato
MeOH bruto (20 g)

Suspensiao em H,O
Filtracao

Fase aquosa

PPT

organica

Extracdo lig.-liq. com Ac()ﬁ\
Resto fase Fase organica

EMP
3,13 ¢

Rotaevaporagdo a vacuo

Bu-25

37,1 mg

Figura 21 — Fluxograma do isolamento do composto Bu-25
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4.6.2.1 Analises da substancia Bu-25

As andlises de cromatografia em camada delgada foram realizadas em cromatofolhas
de silica gel HF-254. Uma aliquota de 10 pl. do Bu-25 foi aplicada na placa, o tempo de
desenvolvimento dos cromatogramas foi de aproximadamente 30 min., utilizando o sistema
acetato de etila: metanol: dgua (9,0: 0,8: 0,2 v/v/v), como fase mével e reveladas para fendis
com solu¢do 5% de FeCls; em metanol ou com H,SO4/MeOH (1:1) logo apds, aquecimento em
chapa. Mostrou um componente polar com uma tnica mancha marrom clara com Rf = 0,33,
que também foi analisado em comparacao com padrdes de dcido caféico, acido ferdlico, dcido
p-cumadrico e dcido cinamico.

A amostra Bu-25 seguiu para andlise de RMN 'H (300 MHz) e "°C (75 MHz)

utilizando CDs;OD como solvente, os resultados sdo mostrados na Tabela 6, item 5.3.2.1.

4.6.3 Fracionamento do extrato metanélico em pH basico

O restante do extrato metandlico (127,4 g) foi dissolvido em 450 mL de dgua destilada
em aquecimento brando por 1 hora e com resfriamento durante a noite. A solu¢dao aquosa foi
centrifugada por 10 min. O precipitado formado foi separado, dissolvido em metanol,
concentrado e guardado (PPT1, com 14,65 g). A solugdo aquosa teve seu volume dobrado e
foi resfriada por 72 horas, ocorreu nova centrifugacdo e o precipitado formado foi separado,
dissolvido em metanol, concentrado e guardado (PPT2, com 4,5 g). A solu¢do aquosa foi
dividida em duas partes de aproximadamente 450 ml cada (Sol. 1 e Sol. 2). A solucado 1 foi
extraida com AcOEt por vérias vezes (7 x 200mL) e concentrando-se a vacuo. A solucdo 2 foi
deixada na geladeira por 24 horas, decantando-se o precipitado que foi desprezado, a solugdo
foi extraida com AcOEt (7 x 200 mL), que apresentou pH entre 4 — 5, foi basificada até pH
8,0 com 7 gotas de NaOH a 4N, utilizando fitas reativas Merck® para a medida do pH. Os
extratos foram reunidos conforme o seu perfil em CCD e concentrados. Obtivemos um extrato
principal com 2,62 g (Fragdao A). A fase aquosa restante foi reservada para os proximos

extratos em pH 3,0 (item 4.6.4).

4.6.3.1 Cromatografia em coluna do extrato obtido em pH basico

A pastilha foi preparada com silica gel 60 (230 - 400 mesh) e o extrato acetato (Fracao
A) em pH 8,0 (2,62 g), consistindo de 3 partes de silica gel para cada parte de amostra. A
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Fracdo A foi dissolvida em metanol adicionando-se silica gel com constante homogeneizagao
e evaporacao lenta sobre placa de aquecimento a 60°C, na capela.

No empacotamento da coluna de vidro (52 cm x 4,5 cm) foi usada silica gel na
propor¢ao de 25 partes em relacdo a quantidade da pastilha, suspensa em 400 ml de
cloroférmio. Apds o preparo da coluna, foi colocada a pastilha na parte superior (Figura 22).
O sistema eluente utilizado consistiu inicialmente de 100% cloroférmio, tendo metanol como
gradiente de polaridade, com variagao de 1% em 1%, até 7% de metanol. Foram obtidas 132
fracdes de 100 mL cada, que foram reunidas conforme perfil em CCD (Figuras 23 e 24).

As fracOes obtidas foram analisadas por CCD em placas de silica gel HF 254 Merck®
como fase estaciondria e diversos eluentes constituidos por CHCI;:MeOH ou
AcOEt:MeOH:H,0, em vérias propor¢des. As placas foram visualizadas sob luz ultravioleta
(UV), em ondas curtas (254 nm) e longas (360 nm). Os reveladores utilizados foram solucao
alcodlica de cloreto férrico (FeCls) a 5% para compostos fendlicos cujas manchas
apresentaram-se coradas de marrom e solucdo metandlica de &4cido sulftrico (1:1) com
aquecimento a 100°C para substancias organicas em geral.

As subfracdes que apresentaram perfil cromatografico semelhante na CCD foram
reunidas. A partir da fracdo 86 isolou-se uma substincia cristalina (Bu-86, 14 mg); no grupo
de fragdes 71-73 cristalizou-se uma substancia (Bu-71, 38,2 mg), e do grupo de fragdes 90-94
foi isolado o composto Bu-90 (8mg), todos eluidos da coluna na propor¢do de 9:1 (v/v) de

CHCI5:MeOH (Figura 24, pagina 50).

Figura 22 — Inicio da cromatografia em coluna Figura 23 — Elui¢do da coluna cromatografica
(Foto de V.C.G. Jasinski, 2008) (Foto de V.C.G. Jasinski, 2008)

4.6.3.1.1 Analises das substancias Bu-71, Bu-86 ¢ Bu-90

As andlises em CCD foram realizadas em cromatofolhas de silica gel HF-254.

Aliquotas de 10 pL de cada amostra foram aplicadas nas placas, usando-se o sistema
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CHCI5:MeOH (9,0:1,0 v/v) como fase movel e reveladas com solucdo 5% de FeCl; em
metanol ou com H,SO4+/MeOH (1:1) seguida de aquecimento em chapa.
As andlises por cromatografia em camada delgada mostraram manchas amareladas de

cada composto polar isolado: o composto Bu-71 apresentou Rf = 0,64, para Bu-86 o Rf = 0,43
e Bu-90 o Rf = 0,33, foram analisados em comparacao com quercetina padrdo que apresentou
o mesmo Rf de Bu-90.Foram obtidos os espectros de UV em MeOH, repetindo-se as medidas
apos a adicdo de reagentes para diagndstico de deslocamento (AcONa, H;BO3, AICls, HCI):
UV-VIS de Bu-71: Aps. (MeOH): 268, 296 sh e 336 nm;

Amax. MeOH + NaOAc): 275, 336 nm

Amax- (MeOH + NaOAc + H3BOs3): 275, 336 nm

Amax- (MeOH + AICls): 268, 371 nm

Amax- (MeOH + AICl; + HCI): 268, 371 nm
UV-VIS de Bu-86: Ansx. MeOH): 253, 267, 291 sh, 346 nm;

Amax. MeOH + NaOAc): 258, 346 nm

Amax- (MeOH + NaOAc + H3BOs3): 258, 362 nm

Amax- (MeOH + AICl3): 253, 381 nm

Amax- (MeOH + AICI; + HCI): 253, 364 nm
UV-VIS de Bu-90: Aps. (MeOH): 254, 267 sh, 301 sh, 357 nm;

Amax. MeOH + NaOAc): 259, 357 nm

Amax- (MeOH + NaOAc + H3BO3): 259, 379 nm

Amax- (MeOH + AICl3): 266, 397 nm

Amax- (MeOH + AICI; + HCI): 266, 387 nm

Os espectros de RMN 'H e ¥C foram obtidos em CD;0OD (Bu-71), CDCl; (Bu-86) e

DMSO-45 (Bu-90) e sdo apresentados nos itens: 5.3.3.1 na Tabela 7 para Bu-71, 5.3.3.2 na

Tabela 8 e 5.3.3.3 na Tabela 9, respectivamente.

4.6.4 Cromatografias em coluna do extrato obtido em pH acido

A fase aquosa restante apds a ultima extracdo em pH 8,0 (item 4.6.3.1) foi rebaixada a
pH 3,0 com gotas de HCI concentrado e extraindo-se com AcOEt sucessivas vezes (10 x 200
mL). O extrato acetato (Fracdao B - 5,10 g) foi fracionado por cromatografia em coluna de
silica gel 60 (230 — 400 mesh) utilizando como fase mével o sistema AcOEt:MeOH:H,O
(8:2:0,5, v/v/v). Dessa coluna principal foram recolhidas 38 fragdes de 20 mL, reunindo-se as

cinco principais e resultando em 3,42 g. Esta fragdo reunida foi fracionada novamente em
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coluna de silica gel 60 e empacotada com AcOEt:MeOH (8:2, v/v) e eluida num sistema
AcOEt:MeOH:H,O (8:2:0,5, v/v/v). Desta forma foram obtidas 70 fracdes, que foram
reunidas conforme perfil cromatografico semelhante na CCD. A frag¢do 41-50 apresentou uma

substancia principal codificada de Bu-41 (25 mg), conforme esquema da Figura 24.

Extrato Metandlico
Bruto (1274 g)

Dissolucao em dgua quente
Filtracdo
I |
PPT1 Solucao
1465 aquosa 1 Volume foi dobrado em dgua
Filtragao
I |
PPT2, 45¢ Solucdo
aquosa 2
Decantacao apods 24hs/5°C
1
PPT3, desprezado Solugéo aquosa

pH 8,0
(A) 2,62g Extra¢do com
acetato de etila
Cromatografia
em coluna
Solucdo aquosa, pH 3,0
(B)5,10 g
Bu-71 Bu-86 Bu-90 Extragdo com
38,2 mg 14 mg 8 mg acetato de etila
Bu-41  x
25 mg Cromatografia
em coluna

Figura 24 — Fluxograma de fracionamento do extrato metanélico
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4.6.4.1 Analises da substiancia Bu-41

As andlises por CCD foram realizadas em cromatofolhas de silica gel HF-254.
Aliquotas de 10 puLL do Bu-41 foram aplicadas nas placas, tempo de desenvolvimento de 30
min. Utilizando acetato de etila/metanol/agua (9,0:1,0:0,5 v/v/v) como fase mdvel, revelando-
se com solu¢do 5% de FeCls em metanol ou borrifando-se com H,SO4/MeOH (1:1) seguido
de aquecimento em chapa.

As andlises mostraram um componente polar em uma tinica mancha marrom clara com
Rf = 0,30, que foi analisado em comparacdo com padrdes de 4cido acido caféico, acido
ferulico, acido p-cumdrico e dcido cindmico. A amostra Bu-41 seguiu para analise de RMN

'H e "*C em CD;0D e os valores sdo apresentados na Tabela 10 da pagina 72.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacao botanica de Baccharis uncinella

As plantas de B. uncinella utilizadas neste trabalho foram observadas e coletadas em
2007. A primeira coleta ocorreu em populacdes de plantas com porte herbiceo e com
abundante floracdo em junho a julho, sendo codificada como Bu2 (Figura 25). A segunda
colheita realizou-se em populacdo de plantas com aspecto arbustivo e floracdo de outubro a
novembro e recebeu o cédigo Bul (Figura 26).

Diante dos diferentes aspectos fenoldgicos e hédbitos observados entre populacdes de
Bul e Bu2, propusemos a existéncia de uma variedade (Bu2) com floracdo em época distinta
e porte diferente. Estes aspectos diferem das plantas comumente encontradas em todo sul do
Brasil (Bul).

No entanto, as amostras foram analisadas por dois especialistas botanicos distintos, o0s
quais emitiram parecer de que ambas as populagdes Bul e Bu2 sdo idénticas entre si, com

base na morfologia das flores.
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Figura 25 — B. uncinella de porte herbaceo (Bu2), Foto de D.S.Nunes, 2007

Figura 26 — B. uncinella arbustiva (Bul), Foto de D.S.Nunes, 2007
5.2 Analise dos 6leos essenciais de Baccharis uncinella DC

Foi tomado o cuidado de separar muito bem as folhas, isolando-as das flores e galhos
finos, para utilizar apenas folhas de espécimes masculinos e femininos separados, para
extracdo dos dleos essenciais. Os resultados apresentados neste trabalho sdo os primeiros a
serem publicados comparando as composi¢oes de voldteis extraidos de espécimes masculinos
e femininos de B. uncinella.

As coletas de materiais vegetais das duas populagdes de plantas foram feitas

procurando dar toda aten¢@o aos fatores que provavelmente sdo responsdveis por diferencas
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acentuadas nas composi¢des dos Oleos essenciais em geral. Estes fatores, no caso de espécies
de Baccharis, sao principalmente referentes ao local de coleta, como por exemplo, as
influéncias devidas a diferentes solos, e ao hordrio de coleta, especialmente devidas a
diferentes intensidades de luz.

As andlises dos Oleos essenciais de folhas secas de B. uncinella foram realizadas por
técnicas de Cromatografia Gasosa utilizando-se detectores de massa e de ioniza¢do de chama,
cujos resultados sdao apresentados na Tabela 5.

Os rendimentos de trés das quatro amostras foram acima de 0,3%, sendo observado
que na amostra de Bu2 masculina apresentou um rendimento de apenas 0,15%, para o que ndo
encontramos uma explicacdo razodvel, mas os rendimentos dos oOleos essenciais de B.
uncinella encontrados na literatura estdo entre 0,20 — 0,34% (FRIZZO, 2001; AGOSTINI,
2005; FRIZZO0, 2008).

A andlise das quatro amostras de 6leo essencial obtidas resultou na identificagdo de 43
compostos, que correspondem de 94,17% a 99,25% do contetido total dos Oleos, tendo a
grande maioria dos compostos ja sido identificados em 6leos de B. uncinella. Os componentes
encontrados em maiores proporcdes nas amostras aparecem em negrito na Tabela 5.

As composi¢des dos Oleos essenciais obtidos de espécimes masculino e feminino se
mostram semelhantes entre si € muito semelhantes aos resultados obtidos anteriormente por
Ascari e colaboradores (2009). Os monoterpenos aparecem em baixas propor¢des nas quatro
amostras coletadas, perfazendo apenas 1,24% da composicdo do 6leo de Bul &, 2,1% em Bu2
Q, 3,37% em Bul Q e 4,64% em Bu2 &, com a-terpineol como tinico monoterpeno presente
nas quatro amostras (Tabela 5).

Os sesquiterpenos hidrocarbonetos variaram entre 18,91% a 22,9% , destacando-se a
presenca de B-cariofileno para Bul (& 10,03 - @ 7,64%) e Bu2 (& 6,06 - Q 7,96%). Os
sesquiterpenos oxigenados constituem as fragdes majoritarias dos dleos essenciais de ambas
as populagoes Bul (& 76,27 - Q 73,45%) e Bu2 (& 66,99 - Q 73,16%), apresentando
espatulenol [Bul (& 28,99 - @ 29,68%)], [Bu2 (& 24,30 - @ 16,94%)] e cariofileno 6xido
[Bul (& 12,98 - @ 14,24%)], [Bu2 (& 9,75 - Q 23,52%)] como principais componentes,
sendo ainda identificados outros dois em porcentagens menores: carotol [Bul (2 2,91 - @
2,63%)], [Bu2 (3 4,94 - Q@ 5,68%)] e a-cadinol [Bul (& 4,12 - 9 2,63%)], [Bu2 (3 5,87 - @
6,82%)].
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Tabela 5 — Resultados das analises por CG-EM dos 6leos essenciais de espécimes masculinos (&) e femininos
(Q) de duas populagdes de Baccharis uncinella DC. (Bul e Bu2).

Componentes Bul & Bul @ Bu2 & Bu2 @ IK
0,33% 0,30% 0,15% 0,34%
limoneno t 1,00 - - 1032
linalool - - 0,65 0,40 1098
trans-pinocarveol - - 1,40 0,40 1137
terpinen-4-ol 0,60 1,55 0,36 t 1178
a-terpineol 0,64 0,82 2,23 1,30 1194
ciclosativeno - 0,70 0,58 0,44 1369
a-copaeno - 0,56 0,42 - 1376
B-maalieno - - 1,34 0,75 1380
B-elemeno 0,67 0,42 - - 1390
a-gurjuneno - 0,53 - - 1413
p-cariofileno 10,03 7,64 6,06 7,96 1418
o-humuleno 1,76 1,25 3,75 2,72 1456
y-muuroleno 0,61 - 0,95 0,32 1477
germacreno D 2,03 1,26 2,16 1,23 1482
viridifloreno 1,59 1,88 1,30 0,77 1483
o-selineno 1,22 0,87 1,52 0,54 1488
o-muuroleno 0,60 - 0,50 0,19 1493
v-cadineno - 4,61 0,65 0,39 1507
o-cadineno 1,54 0,92 1,96 1,11 1512
o-cadineno 1,09 0,90 1,03 1,57 1541
o-calacoreno 0,60 0,57 0,68 0,92 1547
(E)-nerolidol 3,10 6,49 0,46 0,58 1566
espatulenol 28,99 29,68 24,30 16,94 1576
ledeno 6xido (II) 2,19 - 1,92 0,37 1577
cariofileno 6xido 12,98 14,24 9,75 23,52 1584
viridiflorol 4,06 3,20 2,08 0,54 1590
eudesmol 1,45 0,88 0,71 0,70 1596
carotol 2,91 2,63 4,94 5,68 1599
-oplopenone 1,25 0,94 1,85 1,52 1609
1,10-di-epi-cubenol 1,03 1,46 1,01 0,93 1621
1-epi-cubenol 1,94 1,65 1,83 1,52 1625
ndo identificado 1,00 0,82 0,87 1,43 1628
y-eudesnol 2,31 1,84 2,77 2,50 1633
o-muurolol 0,91 0,80 0,98 1,01 1641
a-cadinol 4,12 2,63 5,87 6,82 1653
ndo identificado 0,93 0,72 0,73 0,46 1655
o-eudesmol 1,40 1,14 2,54 4,13 1665
ndo identificado 0,72 0,98 - - 1667
ndo identificado 1,61 0,82 1,57 1,64 1677
acorenone 1,44 1,11 1,26 1,67 1685
Z,Z-farnesol 0,72 0,78 0,64 0,66 1712
E,E-farnesol 1,21 0,64 0,91 0,54 1722
Hidrocarbonetos monoterpénicos t 1,00% - -
Monoterpenos oxigenados 1,24% 2,37% 4,64% 2,1%
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 21,74% 22,11% 22.9% 18,91%
Sesquiterpenos oxigenados 76,27% 73,45% 66,99% 73,16%
Total 99,25% 98,93% 94,53% 94,17%

Os 6leos essenciais de folhas de B. uncinella coletadas no Rio Grande do Sul, no
sudoeste do Parand e em Campos do Jorddo apresentaram em geral, elevada variagdo nas

propor¢des de monoterpenos em comparacdo com os 6leos dos Campos Gerais, para os quais
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foram sempre observadas baixas propor¢cdes de monoterpenos. Considerando-se 0s compostos
minoritdarios das quatro amostras da nossa regido, observam-se diferencas que podem estar
relacionadas a fatores ambientais como o tipo de solo e a causas gerais como o estdgio de
desenvolvimento da planta ou condi¢des ambientais (item 2.6). Para melhor compreender
estas pequenas variacOes dos metabdlitos secunddrios seria necessdria a realizacdo de
trabalhos com elevado ndmero de anélises, de modo a obterem-se dados estatisticamente
significantes para cada regido estudada.

Os resultados aqui apresentados confirmam as identificacdes botanicas — baseadas na
morfologia das flores, sendo mais uma indicacio de que os sistemas metabdlicos dos
espécimes coletados das populacdes Bul e Bu2 sao muito semelhantes, pelo menos no que

diz respeito aos terpenos volateis.

5.3 Constituintes fenolicos de B. uncinella

Durante o desenvolvimento deste trabalho foram feitas diversas abordagens de
purificacdo e fracionamento, estudando-se o comportamento dos compostos presentes nos
varios extratos e observando as diferencas entre vdrias rotas de isolamento de substincias
fendlicas.

Um dos métodos considerados foi o aproveitamento das fases aquosas restantes apos
as hidrodestilagdes, extraindo-as inicialmente com cloroférmio para eliminar possiveis tragos
de compostos sesquiterpenos e resinas terpénicas, e em seguida com acetato de etila. Como
resultado, foram obtidos extratos contendo principalmente compostos fendlicos polares,
especialmente dcidos clorogénicos, e baixas propor¢des de flavondides e de terpenos. Estes
extratos nao chegaram a ser fracionados, mas o método de purificacdo foi acompanhado por
andlises de CCD e RMN de 'H e "°C (item 5.3.1).

Em outra rota para os compostos fendlicos, as folhas foram extraidas exaustivamente
em Sohxlet com CHCls, AcOEt e MeOH em sequéncia. O extrato metandlico foi suspenso em
agua, eliminando-se os precipitados formados e extraindo-se com AcOEt. O extrato obtido
mostrou conter compostos fendlicos variados, principalmente os cafeoilderivados do dcido
quinico acompanhados por flavondides em menor propor¢do. O extrato foi submetido a
experimentos de fracionamento por cromatografias a vacuo (item 5.3.2).

Ainda, considerando que os &cidos clorogénicos apresentam o grupamento COOH
livre, que facilmente reage com solugdes levemente alcalinas, foi tentada uma melhoria na

rota para os compostos fendlicos pela obtencido de extratos AcOEt em pH bésico e 4cido.
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Assim, o extrato obtido em pH 8,0 continha principalmente flavondides, enquanto que o

extrato obtido em pH 3,0 continha os cafeoilderivados do dcido quinico (item 5.3.3 ¢ 5.3.4).
5.3.1 Extratos contendo compostos fendlicos polares

As solucgdes aquosas restantes da hidrodestilacdo das folhas de B. uncinella (Bul e
Bu2, para ambas as colheitas) dos espécimes masculinos e femininos, foram extraidas
inicialmente com CHCls. Estes extratos apresentaram aspecto resinoso e de cor marrom-
alaranjado e as andlises por CCD revelaram que ndo continham substincias fendlicas. As
fases aquosas foram extraidas em seguida com AcOEt, formando-se extratos destituidos de
corantes, que se apresentaram com aspecto de uma espuma seca esbranqui¢ada apds a
evaporagao a vacuo.

As andlises por CCD mostraram que todos os quatro extratos AcOEt continham cinco
compostos fendlicos: dois compostos polares como principais constituintes € outros trés
menos polares em menores propor¢des. Além disto, a revelacdo das placas analiticas com
H,S04:MeOH seguida de aquecimento sobre chapa indicou que os extratos continham baixas
proporcoes de terpenos. J4 com as simples andlises por CCD ficou comprovada a grande
semelhanga entre os quatro extratos, indicando mais uma vez que as populacdes de plantas
Bul e Bu2 sdo formadas por uma s6 espécie vegetal.

As Figuras 27 e 28 apresentam os espectros de RMN de "°C dos extratos obtidos com
acetato de etila a partir de folhas de espécimes masculinos de Bul e de espécimes femininos
de Bu2. Os espectros foram obtidos com tempo curto de acumulacdo, aparecendo
praticamente s6 os sinais devidos aos carbonos dos dois principais compostos fendlicos
observados antes por CCD. Duas carbonilas de grupamentos 4cido carboxilico sdo vistas em
177,3 e 176,8 ppm, correspondentes a duas unidades de dcido quinico.

Os sinais devidos a carbonos sp” sdo observados acima de 110 ppm, sendo facilmente
atribuidos a unidades do grupo cafeoila. Os 18 sinais de carbonos entre 114,7 e 168,9 ppm
podem ser atribuidos a dois grupos cafeoila, mas ndo seria possivel assegurar quantos destes
grupos estdo presentes nos principais compostos da amostra, considerando estes picos. Ja os
sinais que aparecem nas faixas de 35 a 40 ppm e de 68 a 76 ppm, podem ser atribuidos a
carbonos sp3 de esqueletos carbdnicos de por¢des de dcido quinico ligados a grupos cafeoila
(BASNET et al., 1996; CHOI et al., 2004; TATEFUGI et al., 1996).

Uma andlise dos sinais de carbonos sp> referidos acima, mostrou que eles sio em

nimero de doze, indicando tratar-se de duas unidades de dcido quinico, sendo registrados em
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76,06 ppm, 75,75 ppm, 74,71 ppm, 72,56 ppm, 72,11 ppm, 70,64 ppm, 69,35 ppm, 68,99
ppm, 39,36 ppm 38,41, 36,01 ppm e 30,77 ppm. Estes dados estdo a indicar que os dois
principais compostos fenélicos da amostra (CCD) sao dois cafeoil derivados do dcido quinico

como mostra nas Figuras 29 e 30.
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Figura 29 — Acido 3,4-O-[E]-dicafeoilquinico, espectro de °C nas Fig. 27 e 28.
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Figura 30 — Acido 3,5-O-[E]-dicafeoilquinico, espectro de °C nas Fig. 27 e 28.

Foi feita entdo uma andlise comparativa com dados publicados de RMN de "°C dos
chamados écidos clorogénicos (BASNET et al., 1996; CHOI; CHOI; LEE, 2004; TATEFUGI
et al., 1996); conforme Tabela 6 no item 5.3.2.1 e Tabela 10 no item 5.3.4.1), que indicou
mais conclusivamente, que os dois principais compostos fendlicos dos extratos AcOEt sao
misturas dos 4cidos 3,4-O-dicafeoilquinico (Figura 29) e 3,5-O-dicafeoilquinico (Figura 30).

Foram também obtidos os espectros de RMN de 'H de todos os extratos AcOEt de
Bul & e Bu2 @, os quais mostraram-se muito semelhantes entre si. Para ilustrar, ¢ mostrado
na Figura 31 o espectro de RMN 'H de um dos extratos AcOEt correlacionado com a
estrutura dos dois cafeoil derivados do 4cido quinico mostrados nas Figuras 32 e 33. Uma
propor¢do relativamente baixa de terpendides presentes na mistura aparece principalmente
entre 6 0,7 a 1,7 na forma de multipletos muito complexos. Entre 6 6,1 a 6 7,7 estdo todos os
sinais devidos a hidrogénios ligados a carbonos sp®, que pertencem a grupos cafeoila, e os
sinais entre 02,1 - 2,5, 63,5 - 4,5 e multipletos em 64,40 e 65,70, pertencem aos hidrogénios
ligados a carbonos sp3 de porcdes de dcido quinico (BASNET et al., 1996; CHOI et al., 2004;
TATEFUGI et al., 1996).
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Figura 31 — Espectro de RMN "H do extrato AcOEt Bul & (CD;0D/300 MHz).
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5.3.2 Extrato contendo compostos fenélicos de varias polaridades

O uso da seqiiéncia de solventes de polaridades crescentes cloroférmio, acetato de
etila e metanol na extracdo direta a partir de folhas tem por objetivo obter extratos contendo
grupos de substancias de polaridades crescentes, embora ndo se possa ter certeza de que isto
ocorrerd nas condicdes empregadas. Nao hd como prever, devendo-se realizar experimentos
de extracdo e andlise para poder estabelecer o método adequado de extracdo e purificagdo,
visando o isolamento.

No caso das folhas de B. uncinella, o extrato cloroférmico apresenta bom rendimento
(15,78%) e retém uma alta proporcdo de corantes e resinas, além de terpendides de baixa e
média polaridade.

O acetato de etila, pela sua capacidade de aceitar liga¢cdes de hidrogénio, é um 6timo
solvente para substancias fendlicas e poderia permitir a obtengdo de extratos com altos
rendimentos, contendo compostos de polaridade média a alta.

Neste estudo das folhas de B. uncinella, apenas baixas propor¢des de substancias
fendlicas foram encontradas nos extratos feitos com acetato de etila, logo apds o extrato
cloroférmico na seqiiéncia de solventes. Ja o extrato metandlico, o mais polar da seqiiéncia,
apresentou a maior parte das substancias fendlicas, mas acompanhadas por altas propor¢cdes

de agucares livres e outras substancias polares ndo aromadticas que nao foram identificadas.
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As anélises por CCD indicaram que o referido extrato metandlico deveria passar por
algum processo de purificacdo antes de ser fracionado para o isolamento de compostos
fendlicos polares. A elimina¢do dos precipitados formados na solu¢do aquosa do extrato
metanodlico permitiu diminuir a quantidade de resinas terpénicas, mas o extrato obtido com
acetato de etila por extragdes liquido-liquido continha grupos de compostos fendlicos dotados
de polaridades bastante diferentes (flavondides e dcidos clorogénicos).

Mesmo assim, foram feitas vdrias tentativas de isolamento a partir da fracao fendlica,
utilizando a cromatografia a vacuo, que € um método de baixo custo, que gasta quantidades
reduzidas de silica gel e de solventes, e assim também expde o operador a um risco menor de
acidentes, do que os métodos cromatograficos tradicionais. Nos primeiros fracionamentos, foi
possivel perceber a eliminagao dos flavondides pela diminui¢ao da coloragdo das fragcdes, até

a obtencdo de uma pequena fra¢do contendo a substancia Bu-25.

5.3.2.1 Identificacao de Bu-25

A substancia Bu-25 apresentou coloragdo marrom quando os cromatogramas foram
revelados com solucdo H,SO4/Metanol (1:1) seguido de aquecimento em chapa.

O espectro de RMN de 'H (Figura 34) apresentou duas unidades cafeoila como
mostraram os sinais para hidrogénios olefinicos em relagdo de acoplamento trans em oy 6,27
e 7,57 (d, J=16,0 Hz, H-2’ e H-3*) e em 65 6,35 ¢ 7,61 (d, J=16,0 Hz, H-2” e H-3"). Os sinais
de prétons aromaticos sdo vistos como dupletos em oy 6,77 e 6,80 (J=8,5 Hz, H-8" ¢ H-8”) e
em 0y 6,97 e 6,95 (J=8,0 Hz, H-9’ e H-9”) e singletos largos em 6y 7,07 ¢ 7,07 (H-5" e H-57).
Além destes sinais foram observados a presenga de trés hidrogénios metinicos em oy 5,42 (m,
H-3 e H-5), oy 3,98 (dd, J=7,5 e 3,0 Hz, H-4) e de sinais compreendidos na faixa de oy 2,16-
2,33 ppm, caracteristicos de hidrogénios metilénicos (Figura 35).

A confirmacgdo dos grupos cafeoila e do esqueleto do dcido quinico foi feito com base
nos espectros de RMN de Be (Figura 36), especialmente, pelos sinais para dois grupos
carbonilas das unidades cafeoila em ¢ 168,9 e 168,4, do grupo carboxila em d¢ 177,5, de dois
carbonos metilénicos em o¢ 37,8 (C-2) e d¢ 36,1 (C-6); de um carbono quaternario em ¢ 74,8
(C-1) e trés carbonos metinicos em d¢ 70,7 (C-3), ¢ 72,6 (C-4) e d¢ 72,1 (C-5). As posicdes
dos grupos cafeoila foram determinadas com base nos valores de deslocamentos quimicos
para H-3, H-4 e H-5 e comparacao desses com o possivel isdmero 3,5-dicafeoilquinico com
dados publicados como mostra na Figura 37 (CHEMINAT et al., 1988; TATEFUGI et al.,
1996; BASNET et al., 1996; PAULI;, POETSCH; NAHSTEDT, 1998; LIN; KUO; CHOU,
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1999; KWON et al., 2000; CHOI er al, 2004; SIMOES-PIRES et al., 2005) e estao descritos

na Tabela 6.
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Figura 35 — Acido 3,5-O-[E]-dicafeoilquinico, espectro de 'H na Fig. 34.
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Figura 36 — Espectro de RMN "°C do composto Bu-25 (CD;0D/75 MHz).



Figura 37 — Acido 3,5-O-[E]-dicafeoilquinico, espectro de °C na Fig. 36.
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Tabela 6 — Dados de RMN de 'H e °C para o composto Bu-25 (CD;0D) comparados com os da literatura para
o0 4cido 3,5-O-[E]-dicafeoilquinico (BASNET et al., 1996; CHOI et al., 2004).

RMN 'H (ppm) RMN “C (ppm)
Posiciao BASNET etal., CHOI et al., 2004 Bu-25 BASNET et CHOI Bu-25
1996 al., 1996 etal.,
2004
1 - - - 76,33 s 75,6 74,8
2 2,18 m H,.2,11 brd, 2,24 m 40,18 t 37,0 37,8
12,5Hz
H. 1,87 m
3 5,47td,90e 5,39 brdd 6,5 5,42 m 72,78 d 73,7 70,7
7,0Hz 3,5Hz
4 3,94 dd ,9,0e 3,41dd,99¢ 3,98 dd, 7,50 e 73,02d 71,8 72,1
3,5Hz 2,8Hz 3,0Hz
5 5,41 dt, 4,5¢ 5,49dd,99e 5,42 m 74,33 d 72,2 72,6
3,5Hz 4,5Hz
6 H,, 2,30dd , 1,90 m H,, 2,33 dd, 37,66 t 40,3 36,1
15,0 e 4,0Hz; 13,5 e 4,0Hz;
H...2,12dd, 15,0 Heq. 2,16 m
e 5,5Hz
1’ - - - 169,47 s 167,1 168.,4
2’ 6,28 d, 16,0Hz 6,24d, 15,5Hz 6,27 d, 16,0Hz 116,10d 1172 115,3
3 7,58 d, 16,0Hz 7,47d,15,5Hz 7,574d, 147,83 d 145,7 147,0
16,0Hz
4 - - - 128,58 s 126,7 127,8
5 7,08d, 1,8Hz 7,06 s 7,07 br s 115,92 d 115,9 115,1
6’ - - - 147,46 s 146,9 147,2
7 - - - 150,26 s 149,6 149,5
8’ 6,77d, 8,0Hz 6,76 d , 8,0Hz 6,77d, 8,5Hz 117,23 d 116,4 116,5
9o 6,96 brd, 8,0Hz 6,96d, 8,0Hz 6,97d, 8,0Hz 123,75d 122,5 123,0
1” - - - 169,93 s 167,3 168.,9
27 6,38d, 16,0Hz 6,22d, 15,5Hz 6,35d, 116,59 d 116,9 115,6
16,0Hz
3” 7,61d, 16,0Hz 7,46d, 15,5Hz 7.61d, 147,68 d 145,5 146,7
16,0Hz
4” - - - 128,76 s 126,6 127,9
5” 7,06 d, 1,8Hz 7,05 s 7,07 br s 115,92 d 115,6 115,1
6” - - - 147,46 s 146,8 147,2
7’ - - - 150,13 s 149.4 149,5
8” 6,78 d, 8,0Hz 6,76 d , 8,0Hz 6,80d, 8,5Hz 117,23 d 116,2 116,5
9” 6,95brd, 8,0Hz 6,96d, 8,0Hz 6,95d, 8,0Hz 123,75d 122,1 123,0
COOH - - - 180,37 s 178,8 177,59
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De acordo com as andlises espectroscopicas apresentadas, por comparagdo com dados
da literatura, o composto Bu-25 foi identificado como &4cido 3,5-O-[E]-dicafeoilquinico

(Figura 38).

Figura 38 — Estrutura de Bu-25 (4cido 3,5-O-[E]-dicafeoilquinico)

5.3.3 Extrato obtido com acetato de etila em meio basico

A formacdo dos ions carboxilato na solucdo aquosa em pH 8 impediu a extragdo das
substancias dcidas pelo solvente acetato de etila, levando a uma fase orginica apenas dos
flavondides. Esse extrato foi submetido a uma coluna cromatogrifica sob condicdes ja
descritas no item 4.6.3.1 da pagina 48, que permitiu o isolamento de trés flavondides: Bu-71,

Bu-86 e Bu-90.

5.3.3.1. Identificacio de Bu-71

O composto Bu-71 apresentou espectro UV em MeOH, tipico de uma flavona, com
absor¢des em Amsx. 268, 296sh, 336nm (Figura 39), sendo registrados também novos espectros
apos a adicao de vdrios reagentes (MARKHAM, 1982). O deslocamento batocromico (AA =7
nm) da banda II (entre 250-280 nm) observado apds adi¢do de NaOAc indica a presenga de
uma hidroxila na posicdo C-7, no anel A. A repeticio da medida apds adicao de H3;BOs3
indicou que a estrutura nao possui um sistema orto-diidroxilado, por nao haver deslocamento
batocromico da banda I (entre 310-350 nm).

O espectro varrido em presenga de AICl; mostrou deslocamento batocromico da banda
I de 35 nm em relacdo a medida feita em metanol. Isto se deve a formacdo de um complexo
entre a hidroxila da posicdo C-5 e a carbonila da posi¢do C-4, ou também a complexagao do

AICl3 com duas hidroxilas em posi¢ao orto. Com a adi¢do de HCI a cela ndo foi observada
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nenhuma alteragdo, indicando auséncia de sistema orfo-diidroxi e confirmando a existéncia de
uma hidroxila em C-5.
Assim, por estas andlises de absor¢des no ultra-violeta, a estrutura de Bu-71 € a de

uma flavona com grupos hidroxila em C-5, C-7, ndo apresentando sistema orto-diidroxi.

0.75 i

ABS | \/

0.5

0.25

\

225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0 425.0 450.0
BuA71 em MeOH nm

Figura 39 — Espectro de UV-VIS do composto Bu-71

0.0

A regido do espectro de RMN de 'H para Bu-71 (Figura 40), apresentou sinais entre
6,00 e 8,00 ppm, corresponde as absor¢des de hidrogénios dos anéis aromaticos, apresentando
dupletos em 7,85 ppm (J=8,7 Hz) e 6,93 ppm (J=8,7Hz), com integracdo para dois
hidrogénios cada um, indicando substituicdo por oxigénio na posi¢do para do anel B. As
constantes de acoplamento observadas (8,7 Hz) indicam uma relacdo orto entre esses
hidrogénios. Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios (H-2’ e H-6" em 7,85 ppm; H-3 e
H-5" em 6,93 ppm), caracteristicos de um anel aromético substituido na posi¢ao 4’.

Como previsto pelo espectro de UV, o anel A deve conter somente os hidrogénios
ligados aos carbonos C-6 e C-8, observados como dupletos em 6,20 ppm (H-6, J=2,1 Hz) e
6,45 ppm (H-8, J=2,1Hz). A pequena constante de acoplamento observada confirma que o
acoplamento entre esses hidrogénios meta, mostrando tratar-se de um flavondide 5,7-
diidroxilado. Foi observado também um singleto em 6,59 ppm que indica um hidrogénio que
nao possui acoplamento com outro hidrogénio, atribuido ao H-3 da flavona (Figura 41). Os
sinais foram comparados com os dados publicados por Harborne (1996), como mostra na
Tabela 7.

O espectro de RMN '°C (Figura 42), apresentou 13 sinais referentes aos carbonos da
flavona e foi comparado com dados publicados por Agrawal (1989). O sinal em 184,0 ppm
refere-se a carbonila o,B-insaturada (C4) e o sinal caracteristico do carbono C-3 em 103,9
ppm, indica substituicdo por um oxigénio (Tabela 7).

Para o anel B, devido a sua simetria, apenas quatro sinais, sdo observados. Isto devido
o fato dos carbonos das posicdes 3’ e 5’ (117,1 ppm) e os carbonos das posicdes 2’ e 6

(128,7 ppm) apresentarem equivaléncia em deslocamento quimico (Figura 43).
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Figura 40 — Espectro expandido de RMN de "H do composto Bu-71 (CD;0D/300 MHz).

OH O
Figura 41 — Estrutura de Bu-71 (apigenina), espectro de 'H na Fig. 40.
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Figura 42 — Espectro expandido de RMN de "°C do composto Bu-71 (CD;OD /75 MHz).

Figura 43 — Estrutura de Bu-71 (apigenina), espectro de '°C na Fig. 42.
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Pelos dados acima apresentados, confirma-se para Bu-71 a estrutura 5,7,4’-

triidroxiflavona, também conhecida como apigenina (Figura 44). Os dados de RMN 'He “C

para a molécula, comparados com dados obtidos da literatura, listados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores de deslocamentos quimicos para o composto Bu-71 comparados com a

literatura (HARBORNE, 1996; AGRAWAL et al., 1989).

RMN 'H (5) RMN “C (ppm)

Posicio  (HARBORNE, 1996) Bu-71 (AGRAWAL et al., 1989) Bu-71
2 - - 164,0 166,4
3 6,77 s 6,59 s 102,6 103,1
4 - - 181,9 184,0
5 - 155,8 159,5
6 6,27d, 1,8Hz 6,20d,2,1Hz 98,9 99,3
7 - - 162,5 166,1
8 6,47d, 1,8Hz 6,45d,2,1Hz 94,8 95,1
9 - - 160,6 162,8
10 - - 104,2 105,4
r - - 121,8 123,3
2 8,03d, 8,7Hz 7,85d, 8,7Hz 128,5 128,6
3 6,90d, 8,7Hz 6,93 d, 8,7Hz 116,0 116,0
4 - - 160,9 163,3
5 6,90d, 8,7Hz 6,93d, 8,7Hz 116,0 117,1
6’ 8,03d, 8,7Hz 7,85d, 8,7Hz 128,5 129,5

OH O

5.3.3.2 Identificacao de Bu-86

Figura 44 — Estrutura de Bu-71 (apigenina)

O composto Bu-86 apresentou espectro UV em MeOH, tipico de uma flavona, com

absor¢des em Amsx. 253, 267, 291 sh , 346 nm (Figura 45), sendo registrados também novos

espectros apds a adi¢do de vdrios reagentes (MARKHAM, 1982).

O deslocamento batocromico (AL = 5 nm) da banda II (entre A = 250-280 nm)

observado ap6ds adi¢do de NaOAc indica a presenga de uma hidroxila na posicao C-7, no anel

A. A repeticao da medida apds adicao de H3BOs indicou que a estrutura possui um sistema

orto-diidroxilado no anel B, por haver deslocamento batocrémico da banda I (entre A = 310-

350 nm).
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O espectro varrido em presenca de AICl; mostrou deslocamento batocromico da banda
I de 35 nm em relagdo a medida feita em metanol. Isto se deve a formacdo de um complexo
entre a hidroxila da posi¢ao C-5 e a carbonila da posicdo C-4 e também a complexacdo do
AICl; com duas hidroxilas em posi¢ao orto.

Com a adicdo de HCI a cela foi observada um pequeno deslocamento hipsocromico
da banda I, indicando a existéncia de sistema orto-diidroxi menos estavel e confirmando a

existéncia de uma hidroxila em C-5.

e s O 2 L N

T
b

200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0 425.0 450.0
Amostra 86 nm

Figura 45 — Espectro de UV-VIS do composto Bu-86

Por estas andlises de absor¢des no ultra-violeta, a estrutura de Bu-86 ¢ de uma flavona
com grupos hidroxila em C-5, C-7, apresentando sistema orto-diidroxi em C-3’ e C-4’.

O espectro de RMN 'H para Bu-86, realizado em CD;OD (Figura 46), apresentou
sinais compativeis com a estrutura de uma flavona. Com base nesse espectro foi possivel
sugerir que se trata da flavona luteolina (5,7,3”,4’-tetraidroxiflavona).

A regido entre 6,00 e 7,50 ppm, corresponde aos hidrogénios dos anéis arométicos,
apresentando sinais sobrepostos em 7,37 ppm (J=2,1 Hz) e 7,39 ppm (J=2,1 e 9,0 Hz), com
integracdo para um hidrogénio cada um e dupleto em 6,90 ppm (/=9,0 Hz) com integracdo
para um hidrogénio, indicando substitui¢do por oxigénios na posicao orto-diidroxi do anel B.
Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios (H-2’ em 7,37 ppm; H-6’ em 7,39 ppm e H-5’
em 6,90 ppm), caracteristicos de uma anel aromatico orto-diidroxi substiuido na posi¢do 3’ e
4’. Para o anel A foram observados singletos largos em 6,20 ppm (H-6, J=2,1 Hz) e 6,43 ppm
(H-8, J=2,1 Hz).

A pequena constante de acoplamento observada confirma o acoplamento entre esses
hidrogénios meta, mostrando tratar-se de um flavondide 5,7-diidroxilado. Observou-se
também um singleto em 6,54 ppm que indica um hidrogénio que ndo possui acoplamento com

outro hidrogénio, indicando o H-3 da flavona (Figura 47).
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O espectro de RMN Be (Figura 48) apresentou 15 sinais referentes aos carbonos da
flavona e foi comparado com os dados publicados por Agrawal e colaboradores (1989). O
sinal em 184,0 ppm refere-se a carbonila a- insaturada (C-4) e o sinal em 104,0 ppm (C-3)
indica presenca de oxigénio. Para o anel B, s@o observados sinais caracteristicos de um grupo
catecol em 147,1 ppm e 151,1 ppm. Estes sinais foram atribuidos aos carbonos C-3’ e C-4’
respectivamente (Figura 49).

Portanto, a partir dos dados acima apresentados, confirma-se para Bu-86 a estrutura
(5,7,3’,4 -tetraidroxiflavona), chamada de luteolina (Figura 50). Os dados de RMN 'He Bc

para a molécula, comparados com dados obtidos da literatura, estdo listados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Valores de deslocamentos quimicos para o composto Bu-86 comparados com a literatura
(HARBORNE, 1996; AGRAWAL et al., 1989).
RMN 'H RMN “C
Posicao

HARBORNE, 1996 Bu-86 AGRAWAL etal., 1989  Bu-86

2 - - 164,50 166,49
3 6,69 s 6,54 s 103,30 104,01
4 - - 182,20 184,0
5 - - 161,0 159,56
6 6,22d,2,0Hz 6,20s1, 2,1Hz 99,20 100,27
7 - - 164,70 166,20
8 6,47d,2,0Hz 6,43 sl,2,1Hz 94,20 95,14
9 - - 161,4 163,34
10 - - 104,20 105,45
r - - 119,30 120,44
2 7,43d,2,0Hz 7,37d,2,1Hz 113,80 114,32
3 - - 146,20 147,17
4 - - 150,10 151,13
5 6,92d,9,0Hz 6,90d, 9,0Hz 116,40 116,92
6’ 7,39dd, 2,1e 9,0Hz 122,10 123,86

7,44 dd , 2,0 e 9,0Hz
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OH O

Figura 50 — Estrutura de Bu-86 (luteolina)

5.3.3.3 Identificaciao de Bu-90

O composto Bu-90 apresentou espectro UV em MeOH, tipico de um flavonol, com
absorcao em A s, 254 € 357 nm (Figura 51), sendo registrados novos espectros com a adi¢ao
de varios reagentes (MARKHAM, 1982). O deslocamento batocromico (AA = 5 nm) da banda
IT (entre 250-280 nm) observado ap6s adi¢do de AcONa indica a presenca de uma hidroxila
na posi¢do C-7, no anel A. A repeticdo da medida apds adicio de H3;BOs; indicou que a
estrutura possui um sistema orto-diidroxilado, por haver deslocamento batocromico da banda
I (entre 350-385 nm).

O espectro obtido em presenca de AICI; mostrou deslocamento batocrdmico da banda
I de 35 nm em relacdo a medida feita em metanol. Isto se deve a formacao de um complexo
entre a hidroxila da posi¢cdo C-5 e a carbonila da posi¢do C-4, ou também a complexagdo do
AICl3 com duas hidroxilas em posicao orto. Com a adicdo de HCI a cela foi observada uma
alteracdo, indicando presenga de sistema orfo-diidroxi e confirmando a existéncia de uma
hidroxila em C-5. Assim, por estas andlises de absor¢des no ultra-violeta, a estrutura de Bu-90
€ a de uma flavondide com grupos hidroxila em C-5, C-7, C-3 e apresentando sistema orto-

diidroxi em C-3" e C-4".
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Figura 51 — Espectro de UV-VIS do composto Bu-90
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O espectro de RMN de 'H para Bu-90, realizado em DMSO-d; (Figura 52) mostrou
sinais compativeis com a estrutura de um flavonéide. Com base nesse espectro foi possivel
sugerir que se trata do flavondide quercetina (3,5,7,3’,4’-pentaidroxiflavonol).

A regido entre 6,00 e 8,00 ppm, corresponde aos hidrogénios dos anéis aromaticos,
apresentando dupletos em 7,67 ppm (J=2,1 Hz) e 6,88 ppm (J=8,6 Hz), com integracdo para
um hidrogénio cada um, indicando substituicdo por oxigénio na posicdo catecol.
Observando-se sinais de sistema AB para o anel A com dupletos em 06,42 (J=1,7 Hz, H-8) e
06,18 (J=2,0 Hz, H-6) e sinais caracteristicos de sistema ABC para o anel B com duplo
dupleto em 67,53 (J=8,8 Hz, J=2,0 Hz, H-6) e dupletos em 086,88 (J=7,6 Hz, H-5’) e em 67,67
(J=2,1 Hz, H-2"). O espectro de RMN de 'H (300 MHz), apresentou um sinal em 612,48 (s)
de OH quelada e 5 sinais na regidao de deslocamento de hidrogénios em anéis arométicos

(Figura 53).
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As atribui¢des dos deslocamentos quimicos para os hidrogénios do composto Bu-90

comparados com dados obtidos da literatura estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de acoplamento para o composto
Bu-90 comparados com a literatura (NASCIMENTO, 2006).

Posiciio RMN 'H (ppm)
(NASCIMENTO, 2006) Bu-90
6 6,17d,2,0Hz 6,18 s, 2,0Hz
8 6,39d, 1,8Hz 6,42d, 1,7Hz
2 7,66 d , 2,2Hz 7,67d,2,1Hz
5 6,86 d , 8,6Hz 6,88 d , 8,6Hz
6’ 7,52dd, 8,5 e 2,1Hz 7,53 dd , 8,8 ¢ 2,0Hz
OH 5 12,48 s 12,48 s

As andlises para RMN de "’C ndo puderam ser obtidas por causa da pequena
quantidade isolada. Esta substancia foi identificada de acordo com as andlises
espectroscOpicas apresentadas por comparagdo com dados da literatura e comparacdo por

CCD com padrao, o composto Bu-90 foi identificado como quercetina (Figura 54).

OH ©O
Figura 54 — Estrutura de Bu-90 (quercetina)

5.3.4 Extrato obtido com acetato de etila em meio acido

A acidificacdo da fase aquosa até pH 3 transforma os sais em seus respectivos dcidos
livres e, os sais de acido carboxilico vao diminuindo sensivelmente a ionicidade do meio e,
consequentemente, favorecendo a formacdo de emulsdes, as quais foram quebradas pela
adicao de solucao saturada de NaCl. Esta foi a principal dificuldade em contornar para a
obtencdo de um extrato com elevadas concentracdes dos dcidos dicafeoilquinicos. Esse
extrato foi submetido a uma coluna cromatografica sob condi¢des descritas no item 4.6.4 da
pagina 49, conseguindo-se o isolamento de substancia fortemente polar codificada como Bu-

41.
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5.3.4.1 Identificaciao de Bu-41

A substancia Bu-41 apresentou coloracdo marrom clara sobre as placas reveladas com
solu¢do H,SO4/MeOH (1:1) seguido de aquecimento sobre chapa elétrica.

O espectro de RMN de 'H (Figura 55) obtido do composto Bu-41, apresentou duas
unidades cefeoila como indica os sinais para hidrogénios olefinicos em relacio de
acoplamento trans em oy 7,47 e 6,15 (d, J=15,5 Hz, H-3’ e H-2’) e em 0y 7,57 € 6,27 (d, J=
16,0 Hz , H-3” e m, H-2”), de dupletos em oy 6,71 e 6,77 (J=9,0 Hz, H-8" ¢ H-8”) e em dy
6,86 e 6,88 (J= 3,0 Hz, H-9’ e H-9”), e singleto largo em 6y 6,95 € 6,99 (H-5" e H-5"). Além
destes sinais foram observados a presenca de trés hidrogénios metinicos em oy 5,13 (dd,
J=3,0 e 8,4 Hz, H-4), 6y 4,40 (m, H-5) e 6y 5,70 (m, H-3) e de sinais compreendidos na faixa
de oy 2,14-2,21 ppm, caracteristicos de hidrogénios metilénicos (Figura 56).

A confirmacgdo dos grupos cafeoila e do esqueleto do dcido quinico foi baseado nos
espectros de RMN de Be (Figura 57), especialmente, pelos sinais para dois grupos carbonilas
das unidades cafeoila em d¢ 168,7 e 168,6, do grupo carboxila em d¢ 179,3, de dois carbonos
metilénicos em d¢ 40,5 (C-2) e 6¢ 38,6 (C-6); de um carbono nao hidrogenado em 6¢ 76,8 (C-
1) e trés carbonos metinicos em ¢ 69,3 (C-3), 6¢ 75,5 (C-4) e d¢ 70,4 (C-5). As posicdes dos
grupos cafeoilas foram determinadas com bases nos valores de deslocamento quimicos para
H-3, H-4 e H-5 e comparacdes desses com o possivel isomero 3,4-dicafeoilquinico
encontrado na literatura, Figura 58 (TATEFUGI et al., 1996; BASNET et al., 1996; LIN et
al., 1999; SIMOES-PIRES et al., 2005).
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Figura 58 — Estrutura de Bu-41, espectro de °C na Fig. 57.

A comparacdo dos dados de Bu-41 com os do composto 4cido 3,4-O-[E]-
dicafeoilquinico (Figura 59) indicam tratar-se do 4cido 3,4-O-[E]-dicafeoilquinico, como

descritos na Tabela 10.



Tabela 10 — Dados de RMN de 'H e "°C para o composto Bu-41 (CD;0D) comparados com os da literatura para
o0 4cido 3,4-O-[E]-dicafeoilquinico (TATEFUGI et al., 1996; BASNET et al., 1996).

Posicao

[\

19
2?

3?

4
5
&
7
g’
9

1”
2”
3”

4
5
P
7
g

939

COOH

RMN 'H
TATEFUGI BASNET et
et al., 1996 al., 1996
2,2-2,4 2,20 m
5,62 5,68dt, 10,0 e
5,0Hz
5,12 5,12dd, 10,0 e
3,0Hz
4,37 4,35dt,3,0e
2,5Hz
20-24 H,,. 2,29
dd,14,0 e
3,0Hz;
H,q.2,02 dd,
14,0 e 3,0Hz
6,19 6,19d, 16,0Hz
7,51 7,504d,
16,0Hz
7,00 6,99d, 2,0Hz
6,74 6,73d, 8,0Hz
6,90 6,88dd,8,0e
2,0Hz
6,28 6,27 d, 16,0Hz
7,60 7,59 d,
16,0Hz
7,02 7,02d,2,0Hz
6,75 6,74d,
8,0Hz
6,91 6,90dd,8,0e
2,0Hz

(ppm)

Bu-41

221 m
5,70 m

5,13dd, 8,4 e
3,0 Hz
4,40 m

H,\ 2,29 m;
He 2,14 m

6,15d,
15,5Hz
7,47 d,
15,5Hz

6,95 brs

6,71d,9,0Hz
6,86 d, 3,0 Hz

6,27 m
7,57 d,
16,0Hz

6,99 br s

6,77d,
9,0Hz
6,88 d, 3,0 Hz

RMN

TATEFUGI
et al., 1996

76,1
39,4

69,0
75,8
69,4

38,4

168.,3
114,76

147,6

1277
115,2
146,8
149,7
116,5
123,2

168.,6
114,81
147.8

127.8
115,3
146,8
149,7
116,5

123,2

176,8

“C  (ppm)

BASNET et
al., 1996

77,88 s
40,24 t

70,11d
77,52d
71,08 d

39,48t

169,26 s
115,59d

148,22 d

128,40 s
115,89d
147,46 s
150,32 s
117,20d
123,87 d

169,38 s
115,59d
148,37 d

128,46 s
115,89d
147,46 s
150,32 s
117,20d

123,87 d

180,10 s

Bu-41

76,8
40,5

69,3
76,8
70,4

38,6

168.,6
114,95

1474

127,7
115,3
146,7
149.,6
116,6
123,2

168,7
114,9
1477

127.8
115,3
146,7
149.,6
116,6

123,2

179,3

Figura 59 — Estrutura de Bu-41 (4cido 3,4-O-[E]-dicafeoilquinico).
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6 CONCLUSOES

— Foram analisadas as composicdes quimicas dos 6leos voléteis e dos extratos obtidos com
acetato de etila das folhas de espécimes masculinos e femininos das popula¢des de Bul e
Bu2. Os resultados indicaram grande semelhanca entre os metabdlitos secundérios das duas
populacdes de plantas, confirmando as identificacdes botanicas feitas com base na morfologia

das flores.

— As composi¢des quimicas dos 6leos essenciais das duas populacdes Bul e Bu2 mostraram-
se também muito similares aos resultados registrados anteriormente para outras amostras de
folhas provenientes dos Campos Gerais do Parand. A definicdo das caracteristicas do 6leo
essencial das folhas de B. uncinella desta regidao de planalto adquire forma agora, apds a
andlise de vdrias amostras. Os dleos sdo caracterizados pela baixa propor¢ao de monoterpenos
e presenca dos sesquiterpenos cariofileno, espatulenol e cariofileno 6xido como principais

componentes.

— Os quatro extratos acetato de etila de Bul e Bu2 foram comparados por cromatografia de
camada delgada, evidenciando presenca de dois compostos polares como principais
constituintes. A andlise dos espectros de RMN de 'H e de "*C destes extratos permitiu
identificar os dois principais componentes: os dcidos 3,5-O-dicafeoilquinico e 3,4-O-

dicafeoilquinico.

— Foram isolados e identificados pela primeira vez os dcidos: 3,5-O-dicafeoilquinico e 3.,4-
O-dicafeoilquinico, assim como os flavondides quercetina, luteolina e apigenina, a partir de
extratos de B. uncinella e, também sao inéditos os processos de purificacdo de diferentes

maneiras.

— A soma dos resultados obtidos abre espaco para a continuagdo deste trabalho em busca do
isolamento de outras substancias, dispondo-se agora da experi€éncia acumulada durante os

trabalhos de desenvolvimento de métodos.



7 ANEXOS

Espectro expandido de RMN de 'H do composto Bu-25 em CD;OD, 300 MHz.
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