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Resumo

O género Baccharis, Asteraceae, compreende mais de 500 espécies distribuidas
exclusivamente no continente Americano. No Brasil estdo descritas 120 espécies,
sendo que, no Rio Grande do Sul, h4 relatos de setenta espécies distribuidas desde
a regido serrana até o litoral. Conhecidas popularmente como carquejas, muitas
destas plantas sdo utilizadas na medicina popular, apesar da sinonimia popular
comum e da dificil identificacdo botanica. Visando ampliar os estudos quimicos e
biol6égicos com espécies do género Baccharis este trabalho teve como objetivos
prosseguir os estudos fitoquimicos de B. articulata, B. cylindrica B. spicata, B.
trimera e B. usterii, visando a diferenciacdo quimica das mesmas através de
cromatografia em camada delgada, avaliar a atividade antibacteriana de B.
articulata, B. spicata, B. trimera e B. usterii, isolar e identificar os compostos
presentes nas fracbes n-BuOH de B. articulata e B. usterii e, ampliar as
investigacbes quanto a atividade antioxidante dessas espécies. Os resultados
obtidos permitiram detectar diferencas qualitativas no perfil quimico das amostras
testadas através da cromatografia em camada delgada e propor metodologia para
sua diferenciacao quimica. A partir das fracdes n-BuOH de B. articulata e B. usterii
foram isoladas sete substancias codificadas como: Ba Il (4’-O-3-D-glicopiranosil-3,5-
dimetoxi-benzil-tetrahidro-2H-pirano-2-il-acetil-carbonato), Ba A\ (4’-O-B-D-
glicopiranosil-3,5-di-metéxi-fenil-metanol), Ba V, Ba VI, BuFl (acido 4,5-O-[E]-di-
cafeoilquinico), BuF2 (7-hidroxi-5,4’-di-metoxi-flavona) e BuT1, respectivamente. As
substancias Ba V, Ba VI e BuT1 encontram-se em elucidacdo estrutural. Quanto a
atividade antioxidante verificou-se que as fragcdes n-BuOH de B.articulata e B. usterii
apresentaram efeito antioxidante na concentragéo de 1,25 pg/mL e mantiveram este
efeito no decorrer do ensaio TRAP. As substéancias isoladas a partir da fragdo n-
BuOH de B. articulata ndo apresentam potencial antioxidante na mesma intensidade
que a referida fracdo. No indice TAR, verificou-se a reatividade instantanea das
fracbes n-BuOH destas espécies, bem como da substancia BuFl. Quanto a
capacidade protetora contra a peroxidacdo lipidica, as fracbes n-BuOH, as
substancias Ba lll, Ba IV, Ba V, as sub-fracdes fendlica e terpénica (B. usterii) e a
substancia BuF1 foram eficientes em proteger as células da peroxida¢cdo. Quanto a
atividade antibacteriana verificou-se que a fracdo n-BuOH de B. spicata
(concentracdo 1 mg/mL) foi ativa frente a S. aureus, E. coli, E. faecalis e E. faecium
(CBM 50 mg/mL). A fracdo n-BuOH de B. usterii na mesma concentracao
apresentou efeito contra S. aureus (CBM 25 mg/mL), E. faecalis e E. faecium (CBM
50 mg/mL). Os extratos brutos (1 mg/mL) de B. trimera e B. usterii foram ativos
frente a S. aureus (CBM 12,5 mg/mL e 25 mg/mL, respectivamente).O extrato bruto
e as fracdes de B. articulata ndo apresentaram atividade frente aos microrganismos
testados.

Palavras-chave: baccharis, antioxidante, fitoquimica, antibacteriana



Chemical constituents and biological analyses of Baccharis species

The Baccharis genus, Asteraceae, is native to America, encompassing nearly 500
species of which approximately 120 are found in Brazil. Around 70 species were
described in the State of Rio Grande do Sul. Popularly known as “carquejas”, aerial
parts of Baccharis species are used in traditional medicine in spite of the difficult
botanical differentiation among them. In order to continue the phytochemical and
biological studies about Baccharis species, the objectives of this thesis were to
propose a chemical differentiation by thin-layer chromatography of B.articulata, B.
cylindrica B. spicata, B. trimera and B. usterii, to evaluation the antibacterial activity
of B. articulata, B. spicata, B. trimera and B. usterii, the isolation and identification of
compounds from n-BuOH fractions of B. articulata and B. usterii and to evaluate their
antioxidant activity. It was possible to propose a methodology to differentiate the
Baccharis species studied herein by thin-layer chromatography. From n-BuOH
fractions of B. articulata and B. usterii were isolated seven compounds: Ba Il (4-O-B3-
D-glucopiranosyl-3,5-dimethoxibenzyl-tetrahydro-2H-pyran-2-yl-acetyl-carbonate), Ba
IV (4-O-B-D-glucopiranosyl-3,5-dimethoxyphenil-methanol), Ba V, Ba VI, BuF1 (4,5-
O-[E]-dicaffeoylquinic acid), BuF2 (7-hydroxy-5,4’-dimethoxy-flavone) e BuT1.
Structural elucidation of Ba V, Ba VI and BuT1 compounds are in course. Regarding
the antioxidant activity, it was verified that the n-BuOH fractions from B.articulata and
B. usterii showed antioxidant effect at concentration of 1.25 ug/mL, which was
maintained during the analyzed period on TRAP experiment. The isolated
compounds did not show the same antioxidant potential than the n-BuOH fractions.
TAR index showed the instantaneous reactivity of the n-BuOH fractions of these
species and BuF1 compound. Regarding the capacity of to protect the cells from lipid
peroxidation, the n-BuOH fractions, Ba Ill, Ba IV, Ba V compounds, the phenolic and
terpenic sub-fractions (B. usterii) and BuF1 compound were efficient to protect the
cells from lipid peroxidation. In relation to antibacterial activity it was verified that the
n-BuOH fraction of Baccharis spicata (1 mg/mL) was effective against S. aureus,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, and Enterococcus faecium (MBC 50 mg/mL).
The n-BuOH fraction of Baccharis usterii (1 mg/mL) was effective against S. aureus
(MBC 25 mg/mL), Enterococcus faecalis, and Enterococcus faecium (MBC 50
mg/ml). The crude extract of Baccharis trimera (1 mg/mL) showed activity against S.
aureus (MBC 25 mg/mL and 12.5 mg/mL, respectively). Extract and fractions from B.
articulata were not active against the microorganisms tested.

Key-words: baccharis, antioxidante, fitoquimica, antibacteriana



1 Introducéo

O género Baccharis pertence a familia Asteraceae e compreende mais de 500
espécies distribuidas exclusivamente no continente Americano, sendo que a maior
concentracdo destas encontra-se no Brasil, Argentina, Colémbia, Chile e México
(BUDEL et al., 2005; VERDI et al., 2005). No Brasil estdo descritas 120 espécies,
sendo que, no Rio Grande do Sul, h4 relatos de setenta espécies distribuidas desde
a regido serrana até o litoral (GIULIANO, 2001; BARROSO; BUENO, 2002).

Conhecidas popularmente como carquejas, muitas destas plantas sao
utilizadas indiscriminadamente pela populacdo, uma vez que, aliado a sinonimia
popular comum, destaca-se a dificil identificacdo botanica, sobretudo para as
espécies de caules alados. As espécies tri-aladas, como B. trimera, B. cylindrica e
B. usterii sdo muito dificeis de diferenciar na auséncia de flores, assim como as bi—
aladas, B. articulata e B. gaudichaudiana, que séo consideradas taxonomicamente
semelhantes (ZARDINI, 1984; GIULIANO, 2001; BARROSO; BUENO, 2002).

Destaca-se, também, o elevado valor sécio-econdmico atribuido as espécies
deste género, que além de seu uso medicinal como estomaquicas, sua importancia
ecologica, na producdo de propolis de elevada qualidade e na extracdo de Oleos
essenciais empregados na industria de perfumaria, sdo também empregadas no

combate a erosao e como plantas ornamentais (VERDI et al., 2005).

Por outro lado, outras espécies deste género podem ser consideradas plantas
invasivas de dificil combate em pastagens, como B. neglecta e B. halimifolia, as
guais sdo toxicas para o gado em algumas regibes do Texas e B. salicifolia, que
inutiliza fontes de 4gua na mesma regido (VERDI et al., 2005). Ja em pastagens Sul-
americanas, 0s registros apontam para elevada toxicidade de B. megapotamica e B.
coridifolia, que acumulam tricotecenos, substancias responsaveis pela morte de
muitos animais em pastagens brasileiras, uruguaias e argentinas (JARVIS et al.,
1991).

Apesar de sua ampla utlizacdo, como destacado acima, o0s estudos
fitoquimicos e bioldgicos com espécies do género Baccharis ainda sdo restritos,
especialmente se considerarmos o nimero de espécies descritas, mesmo aquelas

de uso difundido popularmente. Na literatura, os estudos desenvolvidos com



diferentes espécies do género Baccharis, relatam a presenca de diterpenos e
flavonéides como constituintes quimicos majoritarios, e as atividades
antiedematogénica, antimicrobiana e antioxidante como as mais relevantes
(PALACIOS et al., 1983; GIANELLO; GIORDANO, 1984; ADZET et al., 1991; GENE
et al., 1996). Outro fato a ser destacado € que esta diversidade de representantes do
género pode remeter a um grande potencial em metabdlitos secundarios e

atividades bioldgicas ainda inexploradas.

Em 2003, nosso grupo de pesquisa relatou a presenca de um derivado do
acido caféico de carater inédito (codificado como substancia Ba Il), isolado do
extrato n-butandlico de partes aéreas de B. articulata e identificado como éster 4°-O-
B-D-glicopiranosil-3,5-dimetoxi-benzil-cafeato, o qual apresentou elevada atividade
antioxidante (TRAP) (De OLIVEIRA et al., 2003).

Diante desses resultados, iniciamos analises preliminares do potencial
antioxidante de extratos brutos e fracionados de outras espécies do género, como B.
spicata, B. trimera e B. usterii, 0s quais apontaram um comportamento semelhante
ao observado para B. articulata, sendo os extratos n-butandlicos, mais ativos que 0s
demais extratos testados. Foi possivel verificar também que os extratos n-
butanolicos de B. spicata, B. trimera e B. usterii, nas concentracfes testadas,
apresentaram atividade similar ao Trolox®, substancia empregada como referéncia
(De OLIVEIRA et al., 2004).

Dessa forma, visando ampliar os estudos iniciados por nosso grupo de
pesquisa, este trabalho tem como objetivo prosseguir as analises fitoquimicas
destas espécies, contribuindo assim, para a diferenciacdo quimica das mesmas,
ampliar as investigagbes quanto a atividade antioxidante e avaliar a atividade
antibacteriana dessas espécies, uma vez que nao foram encontrados na literatura

trabalhos com tais espécies.



2 Objetivos

O presente trabalho esté dividido em quatro capitulos, os quais contemplam

0S seguintes objetivos:

CAPITULO 1 — Andlise cromatografica de espécies do género Baccharis do sul do
Brasil;

Objetivo: Diferenciar quimicamente através de cromatografia em camada

delgada B. articulata, B. cylindrica, B. spicata, B. trimera e B. usterii.

CAPITULO 2 — Isolamento e elucidacdo estrutural das substancias presentes na
fracdo n-butandlica de B. articulata e B. usterii;

Objetivo: Isolar e identificar os compostos presentes no extrato n-butanolico

de B. articulata e B. usterii, visando a atividade antioxidante.

CAPITULO 3 — Analise da atividade antioxidante dos extratos, fracdes e substancias

isoladas a partir das partes aéreas de B. articulata e B. usterii;

Objetivo: Avaliar o potencial antioxidante dos extratos, fracdes e substancias

obtidas dos extratos n- BUOH de B. articulata e B.usterii.

CAPITULO 4 — Avaliacédo da atividade antibacteriana de B. articulata, B. spicata, B.

trimera e B. usterii;

Objetivo: Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos extratos e fragdes
obtidos a partir das partes aéreas de B. articulata, B. spicata, B. trimera e B. usterii.



3 Revisado da Literatura

A revisdo da literatura realizada neste trabalho empregou as seguintes bases de
dados: MEDLINE, SCIENCE DIRECT, LILACS, SCIELO, SCOPUS e Web of
Science no periodo de 1970 a 2007.

3.1 Aspectos botéanicos

O género Baccharis pertence a familia Asteraceae abrangendo mais de 500
espécies de ocorréncia exclusiva no continente Americano. Para o Brasil sao
descritas aproximadamente 120 espécies distribuidas desde a Bahia até o Rio
Grande do Sul, sendo que neste Estado sdo estimadas cerca de setenta espécies
(ZARDINI, 1984; CORREIA-JUNIOR et al., 1991; GIULIANO, 2001; BARROSO;
BUENO, 2002; VERDI et al., 2005).

Baccharis articulata (Lam.) Persoon (figura 1) € uma espécie comum nos
campos secos e pedregosos de Sdo Paulo ao Rio Grande do Sul, Uruguai, Paraguai
e Argentina, sendo descrita como arbusto didico ramificado, com até um metro de
altura, com ramos articulados, sem folhas na fase adulta, bialadas, com alas
estreitas, planas, verde-acinzentadas e membranoso—coriaceas. Floresce na
primavera apresentando flores agrupadas em inflorescéncia do tipo capitulo,
dispostas nas terminagdes dos ramos, perfumadas, unissexuais, com coloracao
branca amarelada (BARROSO, 1976; FREIRE; URTUBEY, 1999).

Baccharis spicata (Lam.) Baillon (figura 1) é descrita como arbusto, de folhas
uni ou trinervadas. Os capitulos sao dispostos em glomérulos, os caules se reanem
em ramos foliosos que ocasionalmente podem aparecer isolados. As flores séo
estaminadas com poucos ramos, aderidos ou separados. As corolas sdo carpeladas
com apice denticulado (GIULIANO, 2001).

Baccharis trimera (Less.) A. P. de Candolle (figura 1) ocorre no sul do Brasil,
Bolivia, Uruguai, Paraguai e Argentina. Est& classificada como arbusto ramificado,
com ramos articulados, trialados, planos, verde-acinzentados e membranoso—

coriaceos. As flores sdo agrupadas em inflorescéncia do tipo capitulo, com



coloragdo branca amarelada, com corolas carpeladas irregularmente denticuladas
(BARROSO, 1976; FREIRE; URTUBEY, 1999; GIULIANO, 2001).

Baccharis usterii Heering (figura 1) ocorre no Brasil nos Estados de Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo, sem registro
em outros paises. E um arbusto ramificado, com cerca de 0,5 a 1 m de altura, ramos
trialados, com alas planas, glabras, com 0,5 a 1,5 cm de largura. As folhas s&o
ovais, curtamente pecioladas, trinérveas. Os capitulos sdo dispostos em ramos
espiciformes, ordenados em paniculas amplas. Possui aquénio com cercade 1 a 1,5
mm de comprimento (BARROSO; BUENO, 2002).

B. snicatal(Lam.) Baillon B. usterii Heering

Figural: B.articulata, B. spicata, B. trimera e B. usterii
(http://www.ib.unicamp.br/plant-aq-SP/img/plantas/Baccharis.html).



3.2 Aspectos etnofarmacoldgicos

Diversas espécies de Baccharis sdo amplamente utilizadas na medicina
popular. Paralelamente a este fato, existe a sinonimia popular comum de carqueja
empregada para classificar algumas dessas espécies. B. articulata e B. trimera sdo
comumente empregadas como hepaticas, digestivas, tonicas e diuréticas (ZARDINI,
1984; ADZET et al., 1991; GUPTA, 1995).

N&o foram encontrados dados na literatura sobre a utilizacdo popular de B.
spicata e B. usterii, mas sabe-se que também sdo conhecidas popularmente com o

nome de carqueja, assim como B. articulata e B. trimera.

3.3 Aspectos bioldgicos, farmacolbgicos e toxicidade

Diversas espécies do género Baccharis foram objeto de estudos biologicos,

farmacoldgicos e toxicoldgicos.

Os primeiros relatos de estudos biolégicos do género Baccharis datam de
1952, quando PAVAN realizou a determinacdo do indice de amargor, indice de
formacdo de espuma, atividades hemolitica e ictiotoxica, bem como avaliou a
toxicidade de extratos preparados por decoccéo das partes aéreas de B. trimera. Os
resultados revelaram que os extratos testados possuiam elevado indice de amargor
e de formacao de espuma, o que poderia ser indicativo da presenca de saponinas e,

estas substancias poderiam ser responsaveis pela estimulacéo gastrica.

Posteriormente, diversas espécies do género Baccharis foram avaliadas
guanto as suas propriedades antioxidantes, antiedematogénicas, antimicrobianas,

hepatoprotetoras e antiviral dentre outras atividades.

3.3.1 Atividade antioxidante

Diversas espécies vegetais foram avaliadas quanto as suas propriedades
antioxidantes. A maioria dessas espécies apresenta em sua constituicdo quimica
compostos fendlicos, como flavondides, antocianidinas e fenilpropandides, derivados

dos é&cidos caféico, p-cumarico e clorogénico (CAO, 1999; HALLIWELL,;



GULTERIDGE, 1999; LOPES et al., 1999; CARTROM et al., 2001; SAKIHAMA et al.,
2002).

Em relacdo aos estudos com espécies de Baccharis, o primeiro relato é de
MONGELLI et al. (1997), os quais avaliaram as atividades antioxidante e citotoxica
de diferentes extratos de B. coridifolia. A atividade antioxidante foi realizada
empregando a inducdo de quimioluminescéncia por hidroperéxido em homogenato
de figado de rato. O extrato aquoso apresentou atividade antioxidante com um ICsg
de 141 ug/mL e, os extratos diclorometano e metanol foram pro-oxidantes (1000
ug/mL). Os estudos de citotoxicidade serdo discutidos posteriormente neste

trabalho.

Ainda em 1997, DESMARCHELIER et al., utilizaram a mesma técnica citada
acima e 0 ensaio com acido tiobarbitarico (TBARS) para avaliar a atividade
antioxidante de extratos aquosos de dezenove plantas argentinas, incluindo entre
estas, B. coridifolia, B. crispa e B. grisebach. Os autores verificaram que B. coridifolia
e B. crispa apresentaram atividade antioxidante dose-dependente nas
concentracdes de 10-1000 ug/ml em ambos os ensaios realizados e B. grisebach

apresentou atividade pro-oxidante nas mesmas concentracoes.

HERAS et al. (1998) também investigaram a atividade antioxidante de plantas
utilizadas na medicina popular do Equador, dentre estas, B. trinervis. O extrato
etandlico obtido a partir das partes aéreas desta planta apresentou significativa
atividade antioxidante in vitro na dose de 100 ug/ml, nos trés testes empregados:
peroxidacdo microssomal lipidica (inibicdo de 74,8 +/- 1,3%), producdo de
superoxido (inibicdo de 78,5 +/- 1,3%) e xantina oxidase (inibicdo de 24,7 +/- 3,1%).

O extrato butandlico de B. articulata e a substancia Ba Il (figura 6), derivada
do &cido caféico, identificada como éster 4'-O-B-D-glicopiranosil-3,5-dimetoxi-
benzilico, isolada como composto majoritario a partir deste extrato foram
empregados em um estudo preliminar do potencial antioxidante. A substancia Ba Il
foi testada nas concentracbes de 0,1, 0,2 e 2,0 mM no ensaio para avaliar o
potencial antioxidante total (TRAP) e apresentou atividade antioxidante similar ao
Trolox® em concentraces equimolares. Também foi verificado perfil de atividade
semelhante entre esta substancia e o extrato butandlico. A substéncia Ba Il, nas

concentragbes de 0,2 e 2,0 mM, reduziu a formagdo de substancias reativas ao



acido tiobarbiturico (TBARS) e a mortalidade celular (em células de Sertoli) induzida
por H,O,. A protecdo contra o estresse oxidativo induzido pelo H,O, foi superior ao

Trolox® nas mesmas concentracdes (De OLIVEIRA et al., 2003).

PAREJO et al. (2003) avaliaram a atividade antioxidante de B. pentlandii e B.
platypoda dentre outras plantas da familia Asteraceae de ocorréncia boliviana. Os
autores prepararam um extrato bruto metanolico através de maceragcdo e um outro
extrato originado da lavagem deste primeiro extrato com hexano. Além disso, foram
testadas também frag6es hexano, diclorometano e acetato de etila de cada espécie.
Os experimentos realizados avaliaram o conteudo total de compostos fendlicos dos
extratos, atividade antioxidante total, a atividade sequestradora de radicais DPPH,
hidroxila e superdxido e a estabilidade oxidativa. As fracdes acetato de etila de todas
as espécies testadas apresentaram maior conteido de compostos fendlicos,
expressos por GAE/mg (equivalentes do &cido galico por mg de extrato), sendo que
para as espécies de Baccharis acima, os valores foram 207,5 + 8,8 e 292,3 + 14,5
GAE/mg.

A atividade antioxidante total dos extratos expressa em percentual de inibicéo,
para as espécies de Baccharis testadas apresentou valores percentuais baixos
comparados as substancias de referéncia quercetina e 3-(t-butila)-4-hidréxi-anisol
(BHA) na ordem de 3,5 a 16 %. Quanto a atividade sequestradora de radicais livres,
o extrato bruto metanolico de B. pentlandii exibiu um percentual de inibicdo do
radical superoxido de 93%. Quanto a estabilidade oxidativa (protecdo contra
rancificacao), cujos resultados sé&o apresentados como fator de protecdo, a fragao
acetato de etila de B. pentlandii mostrou resultado similar ao da quercetina e
superior ao BHA (PAREJO et al., 2003).

De OLIVEIRA et al. (2004), avaliaram a atividade antioxidante de extratos
brutos e fracionados de B. spicata, B. trimera e B. usterii empregando as técnicas do
TRAP e TBARS. Os resultados apontaram que os extratos n-BuOH de B. spicata e
B. trimera, na concentracdo de 25 ug/ml, apresentaram maior potencial antioxidante
que o Trolox (1 mM). Em Baccharis usterii observou-se que o extrato n-BuOH nesta
concentracdo apresentou perfil de atividade similar ao Trolox. Os extratos n-BuOH
destas espécies, na concentracdo de 2,5 ug/ml inibiram a peroxidacédo lipidica

causando uma diminuicdo significativa na producdo de malondialdeido (MDA) no



ensaio de TBARS e também foram capazes de proteger as células contra estresse

oxidativo induzido por H,0,.

Recentemente, SIMOES-PIRES et al. (2005), realizaram o isolamento e
identificacdo de compostos antioxidantes de B. trimera, B. crispa e B. usterii por
HPLC-UV-MS/MS. Os autores isolaram, a partir dos extratos aquosos destas
plantas, seis derivados do &cido quinico (acidos 3-O-[E]-cafeoilquinico, 5-O-[E]-
cafeoilquinico, 4-O-[E]-cafeoil-1-metil-quinico, 4,5-O-[E]-di-cafeoilquinico, 3,4-O-[E]-
di-cafeoilquinico e 3,5-O-[E]-di-cafeoilquinico). Estes e seus extratos foram avaliados
quanto as suas propriedades antioxidantes frente ao radical DPPH empregando
bioautografia. Foram empregados quercetina e 2,6-di(t-butila)-4-metil-fenol (BHT)
como substancias de referéncia, e o DPPH foi empregado como agente revelador.
Os autores verificaram gque 0s seis compostos isolados, bem como seus extratos de

origem, foram capazes de reduzir o radical DPPH.

Em 2007, BRIGHENTE et al., avaliaram a atividade antioxidante frente ao
radical DPPH e determinacdo do teor de compostos fendlicos totais através do
método de Folin-Ciocalteu de extratos hidroetandlicos, etandlicos e cloroférmicos
das folhas, flores e raizes de B. illinita e folhas e raizes de B. platipoda, dentre
outras plantas. Como substancias de referéncia foram empregados os acidos galico
e ascorbico. Os autores verificaram que a atividade sequestradora do radical DPPH
dos extratos etanodlicos das folhas, flores e raizes de B. illinita (ICso 4,0; 7,0 € 9,0
ug/ml, respectivamente) foi significativa em relacdo ao acido ascorbico (ICso 8,4
ug/ml). Para os extratos etandlicos das folhas e raizes de B. platipoda (ICso 9,0
ug/ml, para ambas os extratos) os autores também verificaram o mesmo perfil de
atividade. Além disso, em concordancia com esses resultados, os extratos que
apresentaram maior potencial antioxidante, também apresentaram o maior teor de

fendlicos totais em relacéo ao acido galico (ICso 2,6 ng/ml).

3.3.2 Atividade antimicrobiana

PALACIOS et al. (1983) foram os primeiros a relatar atividade antimicrobiana
para os extratos etandlicos de B. crispa e B. notosergila. Os autores prepararam um
extrato hidroetandlico na proporcao 1:1 a partir das partes aéreas de B. crispa e B.



notosergila. A verificacdo da atividade antimicrobiana foi através de bioautografia,
técnica que possibilita a observagdo imediata da(s) substancia(s) ativa(s). O
flavonoide gencavanina (380 ng) foi ativo frente a Bacillus subtilis, Micrococcus
luteus e Staphylococcus aureus, enquanto que a apigenina (750 ng) apresentou

atividade frente a Bacillus subtilis e Micrococcus luteus.

Outra abordagem foi empregada por RAHALISON et al. (1995) para investigar
o efeito antimicrobiano de B. pedunculata. Os autores optaram por estudar um
extrato apolar desta espécie, ao contrario do trabalho anteriormente citado, obtido
por maceracdo com diclorometano, além de testar a atividade deste contra os
fungos Candida albicans, Pityrosporum ovale, Aspergillus fumigatus,
Epidermophytum  floccosum, Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Trychophyton mentagrophytes e Cladosporium cucumerinum, através de

bioautografia e diluicio em Agar Sabouraud.

A partir deste extrato foram isoladas quatro substancias, o flavonéide 5,7-
diidroxi-6,4'-dimetoxi-flavona, ndo apresentou atividade frente aos microrganismos
testados, o flavondide 5, 4'-diidroxi-3,6,7-triimetoxi-flavona (100 ug) foi ativo frente a
Candida albicans e Cladosporium cucumerinum, uma acetona acetilénica (10 ug/ml)
foi ativa frente a Epidermophytum floccosum, Microsporum gypseum e Candida
albicans e, a cumarina ulopterol, frente a Epidermophytum floccosum (10 ug/ml) e
Cladosporium cucumerinum (100 pg) (RAHALISON et al., 1995).

VERASTEGUI et al. (1996) empregaram o extrato etanodlico de B. glutinosa e
a técnica de diluicdo em caldo para avaliar a atividade antimicrobiana frente aos
seguintes microorganismos: Candida krusei, Candida albicans, Candida rugosa,
Cryptococcus neoformans, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus albidus,
Microsporiun canis, Microsporium gypseum, Trichophyton tonsurans, Enterococcus
flocosum, Sporotrix schenkii, Neisseria asteroides, Neisseria brasiliensis, Salmonella
thyphimurium, Shigella dysenteriae, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes, Proteus vulgaris e Clostridium perfringens. O extrato foi preparado

com etanol a 80% a temperatura ambiente.

O extrato etandlico de B. glutinosa foi ativo frente a Microsporium canis,
Microsporium gypseum, Trichophyton tonsurans, Enterococcus flocosum, Sporotrix

schenkii, Neisseria asterdides, Neisseria brasiliensis, Listeria monocytogenes,



Proteus vulgaris e Clostridium perfringens, em concentracdes que variaram de 10 a
16 mg/mL (VERASTEGUI et al., 1996).

Em 2001, COBOS et al.,, avaliaram a atividade antimicrobiana do Oleo
essencial de B. notosergila. Os autores empregaram cromatografia gasosa acoplada
a espectrobmetro de massas (CG — EM) para analisar a composicdo do 6leo
essencial obtido das partes aéreas da planta, identificando trinta e um compostos,
sendo o a-pineno, o limoneno, o B-cariofileno e o spatulenol os majoritarios. A
técnica utilizada para o estudo da atividade antimicrobiana foi a difusdo em disco. O
Oleo foi ativo frente a Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Candida albicans, nas concentracdes de 10 e 50 uL com CIM de 227 e
454 ng/mL.

Os extratos hexano, diclorometano e metandlico de B. grisebachii também
foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana empregando métodos de diluicéo,
frente a E. colli, S. aureus (cepas sensiveis e resistentes a meticilina), C. albicans, C.
meoformans, S. cerevisae, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, M. canis, T. rubrum, E.
floccosum, M. gypseum e T. mentagrophytes. Os extratos hexano e diclorometano
foram ativos frente a todos os fungos testados com CIM < 25 a < 1000 pg/mL.
Trychophyton rubrum foi o microorganismo mais susceptivel e C. neoformans foi
inibida unicamente pelo extrato diclorometano da planta (600 pug/mL). Este extrato
também foi ativo contra S. aureus (sensivel/resistente a meticilina) com CIM de 125
a <500 ug/mL (FERESIN et al., 2001).

Em 2003, FERESIN et al., ampliando seus estudos da atividade
antimicrobiana de B. grisebachii, investigaram novamente o extrato diclorometano do
qual isolaram doze substancias. Destas, oito sdo derivadas do acido p-cumarico,
duas sado diterpenos tipo labdanos e duas sdo flavondides. O extrato e as
substancias isoladas foram testados frente aos mesmos microorganismos
empregados no trabalho anteriormente citado e a técnica de verificacdo da atividade

antimicrobiana também foi a mesma.

O diterpeno labda-7,13E-dien-2p,15-diol, foi ativo frente a M. canis, T. rubrum,
E. floccosum, M. gypseum e T. mentagrophytes, com CIM entre 12,5 e 50 ug/mL.
Esta substancia também apresentou atividade frente S. aureus (cepas sensiveis e

resistentes a meticilina) com CIM de 125 ug/mL. Os derivados do acido p-cumarico



foram ativos principalmente frente a E. floccosum, T. rubrum e T. mentagrophytes
com CIM entre 50 e 250 ug/mL. Todos os compostos testados ndo apresentaram
atividade frente a E. coli (FERESIN et al., 2003).

3.3.3 Atividade antiedematogénica

Em 1987, SALAMA et al. determinaram a atividade antiedematogénica dos
extratos metandlico, cloroférmico e etéreo das folhas de B. decussata atraves da
inducdo de edema plantar por dextrano em ratas, empregando fenilbutazona como
substancia de referéncia. Os extratos foram administrados aos animais por via
gastrica na dose de 10 mg/kg. Os resultados apontaram que os extratos metandlico
e etéreo apresentaram efeito antiedematbgenico maior que a substancia de

referéncia na dose de 65 mg/kg.

Baccharis crispa e B. articulata também foram analisadas quanto a atividade
antiedematogénica por ADZET et al. (1991), através da inducdo de edema plantar
por carragenina em ratas, utilizando como substancia de referéncia, naproxeno. O
extrato aquoso das partes aéreas de cada uma dessas espécies foi administrado
intraperitonialmente na dose de 100 mg/kg de peso do animal. O extrato aquoso de
B. articulata ndo produziu atividade significativa em relacdo a substancia de
referéncia nas trés medidas realizadas. Para B. crispa, as medidas realizadas no
extrato aquoso na terceira e quinta horas transcorridas da administragédo, apontaram

percentual de inibicdo de 32,85 e 30,00% respectivamente.

GENE et al. (1992) investigaram a acdo antiedematogénica dessas mesmas
espécies e, também, de B. trimera. Os autores empregaram a mesma técnica do
trabalho anterior, porém o0s extratos aquosos dessas plantas foram administrados
por via oral e intraperitoneal (100 mg/kg) as ratas. Os resultados apontam que 0s
extratos aquosos de B. articulata e B. crispa nao produziram efeito
antiedematogénico quando comparados ao naproxeno na dose de 5 mg/kg. O
extrato aquoso de B. trimera administrado via intraperitoneal produziu um indice de
inibicdo de edema de 61,34%, sendo superior ao efeito produzido pelo naproxeno
(47,14%).



PEREZ et al. (1995) avaliaram a atividade antiedematogénica do extrato
diclorometano obtido a partir das partes aéreas de B. incarum. Os autores também
empregaram a metodologia de inducdo de edema plantar com carragenina em ratos
Wistar. O extrato foi administrado via intraperitonial na dose de 100 mg/kg e o
naproxeno na dose de 5 mg/Kg aos animais testados. Os resultados apontaram que
o extrato diclorometano de B. incarum produziu um efeito inibitério de 44,5%, sendo
superior ao naproxeno que foi de 25,9%.

Os extratos diclorometano, aquoso e metandlico obtidos por maceracdo das
partes aéreas de B. tucumanensis também foram avaliados por MUSCHIETTI et al.
(1996), quanto a acdo antiedematogénica, por via topica, na dose de 1 mg/orelha, e
intraperitoneal, na dose de 100 mg/Kg. Seus efeitos foram comparados a
indometacina na dose de 2,5 mg/kg. A metodologia empregada foi a indugédo de
edema com carragenina e com 0Oleo de Croton sp. nas orelhas dos animais. Edema
subplantar também foi induzido por carragenina e os extratos foram administrados via
intraperitoneal. Foi observado que os extratos aquoso e metandlico produzem indices
de inibicdo de 28,1 e 55,3%, respectivamente, sendo superiores ao da indometacina
(19,1%), ao contrario do extrato diclorometano, cujo indice inibitério foi de 14%.
Quando os extratos foram administrados via tépica e o edema induzido com dleo de
Croton sp., foi verificado que os extratos aquoso, metandlico e diclorometano
apresentam indices inibitoérios de 58, 93,4 e 100%, respectivamente, produzindo um
efeito antiedematogénico superior ao da indometacina (49%) (MUSCHIETTI et al.,
1996).

GENE et al. (1996) investigaram as atividades antiedematogénica, analgésica
e ulcerogénica da fracado butandlica obtido a partir de um extrato aquoso das partes
aéreas de B. trimera. Para a avaliacdo da atividade antiedematogénica, os autores
utilizaram o método de inducdo de edema plantar em ratos com carragenina e
dextrano e administraram o extrato, via intraperitoneal, nas doses de 40 e 80 mg/kg.
O naproxeno (5 mg/kg) foi empregado como substancia de referéncia. Para a
avaliacao da atividade ulcerogénica foram empregadas solu¢des aquosas da fracao
butandlica de B. trimera, nas doses de 50 e 100 mg/kg. Transcorridas quatro horas
da administragdo do extrato aquoso e da fracdo butandlica, os estbmagos dos
animais foram removidos e examinados ao microscopio. A atividade analgésica foi

avaliada mediante administracdo da fracdo butandlica de B. trimera nas doses de 50



e 100 mg/kg, via intraperitoneal, trinta minutos ap6s a estimulacdo do processo
doloroso com acido acético 0,8% na dose de 1 mL/100 g, via intraperitoneal. Os
resultados demonstraram que h& um efeito dose dependente no edema induzido por
carragenina, evidenciado no aumento da inibicdo do edema com o aumento da dose

da fracdo butandlica.

O percentual de inibicdo do edema da fragdo butanodlica de B. trimera, nas
doses de 40 e 80 mg/Kg foi superior ao naproxeno. Quando a indu¢ao do edema foi
conduzida fragdo para se obter efeito inibitdrio, como observou-se na dose de 100
mg/kg que foi capaz de produzir inibicdo do edema superior a metisergida na dose
de 1 mg/kg. Quanto a atividade ulcerogénica os resultados demonstram que a fracao
butandlica de B. trimera foi capaz de produzir pequenas Ulceras, conforme o
aumento da dose administrada (GENE et al., 1996). Os autores relataram o
fracionamento bioguiado pelo experimento de inducdo de edema plantar, da fracédo
butandlica de B. trimera originando uma fracdo ativa composta por uma mistura de
saponinas identificadas por hidrélise como derivadas do &acido equinocistico. Esta
fracdo produziu um efeito inibitério na dose de 3,5 mg/kg via intraperitoneal de
48,3%, enquanto que a indometacina na dose de 2,5 mg/kg apresentou um

percentual de inibicdo de 72,6% (GENE et al., 1996).

HERAS et al. (1998) investigaram a atividade antiedematogénica do extrato
etandlico de B. trinervis obtido a partir das partes aéreas da planta. Os autores
também empregaram a inducdo de edema por carragenina em pata de rato, sendo a
administracdo do extrato realizado por via oral, na dose de 1,25 g/kg, utilizando como
veiculo uma mistura de Tween 80, etanol e agua na propor¢éo (2:2:20, v/v), apés 1
hora da inducdo do edema. A fenilbutazona (2,5 mg/kg) foi empregada como
substancia de referéncia. O edema produzido foi medido em 3, 5 e 7 horas apos o
tratamento com o extrato. Os resultados indicaram que o extrato testado, nas trés
medidas realizadas, produziu efeito inferior ao da fenilbutazona. Os indices inibitorios
foram de 12,6, 32,9 e 21,8% para 0 extrato etandlico de B. trinervis e 71,4, 66,6 e

59,2% para a fenilbutazona.

GIANELLO et al. (1999) investigaram a atividade antiedematogénica dos
flavondides 7,3’-dimetil-éter-luteolina, homoeridictiol e eridictiol isolados a partir do
extrato acetonico das partes aéreas de B. calliprinos e B. rhetinodes. As substancias

foram administradas via intraperitoneal na dose de 75 mg/kg e seus efeitos foram



comparados a fenilbutazona, 1, 3, 5 e 7 horas apos a inducdo do edema. Os
resultados apontaram que o flavondide 7,3'-dimetil-éter-luteolina foi 0 composto mais
ativo, atingindo indices inibitérios de 18, 32, 40 e 13%, nas quatro medidas
realizadas, enquanto que os indices observados para a fenilbutazona foram 19, 44,
40 e 37%.

CIFUENTE et al. (2001) estudaram a atividade antiedematogénica de B.
medullosa e B. rufescens através de inducdo de edema plantar em ratos com
carragenina, empregando fenilbutazona como substancia de referéncia. Foi
preparado um extrato bruto acetdnico das partes aéreas das plantas o qual, depois
de evaporado o solvente e retomado em agua, foi submetido a sucessivos
particionamentos em n-hexano, cloroférmio e acetato de etila. O extrato bruto, as
fracOes e a substancia de referéncia foram administradas via intraperitoneal nas
doses de 80 mg/kg, e o edema plantar medido apos 1, 3, 5 e 7 horas transcorridas
da administracdo do agente flogistico. A fracdo n-hexano de B. medullosa e o extrato
acetobnico e a fracdo cloroférmica de B. rufescens apresentaram percentual de
inibicdo de edema maximo apdés 5 horas de 64, 52 e 50% respectivamente,

enguanto que a fenilbutazona apresentou um percentual de 48% no mesmo periodo.

3.3.4 Atividades hepatoprotetora e gastroprotetora

SOICKE; LENG-PESCHLOW (1987) avaliaram a ac&o hepatoprotetora do
extrato acetato de etila obtido a partir das partes aéreas de B. trimera e dos
flavondides quercetina, luteolina, nepetina, apigenina e hispidulina, isolados do
mesmo. O extrato e os flavondides isolados foram administrados via intraperitoneal
nas doses de 10 e 50 mg/kg, apds processo de ressuspensao em salina com Tween
20 e centrifugagdo, sendo apenas o0 sobrenadante utlizado. A atividade
hepatoprotetora foi identificada em ratos intoxicados com 3,4 mg/kg de faloidina via
intraperitoneal. Transcorrida 1 hora da administracdo da faloidina, o extrato
aumentou a sobrevivéncia dos animais. O composto isolado mais ativo foi a

hispidulina, aumentando o indice de sobrevivéncia para 80%.

BAGGIO et al. (2003) publicaram um estudo sobre o efeito gastroprotetor de
extratos brutos hidroalcodlico e aquoso de B. illinita. Foram induzidas lesGes

gastricas agudas nos ratos com o uso de etanol 70% (grupo 1), indometacina (20



mg/kg, via subcutanea) (grupo 2) e estresse (induzido por anestesia com éter até a
imobilizagédo) (grupo 3), caracterizando trés grupos teste distintos. Os animais foram
sacrificados uma hora apds o tratamento no grupo 1, seis horas no grupo 2 e trés
horas no grupo 3. Os estbmagos foram removidos e a mucosa lavada e examinada
para a quantificacdo das lesdes. O extrato hidroalcodlico administrado nas doses de
1 a 6 g/kg via oral, ndo produziu sinais de toxicidade nos animais e protegeu-o0s
contra lesdes produzidas por etanol. Os autores concluiram que estas plantas
apresentaram um efeito protetor contra lesdes da mucosa géstrica envolvendo os
fatores naturais de protecdo da mesma como a manutencdo do muco, fluxo de

bicarbonato e sangue.

3.3.5 Atividade antiviral

Baccharis trinervis e B. teindalensis foram submetidas a um screening de
atividade antiviral in vitro contra o HSV-1 (virus do Herpes simplex tipo 1), VSV (virus
da estomatite vesicular) e poliovirus tipo 1 através da avaliacdo do efeito citopatico
sobre células HelLa (células de carcinoma cervical humano). O extrato aquoso de B.
trinervis apresentou o potencial de inibicdo contra a replicagdo do HSV-1 de 100%,
nas concentracfes de 50 — 200 ug/mL, sem apresentar efeito citotoxico. O extrato
etandlico de B. teindalensis (50 — 125 pg/mL) inibiu a replicacdo do VSV. Nenhum

extrato foi efetivo sobre a replicagdo do poliovirus tipo 1 (ABAD et al., 1999a).

Extratos etandlico e aquoso de B. genistelloides e B. rubricaulis também
foram submetidos a avaliacdo da atividade antiviral empregando a mesma técnica e
frente aos 0s mesmos virus do trabalho anterior. O extrato aquoso de B.
genistelloides inibiu a replicagdo do HSV-1 nas concentragdes de 25 — 50 nug/mL,
bem como a replicacdo do VSV nas concentragdes de 25 — 125 ug/mL (ABAD et al.,
1999Db).

PALOMINO et al. (2002), realizaram um estudo de atividade antiviral contra o
HIV (virus da imunodeficiéncia humana) com extratos aquosos e etanolicos de B.
trinervis, B. teindalensis, B. genistelloides e B. rubricaulis. Unicamente o extrato
aquoso (10 - 400 ug/mL) de B. trinervis apresentou potente atividade inibitéria contra

este virus in vitro no ensaio MTT, e nenhum efeito citotéxico foi observado mesmo



na maior concentracdo empregada. Este extrato foi submetido a fracionamento
preliminar em coluna cromatografica com Sephadex LH-20, sendo obtidas quatro
fraches, as quais também foram submetidas ao mesmo ensaio. As duas primeiras
fracOes eluidas da coluna inibiram a replicacdo do HIV em células MT-2 (linfoma
humano) infectadas, sem apresentar efeitos citotoxicos, nas concentracées de 10 a
200 pg/mL.

MONTANHA et al. (2004) verificaram a atividade antiviral contra o virus HSV-
1 (cepas KOS, ATCC e AC-R) em células Vero de extratos aquosos e
hidroalcodlicos de B. articulata, B. cylindrica, B. conyzoides, B. erigeroides, B.
erioclata, B. megapotamica, B. mesoneura, B. patens, B. pseudotenuifolia, B.
punctulata, B. radicans, B. semiserrata, B. spicata B. trimera, B. trinervis, B. uncinella
e B. usterii dentre outras plantas. Os resultados (efeito citopatico — CPE) indicaram
que o extrato aquoso (1,25 mg/mL) e hidroetandlico (0,5 mg/mL) de B. erioclata foi
ativo frente as trés cepas virais avaliadas. Para o extrato hidroetandlico de B.
megapotamica (0,005 mg/mL) foi verificada atividade anti-herpética frente a cepa
KOS, enquanto que o extrato hidroetandlico de B. uncinella (1,25 mg/mL) foi ativo
frente as cepas KOS e AC-R.

3.3.6 Toxicidade de espécies do género Baccharis

As espécies do género Baccharis, sobre as quais existe maior numero de
estudos quanto a toxicidade séo B. coridifolia e B. megapotamica. Tal propriedade

vincula-se a presenca de tricotecenos macrociclicos nessas espécies.

Os primeiros relatos sdo da década de 70 quando TOKARNIA e
DOBEREINER (1976) e DOBEREINER et al. (1976) relataram seus estudos de
intoxicacdo experimental de bovinos, ovinos e coelhos por B. coridifolia,
demonstrando que tal planta poderia causar a morte desses animais. JA nas
décadas de 80 e 90 outros autores descobriram que o responsavel pela intoxicacao
dos animais por B. coridifolia era a presenca de micotoxinas toxicas conhecidas
como tricotecenos macrociclicos (HABERMEHL et al., 1985, 1989; JARVIS et al.,
1987b, 1988, 1991, 1996; RIZZO et al., 1997). Também foi relatada a presenca de



tricotecenos em B. megapotamica (KUPCHAN et al., 1971, 1977; JARVIS et al.,
1987a) e em B. artemisoides (RIZZO et al., 1997).

MONGELLI et al. (1997) verificaram que o extrato diclorometano de B.
coridifolia (1 mg/mL) inibiu o crescimento das células KB (células do carcinoma oral
epidermoéide humano) em 78%. Os estudos da atividade antioxidante deste e outros

extratos desta planta foram relatados anteriormente.

Em 2000, MONGELLI et al. estudaram a atividade citotoxica dos extratos
diclorometano e metandlico das partes aéreas de B. grisebachii, usada na medicina
popular da Argentina contra o cancer. Os extratos da planta foram testados frente a
uma linhagem de células KB (células de carcinoma oral epidermoide humano),
quanto a inibicdo de tumores superiores de vesicula e interagcdo com DNA. Os
extratos cuja EDsy foram menores que 50 pug/mL foram considerados ativos em
relacdo aos primeiros testes. O extrato diclorometano de B. grisebachii foi inativo
frente as células KB, apresentando um EDsp; maior que 200 ug/mL, apresentou
atividade inibitoéria dos tumores superiores de vesicula na ordem de 60% e néo foi
capaz de interagir com DNA, pois o indice de diminuicdo da absortividade do
complexo DNA - verde de metila foi inferior a 20%. O extrato metandlico nao

apresentou atividade nos testes realizados.

3.4 Composicado quimica do género Baccharis

3.4.1 Oleos volateis

Estudos demonstram uma grande diversidade quanto a composicao de Oleos

volateis em espécies do género Baccharis.

MOLT; TRKA (1983) identificaram mirceno, p—-cimeno, A°-careno, p-
felandreno, cariofileno, B, vy, 6-elemeno, espatulenol e di-hidrocinamato de etila no

Oleo volatil de B. dracunculifolia.

Em Baccharis articulata (Lam.) Persoon e Baccharis crispa foram identificados
a-pineno, cis—cariofileno, B-guaieno, y-elemeno, &-cadineno e aromadendreno
(TONN et al., 1987).



Das partes aéreas de B. ochracea foram caracterizados terpinen-4-ol,
cariofileno, pB-cariofileno e germacreno-D (SOBOTTKA, 1992).

LOAYZA et al. (1995) analisaram B. salicifolia, B. latifolia e B. dracunculifolia
coletadas em diferentes areas de cultivo relatando a presencga de quatro grupos de
compostos, monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e

sesquiterpenos oxigenados, como a germacrona e o ledol.

FERRACINI et al. (1995) investigaram a composicao dos 6leos volateis em 7
espécies do género Baccharis. Foram relatadas as presencas de B-cariofileno em B.
dracunculifolia, B-pineno, limoneno, B-cariofileno e espatulenol em B. erioclata, &-
cadineno, (E)-nerolidol e espatulenol em B. myriocephala, espatulenol em B.

platipoda e B. tridentada e p-cariofileno e 8- adineno em B. vincaefolia.

A composicdo de Oleos volateis de trés espécies do género Baccharis foi
descrita por ZUNINO et al. (1998) relatando como constituintes majoritarios de B.
articulata o p-cariofileno e o (E)-nerolidol, de B. myrtilloides o germacreno-D e de B.

rufescens, o limoneno e o (E)-nerolidol.

BAILAC et al. (2001) relataram a composicao do oOleo volatil de B. coridifolia,
destacando como componentes majoritarios isocariofileno, B-cariofileno, oxido de

cariofileno e pB-selineno.

COBOS et al. (2001) avaliaram a composicao do 0Oleo volatil de B. notosergila.
Foram identificados a-pineno, limoneno, B-cariofileno e espatulenol. Os autores

também verificaram que este 6leo apresentou moderada atividade antimicrobiana.

Ainda em 2001, ZUNINO et al. identificaram trans—nerolidol, cadinol e

cubenol, como constituintes principais em B. cordobensis.

No mesmo ano, a partir do Oleo volatii de B. uncinella, FRIZZO et al.
obtiveram «a-pineno, f-pineno, limoneno, espatulenol, globulol, (E)-nerolidol,

biciclogermacreno e terpinen-4-ol.



3.4.2 Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos mais importantes relatados para o género Baccharis séo
0os tricotecenos. Essas substancias representam o0 mais importante grupo de
micotoxinas, responsaveis por um grande numero de relatos de intoxicagcdes em
animais e em humanos. Os tricotecenos sdo amplamente estudados devido sua
potencial atividade citotdxica sobre alguns tipos de células tumorais, sobretudo em
células sanglineas e também por suas propriedades antibioticas (KUPCHAN, 1977;
JARVIS et al., 1986, 1987b, 1991, 1996; RIZZO et al., 1997; VARASCHIN et al.,
1998).

Estes compostos encontram-se principalmente em B. coridifolia e B.
megapotamica estando divididos em duas categorias, 0s tricotecenos simples, como
as toxinas T2 e HT-2, descritos por MIROCHA et al. (1988; 1989) e os tricotecenos
macrociclicos, baccharinoides, roridinas e verrucarinas (figura 2) (HABERMEHL et
al., 1985; JARVIS et al., 1986, 1987, 1991, 1996; VARASCHIN et al., 1998).

RIZZO et al. (1997) também descreveram a presenca das roridinas A, E e D
em B. artemisioides, sendo este o Unico relato da presenca destas substancias em

outra espécie do género Baccharis.

Por outro lado, os tricotecenos também sao relatados em fungos do género
Myrothecium sp., 0s quais, muitas vezes, encontram-se associados as espécies do
género Baccharis. Inicialmente, acreditava-se que a producdo destas substancias
ocorria devido a interagdo planta-fungo, entretanto, os pesquisadores verificaram
gue plantas nao infectadas por estes fungos também produzem tricotecenos
(JARVIS et al., 1989, 1991; ROSSO et al., 2000; GARCIA et al., 2002).
roridina A: R,=CHOHCH;CH,; R,=CH=CCH;CH,
roridina D: R,=CHOCCH;CH,; R,=CH=CCH;CH,
roridina E: R,=H; R,=CH=CCH,CHj;

verrucarina A: R,=CHOHCHCH; R,=R;=0
verrucarina J: R,=CH=CCHj;; R,=R;=0

Figura 2: Estruturas de tricotecenos macrociclicos de B. coridifolia (JARVIS et al.,
1988).



3.4.3 Diterpenos

Os diterpenos constituem a classe de compostos mais abundante em

espécies do género Baccharis, sendo relatados para a maioria das espécies (tabela

1). As estruturas dos diterpenos relatados para as espécies de interesse neste

trabalho estéo representadas na figura 3.

Tabela 1: Diterpenos encontrados em espécies do género Baccharis

Tipos de Diterpenos
(ntcleo basico)

Espécies

Referéncias

clerodanos

B. artemisioides
B. articulata
B. boliviensis

B. gilliessii
B. myrsinites
B. obtusifolia
B. peruviana
B. pingraea

B. trimera
B. tricuneata
B. rhetinoides
B. salicifolia
B. santelicis

B. sarothroides

B. vaccinoides
B. crispa
B. lejia
B. flabellata
B. gaudichaudiana

TONN et al., 1982.
STAPEL et al., 1980; DAl et al., 1993
ZDERO et al., 1989
Ll et al., 1997
ZDERO et al., 1986.
ZDERO et al., 1986
ARRIAGA - GINER et al., 1986.
ZDERO et al., 1986.
ZDERO et al., 1989.
WAGNER et al., 1978.
ZDERO et al., 1989.
ZDERO et al., 1986.
ZDERO et al., 1991.
ZDERO et al., 1989.
CENAL et al., 1997
LABBE et al., 1991.
SAAD et al., 1988;
HIKAWCZUK et al., 2002.
AKAIKE et al., 2003; GUO et al.,
2006, 2007.

Labdanos

B. boliviensis
B. gaudichaudiana
B. latifolia
B. paniculata
B. pedunculata
B. petiolata
B. pingraea
B. salicifolia
B. sternbergiana
B. polifera

ZDERO et al., 1989.
FULLAS et al., 1992.
ZDERO et al., 1989.
FAINI; CASTILLO, 1990.
JAKUPOVIC et al., 1991.
ZDERO et al., 1991.
ZDERO et al.,1986;WACHTER et al.,
1999
ZDERO et al., 1986.
ZDERO et al., 1989.
ZDERO et al., 1986

B. ochraceae

SCHENKEL et al., 1997.




Baccharis articulata Baccharis articulata Baccharis articulata

articulina R=H 15,16-ep6xi-7a,18-diidroxi- | R=OH (8p-hidroxi-7-oxo-

15-metoxi-ent-cleroda-3- ent-cleroda-3-en-15,18-

acetato de articulina eno diacido-16,19-dilactona)
R= CH;OCO-

R=H (7-0x0-16,19-diidroxi-
3,4-desidroclerodan-15,20-
diacido-dilactona)

r

OH
,—0
O/
Baccharis trimera Baccharis spicata Baccharis spicata
6o-hidroxi-
lactona diterpénica bacchotriconeatina A bacchotricuneatina A

Figura 3: Diterpenos em B. articulata, B. trimera e B. spicata (STAPEL et al., 1980;
ZDERO et al., 1989; DAI et al., 1993; GALLARDO et al., 1996).

3.4.4 Triterpenos e saponinas

Os triterpenos sao encontrados em algumas espécies do género Baccharis,
sendo 0 mais comum representante dessas substancias o acido oleandlico, descrito
por SILVA et al. (1971) em B. rhomboidales. Essa substancia também é relatada em
B. gilliessi (GIANELLO; GIORDANO, 1984), B. salicifolia (WARNING et al., 1986), B.




patagonica (RIVERA et al., 1988), B. flabellata (SAAD et al., 1988) e B. linearis (HE
et al., 1996; ARGANDONA et al., 1993).

A presenca de saponinas € mencionada por PAVAN (1952) e SALAMA et al.
(1987) através da determinacdo do indice de espuma e do poder hemolitico em B.

trimera e B. decussata.

GENE et al. (1996) detectaram a presenca de cinco saponinas em B. trimera,
sendo que apenas a aglicona da saponina majoritaria, obtida através de hidrdlise
acida da fracdo bruta, foi identificada como derivada do acido equinocistico.

N&o foram encontrados na literatura relatos da presenca dessas substancias

em B. articulata, B. spicata e B. usterii.

3.4.5 Compostos fendlicos

3.4.5.1 Flavonoéides

Em Baccharis sarothroides destacam-se flavonéides com atividade citotoxica,
como a centauredina e 3,4-di-metoxi-3',5,7-tri-hidroxi-flavona  (KUPCHAN;
BAUERSCHMIDT, 1971).

A partir das partes aéreas de B. crispa foram isolados e identificados a
gencavanina, apigenina, 7,4’-dimetilapigenina, 5-hidréxi-7,4’-di-metdxi-flavona e 5,
3’-di-hidréxi-7,4'-dimetil-flavona (BANDONI et al., 1978; PALACIOS et al., 1983;
GIANELLO; GIORDANO, 1984).

Em Baccharis gilliessi e B. myrtilloides foi caracterizado o flavonoide jaceidina
(GIANELLO; GIORDANO, 1984).

Além desses, ainda séo citados flavonéides para B. petiolata (isoramnetina e
desmetoxicentauredina), B. confertifolia (7,4’-di-metil-naringenina, 7,3’,4’-tri-metil-
eriodictiol,  7,3'-di-metil-eriodictiol, 3',4’-di-metil-eridictiol e escopoletina), B.
paniculata (3,7-di-metil-quercetina, isoramnetina e 7-metil-eriodictiol) e B. concava
(cirsimaritina) (ZAMORANO et al., 1987; FAINI; CASTILLO, 1990), B. angustifolia
(isoquercitrina) (WAGNER et al., 1972), B. grisebachii (pectoolinaringenina e
nevadencina) (GIANELLO; GIORDANO, 1987), B. ochracea (isoquercitrina)



(SCHENKEL et al., 1997), B. glutinosa (5,7-di-hidroxi-flavanona) (MIYAKADO et al.,
1976), B. magellanica (hispidulina e escopoletina) (RIVERA et al., 1988), B.
calliprinos (7,3-di-metil-éter- luteolina, homoeriodictiol e eridiotictiol-3’,4’-di-metil-
éter), B. rethinoides (7,3’-di-metil-éter-luteolina) (GIANELLO et al., 1999).

Para Baccharis trinervis sao descritos pectolinaringenina, salvigenina e
penduletina (SHARP et al., 2001).

A distribuicdo de flavonoides nas espécies de interesse neste estudo €
bastante diversificada. Especificamente para Baccharis articulata foram
caracterizados os flavondides gencavanina, acacetina, 7,4’-di-metil-apigenina,
cirsimaritina e salvigenina (GIANELLO; GIORDANO, 1984). Para B. trimera foram
descritos eupatorina, cirsimaritina, hispidulina, canferol, luteolina, nepetina,
quercetrina, 5-hidréxi-3,'4’,6,7-tetra-metoxi-flavona, 3-O-metil-quercetina e
apigenina, dentre outros (HERZ et al., 1977; SANTOS FILHO et al., 1980; DAILY et
al., 1984; SOICKE; PESCHLOW, 1987; MELLO, 1989; RENDON; VILA, 1995; GENE

et al., 1996). A figura 4 apresenta os flavondides descritos para estas espécies.

Para as demais espécies ndo foram encontrados relatos da ocorréncia
destas substancias.

Espécie Nome R Ra Rs Rq Rs
acacetina H H H CHs H

7,4"- dimetil-apigenina CHs H H CH3 H

B. articulata cirsimaritina CHs CHs H H H
salvigenina CHs CHs H CHs H

gencavanina CH; H H H H

quercetina OH H OH OH OH

luteolina OH H H OH OH

B. trimera nepetina OH | CH30O H OH OH
apigenina OH H H OH H

hispidulina OH | CH30 H OH H

Figura 4: Flavonodides isolados de B. articulata e B. trimera (GIANELLLO;
GIORDANO, 1984; ARRIAGA-GINER, 1986; SOICKE; PESCHLOW, 1987; MELLO,
1989; RENDON; VILA, 1995; GENE et al., 1996).



3.4.5.2 Outros compostos fendlicos

Derivados do acido caféico também sédo encontrados em algumas espécies
do género Baccharis. NAGATANI et al. (2001) relataram o isolamento de dez novos
glicosideos derivados do acido caféico (dracunculifosideos) a partir das partes
aéreas de B. dracunculifolia. Estes consistem em p-D—glicopiranosideos ou

acrescidos de um grupo (E) cafeoil (figura 5).
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Figura 5: Glicosideos do acido caféico (dracunculifosideos A - J) isolados de B.
dracunculifolia (NAGATANI et al., 2001).

Em 2003, De OLIVEIRA et al. isolaram do extrato n-BuOH de B. articulata
uma substancia derivada do acido caféico, identificada como éster 4’-O-B-D-

glicopiranosil-3,5-dimetoxi-benzil caféico, (figura 6) sendo esta de carater inédito.



Figura 6: Substancia Ba Il (éster 4’-O-B-D-glicopiranosil-3,5-dimetdxi-benzil cafeato),
isolado de B. articulata (De OLIVEIRA et al., 2003).

SIMOES-PIRES et al. (2005), realizaram o isolamento e identificacdo de
compostos antioxidantes de B. trimera, B. crispa e B. usterii por HPLC-UV-MS/MS.
Os autores investigaram 0s extratos aquosos obtidos das partes aéreas destas
plantas, identificando seis derivados do acido quinico (acidos 3-O-[E]-cafeoilquinico,
5-O-[E]-cafeoilquinico, 4-O-[E]-cafeoil-1-metil-quinico, 4,5-O-[E]-di-cafeoilquinico,
3,4-0O-[E]-di-cafeoilquinico e 3,5-O-[E]-di-cafeoilquinico), os quais apesar de ja
conhecidos na literatura, foram citados pela primeira vez para espécies do género
Baccharis (figura 7). Além disso, também s&o relatadas as presencas dos
flavondides isoquercitrina, quercetina e nepetina no extrato de B. trimera. A andlise
incluiu a comparacdo do perfil cromatografico por HPLC dos extratos aquosos

destas plantas.

OH
OH 1 R;=0H Rs=cafecil R&=H Rs=H
2 R;=0H R;=H R,=H Rs= cafeoil
3 R1: OCH3 R}ZH R4: cafeoil R5: H
4 R;=O0H R;=cafeoil R=cafeoil Rs=H
= I:E:I - Cafeoil 5 R;=0H R;=H Ry=cafeoil Rs= cafeoil
6 R;=OH R;= cafeoil R4= H Rs= cafeoil
X
Y

OH O Nepetina
Isoquercitrina Quercetina

Figura 7: Compostos fendlicos isolados de B. usterii e B. trimera (SIMOES-PIRES et
al., 2005).
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Abstract: The Baccharis species, known in Brazil as “carquejas” are used for
digestive disorders in folk medicine. Phytochemical studies reported the presence of
phenolic and terpenoid compounds as the main constituents and the literature also
describes anti-inflammatory, antioxidant, and antimicrobial activities for the Baccharis
species. Due to difficult botanical characterization, the development of chemical
differentiation of these plants is important. In this paper, we present the chemical
characterization of five native Baccharis species to Southern Brazil by TLC, using

just one mobile phase and two colors reagents.
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INTRODUCTION

The genus Baccharis (Asteraceae) is exclusive to America, encompassing nearly
400 species of which approximately 120 grow in Brazil. Around 70 species in the
State of Rio Grande do Sul [1-3] are described. Popularly known as “carquejas”,
Baccharis species aerial parts are used in traditional medicine, mainly for digestive
disorders.[4] Previous studies reported the presence of phenolic compounds as
flavonoids and phenolic acids,[5,6] diterpenes and saponins.[7-9] Their
pharmacological and biological properties are described as anti-inflammatory,
analgesic, antioxidant, and antibacterial for the Baccharis species.[4,9 — 11] Although
their use is traditional, the botanical differentiation among these species is complex,
the correct nomenclature, the synonyms of the members, and especially botany
morphology is controversial. It is very difficult for the correct identification of the three
winged species, such B. trimera, B. cylindrica, and B. usterii[3,4,12] in the absence of
flowers. On the other hand, B. articulata is considered to be a very close
taxonomically related species to B. gaudichaudiana, both two-winged species.[8]
Considering that, recently, we reported the isolation and identification of Ball
compound  (4’-O-B-D-glucopyranosyl-3’,5’-dimethoxybenzyl-caffeate) from  B.
articulata, and this compound showed antioxidant properties comparable to Trolox,[6]
Ball could be used as a good chemical marker for this species. Altogether,
considering that these species are used as medicinal plants, often without correct
identification, the development of fast and easy TLC methodology may contribute
significantly to the differentiation between these plants and to their control quality as
raw materials. Herein, we report a chemical characterization by thin-layer
chromatography (TLC) of B. articulata, B. cylindrica, B. spicata, B. trimera, and B.
usterii, native species to the State of Rio Grande do Sul, Brazil.

EXPERIMENTAL

Plant Material

Aerial parts of B. articulata (Lam.) Person (BA), B. cylindrica (Less.) DC (BC), B.
spicata (Lam.) Baillon (BS), B. trimera (Less.) DC (BT), and B. usterii Heering (BU)

were collected in Porto Alegre, State of Rio Grande do Sul, Brazil. Herbarium



specimens are on deposit in the Herbarium of the Botany Department of
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. Each plant material

was air dried and powdered separately.

Reference Substance

Pure Ball compound (4’-O-B-D-glucopyranosyl-3’,5’-dimethoxybenzyl-caffeate) was

previously isolated from B. articulata.[6]

Preparation of Plant Extracts

The aqueous extracts from Baccharis species were prepared, separately, by
decoction of the plant material (1g, 2 x 100 mL) during 30 min. Part of each aqueous
extract was evaporated under reduced pressure. The other part of each aqueous
extract was partitioned, separately, using n-BuOH of which the solvent was
evaporated under reduced pressure. Yields of each extract, i.e., of the Baccharis
species (aqueous extract/n-BuOH fraction, mg): B. articulata (200/178), B. cylindrica
(253/117), B. spicata (230/104), B. trimera (290/200), and B. usterii (270/90) were as
given here. Fifteen mL of each sample, dissolved in MeOH (10 mg/mL), was applied

to a TLC plate as a band, at the starting line.

Thin-Layer Chromatographic Analysis

Phytochemical profiles of Baccharis species were established by thin-layer
chromatography (TLC) on silica gel plates (Merck F254, 20 x 20 cm) using as mobile
phase chloroform-ethanol-acetic acid (CHCIl3:EtOH:HOACc, 60:40:6, v/v). The mobile
phase was allowed to migrate 15 cm from the starting line. Detections were
performed using, separately, two colours of reagents: anisaldehyde-H,SO4, heating
to 100°C, and diphenylboryloxyethylamine 1% in methanol, followed by PEG 400
(5%, wiv) (Natural Reagent).[13] Spots were observed under visible light and long-

wave UV light after being sprayed by the coloured reagents.

Figures 1 and 2 are photographed chromatographs in long-wave UV light. Figure 3 is

a photographed chromatograph in visible light.



RESULTS AND DISCUSSION

Considering the large use of Baccharis species in folk medicine, and the
morphological similarity of some native species from Southern Brazil, an analytical
method to differentiate these species was developed. The extracts of plants were
prepared in order to obtain polar compounds, considering their popular uses,[4] So,
aqueous extracts and a n-BuOH fraction were used in our TLC analysis. A quick and
economical method that had been performed to obtain the differentiation of these

Baccharis species through their phytochemical profiles is described.

Figure 1 presents the chromatographic profile of aqueous extracts from the
Baccharis species using silicagel 60 plates GF,s4, CHCIl3:EtOH:HOAC (60:40:6, v/v)
as mobile phase, anisaldehyde-H,SO4, heating to 100°C as colour reagent, and
visualisation under UV light, 356 nm. It is possible to verify that some extracts have
important characteristics. B. articulata has a major blue spot (Rf 0.6) not detectable
elsewhere and identified as Ball compound. Additionally, it was also possible to
differentiate B. trimera aqueous extract that shows two yellow spots (Rf 0.6 and 0.8)
and B. usterii with two major spots (one red and another one brown), at Rf 0.7 and
0.5, respectively. B. spicata has one yellow spot at Rf 0.2. B. cylindrica extract did

not show any characteristic using this chromatographic condition.

Figure 1. TLC profile of agueous extract from Baccharis species. Chromatographic
system: Si gel GF,s4, CHCI3:EtOH:HOAC (60:40:6, v/v), anisaldehyde-H,SO, then
heating (100°C)/UV356. For sample codes see Experimental section.



Figure 2. TLC profile of aqueous extract from Baccharis species. Chromatographic
system: Si gel GF254, CHCI3:EtOH:HOAc (60:40:6, v/v), natural reagent/UV356. For
sample codes see Experimental section.

Figure 2 shows the chromatographic profile of Baccharis species using the same
chromatographic conditions of Figure 1, except the natural reagent as colour reagent
was used. Using this reagent, it is possible to observe the profile of the phenolic
compounds present in the aqueous extracts. First, it is clear to observe that B.
cylindrica aqueous extract does not present phenolic compounds. B. articulata, B.
spicata, B. trimera, and B. usterii extracts can be differentiated through their

chromatographic profile.

Figure 3 presents the pattern of n-BuOH fractions from Baccharis species using
silicagel plates GFzs4, CHCI3:EtOH:HOAC (60:40:6, v/v) as mobile phase and
anisaldehyde-H,SO, then heating (100°C) as colour reagent. A predominance of
polar compounds with terpenoid colour characteristic was observed at all studied
species. B. articulata is the only species presenting the Ball compound (Rf. 0.6).
Another important characteristic is that the B. usterii chromatographic profile showed
three major violet spots undetectable in the other species. In relation to the other
Baccharis species, B. cylindrica has an important quantity of terpenoid compounds.
Through the use of one mobile phase, and changing only the colour reagent, it was
possible to differentiate the five South Brazilian Baccharis species studied herein. It
is possible to observe gualitative and quantitative differences on the chemical profile
of aqueous extract and a n-BuOH fraction from these species.



BA BT BS BU BC Ball

Figure 3. TLC profile of n-BuOH fraction from Baccharis species. Chromatographic
system: Si gel GF,s4, CHCI3:EtOH:HOAC (60:40:6, v/v), anisaldehyde-H,SO, then
heating (100°C). For sample codes see Experimental section.

Although the botanical differentiation among these plants is complex due to
morphological similarity, their chemical profiles can be easily differentiated by the
chromatographic conditions presented herein. Accordingly, terpenoids and phenolic
compounds can be used as quality markers in the identification of the species
studied herein. Especially, the Ball compound could be used as a quality marker in

the identification of B. articulata.
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Abstract

Baccharis articulata and Baccharis usterii, members of Asteraceaec are native species to
South Brazil, Paraguay, Uruguay and Argentina. Their aerial parts have been used in folk
medicine as diuretic and digestive. In recent years there is a rapid increase in the information
available on the structures and pharmacological activities of novel compounds isolated and
identified from this genus. Herein, we report the isolation and characterization of two new
compounds from n-BuOH fraction of B. articulata (4’-O-B-D-glucopiranosyl-3,5-
dimethoxibenzyl-tetrahydro-2H-pyran-2-yl-acetyl-carbonate and 4’-O-B-D-glucopiranosyl-
3,5-dimethoxybenzyl-methanol) and two compounds from B. usterii (4,5-O-[E]-
dicaffeoylquinic acid, a known substance and 7-hydroxy-5,4’-dimethoxy-flavone, a new
compound). These compounds were characterized by ESMS, UV, NMR ('H, "*C, HMBC and
HMQC) and also by comparison with literature data.

Keywords: Baccharis, isolation and structural elucidation, phenolic compounds

(artigo a ser submetido)



Introduction

Baccharis articulata and Baccharis usterii, members of Asteraceaec are native species to
South Brazil, Paraguay, Uruguay and Argentina. Their aerial parts have been used in folk
medicine as diuretic and digestive.! In recent years there was a rapid increase in the
information available on the structures and pharmacological activities of novel compounds
isolated and identified from this genus.” About 150 compounds have been isolated and
identified from Baccharis species and the most prominent compounds are diterpenoids,
flavonoids and phenolic acids derivatives, respectively.”™ In our previous work, we reported
the isolation and identification of Ba Il compound (4’-O-B-D-glucopyranosyl-3’,5’-
dimethoxybenzyl-caffeate) from B. articulata and this compound showed antioxidant
properties comparable to Trolox”. ®

Herein, we report the isolation and characterization of four compounds from n-BuOH fraction
of B. articulata and B. usterii, respectively. Their structures were determined on basis of
spectrometric analysis including ESMS, UV, NMR ('H, "*C, HMBC and HMQC) and also by

comparison with literature data.

Results and discussion

Considering the large use of Baccharis species in folk medicine, the discovery of new
molecules from these plants and information about their pharmacological activities are
important by scientific knowledge about this genus.

The n-butanol fraction of B. articulata (4 g) was column chromatographed on silica gel using
a gradient of ethyl acetate—methanol. Ba |1l compound (38 mg) was further purified by
precipitation with methanol.

Ba III was isolated as an amorphous white solid. The structure of Ba III was assigned by a
combination of one and two-dimensional NMR methods, ESMS and data comparison of Ba II
compound, isolated and identified in our previous work.® Ba IIl ESMS spectrum exhibited
molecular ion peak at m/z 539 [M + Na]". This information together with the presence of 23
signals in BC-NMR spectrum suggested the molecular formula C,3H3,0;3. The DEPT
spectrum revealed two methoxyls, seven methylenes, eight methane and six quaternary carbon
atoms (table 1). The chemical shift of the three methylene groups (6 66.4, 69,2 and 61,5)
evidenced that they were substituted by an oxygen atom. '"H-NMR spectrum exhibited one

singlet (6H) at 6 3.80 that indicated the presence of two methoxyl groups. Two broad singlets



at 8 6.90 (2H) also suggested the presence of one tetrasubstituted aromatic nucleus.” Analysis
of the remaining signals suggested the presence of a sugar residue whose anomeric proton
was at 8 4.90 (d, J= 7.5 Hz, 1H) was typical of B-D-glucose.”'' *C-NMR spectrum
confirmed the presence of two carbonyl functions (6 170.8 and 174.0), two methoxyl groups
(0 56.0), two aromatic methine carbons (0 106.2) attributed to a symmetric nucleus
substituted with two methoxy groups.” The final structural assignment was established by
heteronuclear 2D NMR experiments which showed correlations between the methylene
hydrogens (6 5.10, H-7) and quaternary carbon of the tetrasubstituted aromatic nucleus (&
133.1, C-4). Also observed correlations between anomeric carbon of B-D-glucose (H-1") and
quaternary carbon of aromatic (8 135.6, C-1). The methylene hydrogens (3 4.30, H-9) showed
correlations with carbonyl at (6 174.0, C-10). Therefore, Ba Il1 (figure 1) was identified 4’-
O-B-D-glucopiranosyl-3,5-dimethoxibenzyl-tetrahydro-2H-pyran-2-yl-acetyl-carbonate, a
novel compound.

Ba IV substance (21 mg) was obtained by preparative TLC using dichloromethane-methanol
(90:10, v/v). The ESMS spectrum exhibited molecular ion peak at m/z 369 [M + Na]
indicating a molecular mass of 346. Considering the presence of 15 signals in *C-NMR
spectrum, the molecular formula C;sH;,O9 was suggested. The one and two-dimensional
NMR spectra of Ba IV were very similar to those of Ba II* and Ba III compounds. The 'H-
NMR spectrum (table 1) showed a singlet at 6 6.70 (2H) indicating the presence of a
tetrasubstituted aromatic nucleus.” A signal at & 3.85 (6H) indicated the presence of two
methoxyl groups. A doublet at & 4.30 (J= 7.7 Hz, 1H) revealed the presence of an anomeric
hydrogen of B-D-glucose.'” The *C-NMR experiment presented 15 signals, attributed to four
quaternary carbons (8 153.2 and 138.7), two aromatic methines (6 104.0), five methine groups
attributed to sugar (6 103.1, 76.9, 77.1, 70.6 and 74.0), two methylene groups (& 65.0 and
61.7) and confirmed the presence of two methoxyl groups at (& 55.9). HMBC experiment
showed long-range correlations between the hydrogen signal at & 3.85 (methoxyls) and
quaternary carbons at & 153.0 (C-6/C-2). Also it was possible observed long-range correlation
between methylene group at 6 65.0 (C-7) and quaternary carbons at o 138.0 (C-4) and 104.0
(C-5/C-3). Considering these data and the NMR data from Ba II and Ba III, it was possible to
established to Ba IV the structure of 4’-O-B-D-glucopiranosyl-3,5-dimethoxybenzyl-

methanol, a new compound.



The n-butanol fraction of B. usterii (5 g) was subjected to gel permeation column
chromatography on Sephadex LH-20 (Pharmacia) eluted with methanol affording a phenolic
(1.5 g) and terpenic (2.8 g) sub-fractions. The phenolic sub-fraction, after purification by
column chromatography on silica RP-18, originated two compounds, BuF1 (30 mg) and
BuF2 (18 mg).

BuF1 compound was isolated as yellow solid. The UV spectral data showed absorption band
at 370 nm in (NaOH) indicating a bathochromic shift of band II in relation to the absorption
in methanol. Additionally, in aluminum chloride and aluminum chloride/hydrochloric acid

1. ESMS experiment exhibited fragments

provided preliminary evidence for an ortho dipheno
m/z = 190, 163 and 353, respectively. Considering these informations and the analysis of
NMR spectrum, it was established the presence of caffeic and quinic acids residues and
molecular mass of 516. So, it was suggested the molecular formula of CysHp4015. The 'H-
NMR spectrum showed signals at 8 6.80 (d, J= 8.1 Hz, 2H), 6.90 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 7.00 (d,
J= 8.0 Hz, 1H) and 7.10 (s, 2H) suggesting the presence of two trisubstituted aromatic
nucleus. Additionally, four doublets at & 6.30, 6.40, 7.60 and 7.70 (4H) with coupling
constants, J= 15.8 Hz were attributed to trans olefinic hydrogens. The chemical shifts at &
5.20 and 5.80, suggested the position of esterification of quinic acid moiety with caffeic acid
residues, because these chemical shifts are characteristic of 4-/5- substitutions at quinic
acid."""> The ""C-NMR experiment presented 25 signals attributed to seven quaternary
carbons (0 75.8, 126.4, 146.1, 148.2, 126.3, 145.9 and 145.2), six aromatic methine groups (0
113.5, 113.6, 115.1, 121.6 , 121.7 and 113.7), seven methine groups (6 69.4, 68.1, 113.7,
145.3 and 148.3), two methylene groups (6 39.5 and 37.4) and three carbonyls (& 179.0 and
167.3(2x)). Therefore, according these results and literature data BuF1 was identified as 4,5-
O-[E]-dicaffeoylquinic acid, previously isolated from Baccharis usterii.'

BuF2 (18 mg) also was isolated from phenolic fraction as a yellow solid. ESMS spectrum
exhibited molecular ion peak at m/z 321 [M + Na]". This information together with the
presence of 17 signals at BC-NMR spectrum suggested the molecular formula of Ci7H;40:s.
The 'H-NMR spectrum showed signals at & 3.91 (s, 6H) indicating the presence of two
methoxyl groups. Four doublets at 6 6.40, 6.81 (J=4 Hz, 2H) and 6.97 and 8.00 (J=9 Hz, 4H)
suggested the presence of two aromatic nuclei. Additionally, the *C-NMR spectrum showed
seven quaternary carbons (6 165.96, 164.94, 162.32, 162.04, 158.07, 121.76 and 105.0), two
methoxyl groups (0 56.87), one carbonyl (6 182.75) and seven methine groups (6129.4, 116.8,
105.0, 98.78, 93.51). The UV spectral data showed absorption band at 352 nm in (NaOAc)



indicating a bathochromic shift of band II in relation to the absorption in methanol, provided
preliminary evidence for C-7 OH. Additionally, in aluminum chloride and aluminum
chloride/hydrochloric acid did not showed changes in UV profile, suggesting the presence of
C-5 methoxyl.” Therefore, according to NMR and UV data, BUF2 was identified as 7-
hydroxy-5,4’-dimethoxy-flavone, a new compound.

According to literature, diterpenoids, flavonoids and other phenolic compounds, have been
reported as the major constituents of Baccharis species. About 120 species were studied in
relation to chemical constituents. Other wise, there are few phytochemical studies about B.
articulata and B. usterii.'’ In our previous work, it was reported the isolation and
identification of 4’-O-B-D-glucopyranosyl-3’,5’-dimethoxybenzyl-caffeate from n-butanol
fraction of B. articulata.® To this species, it was also isolated clerodane diterpenes and
flavonoids from dichloromethane and ethyl acetate extracts, respectively.'®"’ As far as we
know, B. usterii there is only one paper about characterization of dicaffeoylquinic derivatives
from the aqueous extract.'® Herein, we reported the isolation and characterization of four
compounds from Nn-BuOH fractions of B. articulata and B. usterii. From B. usterii we confirm
the presence of 4,5-O-[E]-dicaffeoylquinic acid'® and the new flavone, 7-hydroxy-5,4’-
dimethoxy-flavone (BuF2). Considering that the occurrence of flavonoidal aglycones is a
characteristic from Baccharis genus'’ and the common pardon of methoxyl substitution in C-
7/C-6 (A ring) and C-4’ (B ring) BuF2 compound having a different pardon of methoxyl
substitution in C-5."” On the other hand, the compounds isolated from B. articulata presented
structural similarity to the Ball compound,® previously isolated for us from n-butanol fraction

of B. articulata.

Conclusions

Baccharis genus presented a considerable number of species distributed at the American
continent. Considering the large use in folk medicine, the scientific knowledge about these
species is valuable. This study presented the isolation and structural elucidation of three new
compounds and one known compound from B. articulata and B. usterii. Additionally, the
Baccharis genus is a rich source of active compounds that, after careful scientific

investigation, could be used to the development of new drugs.



Experimental

General experimental procedures

ESMS analysis was performed on a Micromass-Waters Q-TOF Ultima spectrometer.
Ultraviolet absorbance measurements were obtained on a Shimadzu UV-2201
spectrophotometer. NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 500 spectrometer (125-

500 MHz).

Plant material

Aerial parts of B. articulata (Lam.) Person and B. usterii Heering were collected in Porto
Alegre, State of Rio Grande do Sul, Brazil, in May 2005. The voucher specimens were
identified by Dr. Sérgio Bordignon (UNILASALLE) and herbarium specimens are on deposit
in the Herbarium of the Botany Department of Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre, Brazil. Each plant material was air dried and powdered separately.

Extraction and isolation

Plant material (1.5 kg) was macerated in ethanol 70% (plant-solvent, 1:10, w/v) (2 X 10
days). The crude extract was obtained after filtration and evaporation of the ethanol under
vacuum. Aqueous residues were partitioned separately with dichloromethane, ethyl acetate
and n-butanol (3 x 200 ml, respectively). Each fraction was evaporated separately to dryness
under reduced pressure.

The n-butanol fraction of B. articulata (4 g) was column chromatographed on silica gel
(Merck®, 70-230 mesh) using a gradient of ethyl acetate—methanol to obtain Ba 111 (4-O-B-D-
glucopiranosyl-3,5-dimethoxibenzyl-tetrahydro-2H-pyran-2-yl-acetyl-carbonate) (38 mg) that
was further purified by precipitation with methanol. A fraction rich in Ba IV compound was
obtained by column chromatographic on silica gel (Merck®, 70-230 mesh) using a gradient of
dichorometane—ethanol as a solvent. Ba IV (4-O-B-D-glucopiranosyl-3,5-dimethoxybenzyl-
methanol) (21 mg) was further purified by preparative TLC using dichloromethane-methanol
(90:10, v/v). The n-butanol fraction of B. usterii (5 g) was subjected to gel permeation column
chromatography on Sephadex LH-20 (Pharmacia) eluted with methanol and affording a
phenolic (1.5 g) and a terpenic (2.8 g) sub-fraction. Two compounds were isolated from
phenolic sub-fraction after purification by column chromatography on silica RP-18 (EMD®,
230-400 mesh) using a gradient of water-methanol, BUF1 (4,5-O-[E]-dicaffeoylquinic acid)
(30 mg) and BuF2 (7-hydroxy-5,4’-dimethoxy-flavone) (18 mg).



Ba lll

White amorphous powder. ESMS m/z: 539, 421, 178 and 116 [M+Na]+, (C23H3,013). For 'H
and *C-NMR data see Table 1.

Ba IV

White amorphous powder. ESMS m/z: 369, 236 and 231[M+Na]+, (Ci5H2209). For 'H and
BC-NMR data see Table 1.

BuF1

Yellow solid. UV Apax/nm: 235s; 244; 295s; 330 (MeOH), 262; 310; 370 (NaOH), 234; 244;
300s; 330 (NaOAc), 251; 310s; 340 (NaOAc/H3BOs), 256; 310s; 348 (AICl3), 246; 300s; 330
(AICI3+HCI). ESMS m/z: 190, 163, 353 and 516 [M'], (C2sH24012). For 'H and >C-NMR
data see Table 2.

BuF2

Yellow solid. UV Ap./nm: 333; 268; 209 (MeOH), 333; 268; 209 (NaOH), 333; 268; 209
(NaOAc), 352; 346; 301; 276; 206 (NaOAc/H3sBOs), 333; 268; 209 (AICl3), 333; 268; 209
(AICI3+HCI). ESMS m/z: 257 and 298 [M+], (C7H1405). For 'H and ?C-NMR data see
Table 2.
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Table 1. '°C and "H-NMR data for Ba III and Ba IV compounds (500 — 125 MHz, §,

methanol-dy,).

Ba III BalV
Position Bc 'H Bc 'H
I 133.1 138.0
2 106.2 6.77 brs (2H) 153.0
3’ 153.2 104.0 6.70 s (2H)
4 135.6 138.0
5 153.2 104.0 6.70 s (2H)
6’ 106.2 6.77 brs (2H) 153.0
7 66.4 5.10 s (2H) 65.0 4.60 s (2H)
8’ 170.8
9 174.0
10° 69.2 4.30 brs (2H)
11 49.08 3.40 s (1H)
12 47.2 2.60 brs (2H)
13 244 1.80 m (1H)/2.10 m (1H)
14 39.9 2.00 m (2H)
15 453 3.00 m (1H)/3.20 m (2H)
2x OCH;  56.0 3.90 brs (6H) 55.9 3.85 brs (6H)
Glucose
1 1041  490d(1H)J=7.5Hz  103.1 4.30d(1H)J=7.7Hz
2 74.6 3.50 m (1H) 74.0 3.15m (1H)
37 76.8 3.40 m (2H) 76.9  3.30 m (1H)/3.40 m (1H)
4 70.1 3.40 m (2H) 70.6  3.30 m (1H)/3.40 m (1H)
57 77.3 3.20 m (2H) 77.1  3.30 m (1H)/3.40 m (1H)
6> 61.5 3.70m (2H)/3.80 m (2H)  61.7 3.85 brs (2H)/3.72m (2H)

Sunder methanol-dy signal



Table 2. °C and 'H-NMR data for BuF1 (methanol-ds) and BuF2 (DMSO-ds) compounds
(500 — 125 MHz).

BuF1 BuF2
Position Bc 'H Bc 'H

1 75.8

2 37.4 2.40 m (2H) 164.9

3 69.4 4.30s (1H) 105.0 6.89 s (1H)

4 69.4 5.20s (1H)J=9 Hz 182.7

5 68.1 5.80 m (1H) 165.9

6 39.5 2.20m (1H)/2.30 m (IH) 98.7 6.40d(1H)J=4 Hz
7 179.0 162.0

1’ 126.4 93.5 6.81d(1H)J=4Hz
2’ 113.5 7.10 s (1H) 162.3

3 146.1 105.0

4 148.2 121.7

5’ 115.1 6.80d (2H) J=8.1 Hz 129.4 8.00d (2H) J=9 Hz
6’ 121.6 7.00d (1H) J=8.0 Hz 116.8 6.97d (2H)J=9 Hz
7 148.3 7.70 d (1H) J=15.8 Hz 158.0

8’ 113.7 6.40d (1H) J=15.8 Hz

9’ 167.3
10° 167.3

1” 126.3

2” 113.6 7.10 s (1H)

3” 145.9

4” 145.2

5” 115.1 6.80d (2H) J=8.1 Hz

6” 121.7 6.90d (1H) J=8.0 Hz

7 145.3 7.60d (1H) J=15.8 Hz

8” 113.7 6.30d (1H) J=15.8 Hz

2 x OCH;s 56.8 3.91 s (6H)




BuFl BuF2

Figure 1. Chemical structures of Ba III, Ba IV, BuF1 and BuF2 compounds.
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Abstract

Baccharis articulata and Baccharis usterii, members of Asteraceae, are native species to
South Brazil, Paraguay, Uruguay and Argentina. Their aerial parts have been used in folk
medicine as diuretic and digestive'. As a continuation of our research on this genus, we now
report the evaluation of antioxidant effect through TRAP and TBARS of n-butanol fractions
and isolated compounds from B. articulata (Ba III, Ba IV, Ba V and Ba VI) and B. usterii
(BuF1, BuF2 and BuT1). In the TRAP assay we used a final concentration of 1.25 pg/ml for
all samples and it was possible to observe an antioxidant effect to n-butanol fractions of these
species. Among isolated compounds, the BuF1, a caffeoylquinic derivative, seems to have an
important contribution to the total antioxidant capacity of n-butanol fraction from B. usterii.
The n-butanol fractions, Ba III, Ba IV, Ba V and BuF1 compounds studied in this work at
40.0 pg/ml were efficient to protect to the lipid peroxidation on TBARS experiment. The
established use of B. articulata and B. usterii preparations in folk medicine for treatment of a
variety of disorders might be attributed, to some degree, to the antioxidant activity of

compounds described herein, specially BuF1 compound from B. usterii.
Keywords: Baccharis, antioxidant activity, n-butanol fraction, BuF1

(artigo a ser submetido)



INTRODUCTION

Baccharis articulata and Baccharis usterii, members of Asteraceae, are native species to
South Brazil, Paraguay, Uruguay and Argentina. Their aerial parts have been used in folk
medicine as diuretic and digestive'. Previous studies reported the identification of phenolic
compounds and diterpenes as major constituents of these plants®®. There is an increasing
interest in the antioxidant effects of compounds derived from herbs that could be relevant in
relation to their nutritional effects and their role in health and disease. A large number of
studies have demonstrated that phenolic compounds as flavonoids and phenolic acids
derivatives posses antioxidant properties and might play a role in prevention of various
pathophysiological processes’. These compounds are free radical scavengers because phenolic
groups are excellent nucleophiles and are also able to quench lipid peroxidation, acting as
chain break antioxidants'®. Recently, we could demonstrated that Ba IT compound (4°-O-B-D-
glucopyranosyl-3’,5’-dimethoxybenzyl-caffeate) isolated from the n-butanol fraction of B.
articulata aerial parts, at concentrations of 0.2 and 2.0 mM, had antioxidant activity
comparable to Trolox®®. We also investigated the antioxidant activity crude dichloromethane,
ethanol and aqueous extracts from B. spicata, B. trimera and B. usterii through the evaluation
of total antioxidant potential (TRAP), the prevention of formation of thiobarbituric acid
reactive species (TBARS) induced by hydrogen peroxide and by determination of the
protection of Sertoli cells against hydrogen peroxide induces cell damage''. Fractions from
this aqueous extract (dichloromethane, ethyl acetate, n-butanol and aqueous residue) were
also evaluated. Aqueous extracts from B. spicata and B. trimera, at a concentration of 25
ng/mL, showed a higher antioxidant activity when compared to Trolox™ (1 mM) and aqueous
extract from B. usterii exhibit similar activity. In TBARS, ethanol and aqueous extracts and n-
butanol fractions were effective in the prevention of lipid peroxidation by inhibiting the
formation of thiobarbituric acid reactive species and cell mortality induced by hydrogen
peroxide''. Moreover, Baccharis grisebachi'?, Baccharis trimera, Baccharis crispa and
Baccharis usterii'® showed activity as free radical scavengers by the DPPH decoloration

12-13
test,

suggesting that the folk use of B. articulata and B. usterii could be associated with
these antioxidant properties.

Thus, as a continuation of our research, we now report the evaluation of antioxidant effect
through TRAP and TBARS (using egg yolk homogenates as lipid media) of n-butanol

fractions and isolated compounds from B. articulata and B. usterii. Additionally the structures



of the isolated compounds were determined on basis of spectrometric analysis including

ESMS, UV, NMR (‘H, "*C, HMBC and HMQC) and also by comparison with literature data.

RESULTS AND DISCUSSION
Antioxidant activity

In this work, B. articulata and B. usterii fractions and isolated compounds were studied for
their activity as scavengers of free radicals and inhibitors of lipid peroxidation in vitro, by
using TRAP and TBARS assays, respectively. In our previous studies, we observed that the n-
butanol fractions of these species presented antioxidant activity using the same tests.*'' Also
Ba II compound, isolated from the n-butanol fraction of B. articulata aerial parts, presented
antioxidant activity comparable to Trolox®. Considering these results, this paper presents the
evaluation of other isolated compounds of n-butanol fractions from B. articulata and B.
usterii.

The total reactive antioxidant potential assay (TRAP) was determined using a method based
on the quenching of luminol-enhanced chemiluminescence derived from the thermolysis of a
water-soluble azo compound, AAPH (2,2°-Azobis(2-methylpropionamidine)dihydrochloride),
used as a reliable and quantifiable source of alkyl peroxyl radicals. This widely used assay has
proved to be a simple, sensitive and reproducible method that can be used to determine the
antioxidant capacity in complex mixtures such as plant extracts'*'®. The TAR index was
obtained from the initial decrease in the luminescence associated with the additive
incorporation of the sample to the AAPH-luminol system and it indicates the initial reactivity
of the sample when compared to Trolox.®'*'® Evaluation of TRAP level of n-butanol fraction
from B. articulata and isolated compounds (Ba III, Ba IV, Ba V and Ba VI) are shown in
Figure 1A. The chemiluminescence (CL) profiles obtained after addition of 10 ul of Trolox®
(final concentration 200 nM), used as a standard, of fractions and isolated compounds (final
concentration 1.25 ng/mL) are presented. The TRAP profiles observed and the CL decrease
following addition of the plant extracts and isolated compounds were qualitatively different to
that obtained when Trolox® was used. The n-butanol fraction showed antioxidant activity
higher than Trolox® and isolated compounds (p<0.05). Besides, the extract showed
instantaneous reduction of CL and it maintained this activity during the analyzed period.
These properties were not observed to isolated compounds. Ba III, Ba V and Ba VI exhibited

capacity in reducing the luminol-enhanced chemiluminescence, on similar levels that Trolox®,



according statistical analysis. On the other hand, Ba IV showed lower activity than Trolox
(p<0.05). Comparing to TAR index results (Figure 2A), the fraction showed a significantly

higher TAR index than Trolox® and isolated compounds.

Based on these facts and considering that the phenomenon of additive or synergistic effects in
complex plant extracts frequently causes loss or impairment of activity during bioguided
fractionation'’, our results led us to propose that the isolated compounds are not directly
related with the detected antioxidant activity in the n-butanol fraction, and that possibly other

metabolites present in B. articulata could be responsible for this action.

In relation to TBARS experiment18 (Figure 3A), the n-butanol fraction and all isolated
compounds from B. articulata were efficient to protect the cells of lipid peroxidation causing
a significant decrease in MDA production, similar to control (p<0.05).

Regarding the TRAP profiles of n-butanol fraction, phenolic and terpenic sub-fractions,
BuF1, BuF2 and BuT1 compounds from B. usterii (Figure 1B) it was verified that CL
decreased following addition of the plant extracts and isolated substances were qualitatively
different to that obtained when Trolox® was used. The n-butanol fraction, phenolic and
terpenic  sub-fractions, BuF1 reduced instantaneously the luminol-enhanced
chemiluminescence and maintained this activity during the analyzed period. The n-butanol
fraction, phenolic and terpenic sub-fractions and BuF1 compound showed peroxyl scavenging
properties statistically different from Trolox (p<0.05). The TAR index (Figure 2B) suggest
that the n-butanol fraction, phenolic and terpenic sub-fractions and BuF1 compound had
different antioxidant reactivity (p<0.05) and that the BuF1 is significantly higher than
Trolox®. The results obtained on TBARS assay (Figure 3B) indicated that the n-butanol
fraction, phenolic and terpenic sub-fractions inhibited the lipid peroxidation similarly to
control. BuF1 showed higher activity than control (p<0.05), but presented similar activity that
the n-butanol fraction and phenolic and terpenic sub-fractions.

Figure 4 presented the chemical structures of compounds Ba III, Ba IV, BuF1 and BuF2.

On the basis of the data presented herein and in our previous works, the fractions and isolated
compounds from B. articulata and B. usterii showed antioxidant activity. In the TRAP assay
we used a final concentration of 1.25 pg/ml for all samples and it was possible to observe a
significant antioxidant effect to n-butanol fractions of these species. In our previous work we
reported antioxidant properties for these fraction at 1000® and 25 pg/ml."" Among isolated
compounds, the BuFl, a caffeoylquinic derivative, previously reported,”” to have a

considerable contribution to the total antioxidant capacity of n-butanol fraction from B.



usterii. The antioxidant potential of BuF1 was confirmed indicating their peroxyl scavenging
properties.

In this work the n-butanol fraction and all isolated compounds from B. articulata and the n-
butanol fraction, phenolic and terpenic sub-fractions and BuF1 compound from B. usterii
were efficient to protect the cells of lipid peroxidation on TBARS experiment, and our results
are in agreement to several studies that investigated the antioxidant activity against lipid

1920 1 addition, the chemical

peroxidation of several extracts rich in polyphenols.
chromatographic profiles of B. articulata and B. usterii extracts present great chemical
diversity,”' like the presence of diterpenoids, flavonoids and phenolic acids derivatives
compounds,”™® suggesting that various chemical groups could be associated with antioxidant
properties of B. articulata and B. usterii herein verified.

Nowadays, Baccharis species continue to play an important role in the traditional medicine of
many modern cultures, being used for treatment of gastrointestinal and hepatic disorders.*'**
In our opinion, the use of B. articulata and B. usterii preparations in folk medicine for
treatment of a variety of disorders might be attributed, to some degree, to the antioxidant

activity of compounds described herein, specially BuF1.

Structural elucidation of Ba V, Ba VI and BuT1 compounds. The structural elucidation of
Ba V and Ba VI compounds from n-butanol fraction of B. articulata and BuT1 compound

from B. usterii are under current analysis.

MATERIAL AND METHODS

Reagents. Thiobarbituric acid (TBA), luminol (3-aminophthalhydrazide), were purchased
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). 2,2’-Azobis(2-
methylpropionamidine)dihydrochloride (AAPH) and 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-
2-carboxylic acid (Trolox®) were purchased from Aldrich Chemical (Milwaukee, WI). The
glycine was purchased from Nuclear (Diadema, SP, Brazil). Trichloroacetic acid (TCA) was

purchased from Synth (Diadema, SP, Brazil).

Plant material. Aerial parts of B. articulata (Lam.) Person and B. usterii Heering were
collected in Porto Alegre, State of Rio Grande do Sul, Brazil, in May 2005. The voucher
specimens were identified by Dr. Sérgio Bordignon (UNILASALLE) and herbarium

specimens are on deposit in the Herbarium of the Botany Department of Universidade Federal



do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. Each plant material was air dried and powdered

separately.

Extraction and isolation. Plant material (1.5 kg) was macerated in ethanol 70% (plant—
solvent, 1:10, w/v) (2 X 10 days). The crude extract was obtained after filtration and
evaporation of the ethanol under vacuum. Aqueous residues were partitioned with
dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol (3 x 200 ml, respectively). Each fraction was
evaporated to dryness under reduced pressure separately.

The Ba Il (4°-O-B-D-glucopiranosyl-3,5-dimethoxibenzyl-tetrahydro-2H-pyran-2-yl-acetyl-
carbonate), Ba IV (4’-O-B-D-glucopiranosyl-3,5-dimethoxybenzyl-methanol), BuF1 (4,5-O-
[E]-dicaffeoylquinic acid) and BuF2 (7-hydroxy-5,4’-dimethoxy-flavone) isolation
methodology was previously reported.”” The isolation of Ba V, Ba VI and BuT1 is described
bellow. The n-butanol fraction of B. articulata (4 g) was preliminarily chromatographed on
silica gel (Merck®, 70-230 mesh) column using a gradient of ethyl acetate-methanol as a
solvent™. Ba V (13 mg) and Ba VI (15 mg) were obtained after RP-18 (EMD®, 230-400
mesh) column chromatographic using a gradient of water-methanol. From terpenic sub-
fraction obtained previously of n-butanol fraction of B. usterii (5 g) ** was purified the BuT1
compound (13.5 mg) by column chromatography on silica RP-18 (EMD®, 230-400 mesh)
using a gradient of water-methanol and further purification by preparative TLC using n-

butanol-acetic acid-water (BAW) (12:2:1, v/v/v) as mobile phase.

Instrumentation. ESMS analysis was performed on a Micromass-Waters Q-TOF Ultima
spectrometer. Ultraviolet absorbance measurements were obtained on a Shimadzu UV-2201
spectrophotometer. NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 500 spectrometer (125-
500 MHz). The TRAP profile was obtained measuring the CL emission in a liquid
scintillation counter (Wallac 1409), operating in the ‘out of coincidence’ mode, as counts per

minute (CPM).

Antioxidant activity. The in vitro antioxidant activity of the n-butanol fractions and isolated
substances was estimated by the total reactive antioxidant potential (TRAP) and the total
antioxidant reactivity (TAR), as previously described'*'®. Briefly, the reaction mixture (4
mL), containing AAPH (10 mM) and luminol (4 mM) in glycine buffer (0.1 M), pH 8.6, was

incubated at 21°C for 2 h. AAPH is a source of peroxyl radicals that react with luminol



yielding chemiluminescence (CL). The system was calibrated using the o-tocopherol
synthetic analogue, Trolox®. The addition of 10 pL of the n-butanol fractions and isolated
compounds (final concentration 1.25 pg/mL) or of 10 pL of Trolox® (final concentration 200
nM) decreases the CL proportionally to its antioxidant potential. The TRAP profile was
obtained measuring the CL emission in a liquid scintillation counter (Wallac 1409), operating
in the ‘out of coincidence’ mode, as counts per minute (CPM). The CL intensity was
monitored for 50 min after the addition of the extracts or Trolox®. The TAR index was
determined by measuring the initial decrease of luminol luminescence calculated as the ratio
Io/I where Io is the initial emission of CL (before the addition of the antioxidant) and I is the
instantaneous CL intensity after addition of an aliquot of the sample or the reference

compound (Trolox®)."*!¢

Lipid peroxidation. Thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) formation was used to
evaluate lipid peroxidation using egg yolk homogenates as lipid media. The homogenate (1
ml of 1%, w/v) and 0.1 ml of samples solubilised in buffer were added to a test tube and made
up to 1.0 ml with distilled water. 100 uL of AAPH (120 mM) was added to a number of
samples to induce lipid peroxidation. In order to precipitate the proteins of the media, 600 pL
of 15% trichloroacetic acid were added to 300 pL of the egg yolk homogenates and
centrifuged at 1000g for 10 min. Then, 500 pL of supernatant were mixed with 500 pL of
0.67% thiobarbituric acid. The reaction mixture was incubated in a boiling water bath for 20
min, cooled to room temperature and the absorbance read at 532 nm.'® All samples tested in
final concentration at 40 pg/ml. The results were expressed as nmol MDA equivalents,
calculated according standard curve of TMP (tetramethoxylpropane) (2 uM) (y = 0.1938x +
0.0017) > = 0.9926.

Statistical analysis. Data were expressed as means =+ standard deviation (SD) of triplicates
from two independent experiments. Differences between treatments were compared by one-
way ANOVA, followed by Tukey’s test for approximately normally distributed variables.
Data analyses were performed using the SPSS 13.0 software package (SPSS Inc., Chicago,

IL) and the statistical significance was set at the 0.05 level (two-tailed).
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Figure 1. TRAP profile of n-butanol fraction from B. articulata and its isolated compounds
(A) and n-butanol fraction from B. usterii, its sub-fractions and isolated compounds (B).
Chemiluminescence intensity (percentage of counts per minute-CPM) measured after addition
of 10 ul of Trolox (final concentration 200 nM) and the extracts and isolated compounds
(final concentration 1.25 pg/ml) to 4 ml of glycine buffer (0.1 M), pH 8.6, containing luminol
(4 mM) and AAPH (10 mM) at 21 °C. Results are expressed as means + S.D. of triplicates.
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Figure 2. TAR index (I0/I) of n-butanol fraction from B. articulata and its isolated
compounds (A) and n-butanol fraction from B. usterii, its sub-fractions and isolated
compounds (B). Date are mean + S.D. of n=6. The values with the same letter indicate no

significant differences by Tukey’s test (p<0.05).
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Figure 3. Effect of n-butanol fraction from B. articulata and its isolated compounds (A) and
n-butanol fraction from B. usterii, its sub-fractions and isolated compounds (B) (final
concentration of 40 pug/ml) on TBARS levels. Control: 1000 pl egg yolk homogenates and
200 ul TBA buffer. Results are expressed as mean * S.D. of triplicates from two independents

experiments. Values with the same letter indicate no significant difference by Tukey’s test

(p<0.05).
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Figure 4. Chemical structures of Ba III, Ba IV, BuF1 and BuF2 compounds.
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Abstract

South Brazilian Baccharis species were studied for antibacterial activities against gram-
positive and gram-negative bacterial using disc diffusion and broth dilution assays. The
results showed that the n-BuOH fraction (100 pg) from B. usterii exhibited inhibitory activity
against S. aureus, E. faecalis and E. faecium. The n-BuOH fraction of B. spicata (1000 ug)
was effective against S. aureus, E. coli, E. faecalis and E. faecium. The crude extract of B.
trimera showed activity against S. aureus. The MBC obtained from n-BuOH fraction of B.
spicata were 50 mg/mL against S. aureus, E. coli, E. faecalis and E. faecium. From crude
extract of B. trimera the MBC obtained were 25 mg/mL against S. aureus. The n-BuOH
fraction of B. usterii showed a MBC of 25 mg/mL against S. aureus and 50 mg/mL against E.
faecalis and E. faecium, while crude extract of this plant showed a MBC of 12.5 mg/mL

against S. aureus.

Keywords: Antimicrobial activity, Baccharis, disc-diffusion method, MBC, MIC



Introduction

The multiple drug-resistant organisms, that are resistant to major classes of antibiotics,
created an urgent need for new antibacterial agents (American Society of Microbiology,
1995). Natural products from plants provide a tremendous variety of lead structures, which
are used as templates for the development of new products by the pharmaceutical industry.
While microbial products have been the mainstay of industrial natural products discovery
(Borris, 1996), in recent years many researchers have turned to discover the scientific basis of
effects related of the traditional folk medicine and some natural products have been approved

as new antibacterial drugs (Cragg et al., 1997).

Several species of Baccharis are used in folk medicine in form of infusions as curing
wounds or locals infections and as digestives, suggesting a possible antibacterial activity
(Palacios et al., 1983; Zardini, 1984; Gené et al., 1996).

B. anomala, B. crispa, B. glutinosa, B. grisebacchii, B. microdonta, B. notosergila e B.
pedunculata (Palacios et al., 1983; Anesini & Perez, 1993; Rahalison et al., 1995; Verastegui
et al., 1996; Feresin et al., 2001; Coelho de Souza et al., 2004) and specially reports indicating
that the antibacterial activity described from Baccharis genus are attributed of flavonoids like
gencawanin and apigenin (Palacios et al., 1983; Xu and Lee, 2001).

In the South of Brazil, the main species of Baccharis used folk medicine are B.
trimera and B. articulata for digestives properties (Verastegui et al., 1996; Oliveira et al.,
2003, Oliveira et al., 2004).

Considering that are few chemical and pharmacological information of these plants,
the present study aimed carry out a screening of some native South Brazilian Baccharis

species in order to detect new sources of antibacterial agents.

Material and methods

Plant material

The aerial parts of B. articulata (Lam.) Persoon, B. trimera (Less) A. P. de Candolle were
collected in Camargo, State of Rio Grande do Sul, Brazil in April of 2003. The voucher
specimens were identified by Profa. Msc. Branca Severo from Universidade de Passo Fundo
and are on deposited in the herbarium of Instituto de Ciéncias Biologicas from this
University. B. spicata (Lam.) Bailon and B. usterii Heering were collected in Porto Alegre,
State of Rio Grande do Sul, Brazil in February of 2002. The voucher specimens were
identified by Marcos Sobral from Universidade Federal do Rio Grande do Sul and are on

deposited in the herbarium of the Botanical Department of this University.



Preparation of plant extracts

Aerial parts (50 g) of B. articulata, B. spicata, B. trimera and B. usterii were crushed and
extracted under reflux (90°C) with 500 mL of ethanol 40°GL for 30 min. After cooling, each
extract was filtered separately and the volume was adjusted to 500 mL with water being
separated in two fractions of 250 mL. One fraction was evaporated under reduced pressure to
dryness to obtained the crude extract. The ethanol content of the second fraction was
removed under reduced pressure, its volume was adjusted to 250 mL with water and this
aqueous suspension was successively partitioned (3 x 50 mL) with ethyl acetate (yielding the
ethyl acetate fraction) and n-BuOH (yielding the n-BuOH fraction). These fractions were
evaporated to dryness and re-dissolved with sterile water in concentrations of 50, 10, 5, 2.5

and 1.25 mg/mL to biological tests.



Phytochemical characterization of plants extracts by TLC

The presence of different constituents in crude extracts from B. articulata, B. spicata, B.
trimera and B. usterii was established by TLC on silica gel plates (Merck 60 Fys4 20 x 20 cm)
using as mobile phases CHCl;-EtOH-HOAc (100:40:6 v/v) and BAW (5:1:3 v/v). The
detections of this TLC were, respectively, chlorosulphonic acid-glacial acetic acid reagent
spraying and heating from terpenoids and from phenolic compounds, fluorescence at 365 nm

after spraying with 1% diphenylboryloxyethylamine in CH3;OH (Wagner, 1983).

Antibacterial assays

The disc-diffusion method was used as a screening test for antibacterial activity. Filter paper
discs (6 mm in diameter) impregnated with extracts solutions were placed on Miieller-Hinton
agar plates (Merck™), which have been inoculated with test organisms according to the
standard protocol described by the National Committee of Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) 2004. The filter paper discs were impregnated with 20 uL of the extracts solutions
in order to obtain final concentrations of 1000, 200, 100, 50 and 25 pg of extracts in the discs.
The microorganisms from the American Type Culture Collection used for the biological
evaluation, were Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis (ATCC 14506) and
Enterococcus faecium (ATCC 10541) (Rios et al., 1988).

The plates were incubated at 35°C (£1°C) and after 18 h the diameters of the
inhibition zones were measured. Filter paper discs containing sterile water without any test
compound were negative control and no inhibition was observed. Standard antibiotic disc
were selected according to the sensitivity of the bacterial tested. So ampicilin (10 pg),
cloranphenicol (30 pg) and ceftazidin (30 pg) were used (Rios et al., 1988).

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the extracts was determined by the
macrobroth diluition assay. The bacterial suspensions were diluted from the original
suspensions, which had a turbidity of 0.5 MacFarland standard (1.5 X 10® CFU/mL). The
tubes were incubated at 35°C (£1°C) for 18 h. For the evaluation of the active extract four
dilutions at 100, 50, 25 and 12.5 mg/mL were prepared. MIC was determinate as the lowest
concentration of the extract that completely inhibited growth of the test organisms (Rios et al.,

1988; Mazzanti et al., 2000).

The tube that showed negative visible growth after 18 h of incubation was replated on

BHI (brain-heart infusion) plates. The viability of bacteria was assessed from the forming



colonies after 18 h incubation at 35°C (£1°C). The lowest concentration of the extracts giving

negative growth of bacteria was recorded as the minimum bactericidal concentration (MBC)

(Wongkham et al., 2001).
Results and discussion

The development of new drugs with antimicrobial properties has been the mainstay in recent
years. Natural products from plants and microorganisms traditionally have provided many

lead compounds in the search for new drugs and medicines (Borris, 1996).

Research of antimicrobial activity of medicinal plant has encountered some problems
because of the diversity of criteria and techniques employed and the lipophilic properties of
some samples. Diffusion and dilution methods have been employed to study the antimicrobial
activity of medicinal plants (Rios et al., 1988)

Considering the large use of the genus Baccharis in folk medicine as anti-
inflammatory and antibacterial, and that literature did not present a screening of antibacterial
activity to native South Brazilian Baccharis species and the potential therapeutically
importance of the title plant, we decided to verify the antibacterial activity of B. articulata, B.

spicata, B. trimera and B. usterii.

The extracts of plants were prepared in order to obtained polar compounds considering
ethno-pharmacological uses of the plants in the rural areas to antibacterial activity. The
inhibition zones diameters of sixteen extracts were measured and are shown in table 1. We
verified that four extracts showed antibacterial activity displayed varying degrees and

specificity of inhibition against different bacterial species.

The n-BuOH fraction of B. usterii exhibited good activity against gram-positive
bacteria (S. aureus, E. faecium and E. faecalis) in concentration of 1000 pg, with a similar
inhibition zone for E. faecalis when compared to positive control (ampicilin). The same
fraction also has antibacterial activity in concentrations of 100 and 200 pg, although with

inhibition zone lower than positive control.

B. spicata showed activity against gram-positive (S. aureus, E. faecium and E.
faecalis) and gram-negative bacteria (E. coli) in concentration of 1000 pug. However, herein,
the higher activity was verified against E. faecium, with similar inhibition zone to positive

control.



The weakest activity was found with the crude extract of B. trimera and B. usterii
against S. aureus, which showed in concentration of 1000 pg, inhibition zone lower than

positive control.
Table 1

The difference in the antibacterial spectra suggests that the active components present
among fractions are different. TLC analyses of n-BuOH fractions of B. spicata and B. usterii
showed a predominance of polar compounds, mainly flavonoids and terpenoids, these
components, notwithstanding cannot be identified, probably could be contribute to the

inhibitory effect displayed by these fractions (data not showed).
None of the extracts from B. articulata were active against microorganisms tested.

Unfortunately none of the extracts tested showed activity against P. aeruginosa, which

have in clinical cases a high degree of resistant forms against different antibacterial drugs.

The extracts and fractions that showing antibacterial activity by the disc-diffusion-
method were further tested by the macro broth dilution to determine the MICs. Considering
that in this method, turbidity is taken as an indication of bacterial density and that color of the
active extracts could be influence in the results obtained, we decided replated on BHI plates
the tubes that showed negative visible growth after 18 h of incubation, in order to obtain
MBC of the extracts.

The MBC obtained for the active extracts were 50, 25 and 12.5 mg/ml, and that
obtained for standard cloranphenicol was 4 mg/mL (table 2).

These findings suggest that results obtained herein to crude extracts and fractions have
potential antimicrobial activity, suggesting that this activity should be higher when the
compounds were isolated.

Table 2

The antibacterial activity presented herein to tested Baccharis species must not be
considered high in relation to drugs used as references, but are similar to the results observed
to B. glutinosa extract against Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Proteus
vulgaris and others microorganisms (Verastegui et al., 1996).

In Baccharis species, the antibacterial activity was attributed to the presence of
flavonoids as gencawanin and apigenin, and diterpenes (Palacios et al., 1983; Anesini and

Perez, 1993; Rahalison et al., 1995; Verastegui et al., 1996; Cowan, 1999; Feresin et al.,



2001). It was also reported the antibacterial activity of some chalcones, isoflavones and
biflavones (Xu and Lee, 2001).

Although the literature confirms that flavonoids gencawanin and apigenin are present
in extracts of B. articulata (Gianello and Giordano, 1984) and that these compounds are
potential antimicrobial agents, our results showed no activity for this extract to the bacterium
tested.

This study presents a screening to antibacterial compounds from South Brazilian
Baccharis species used in South American traditional medicine. Bioguided fractionation is
carried out using the active fraction detected herein in order to identify the active compounds.
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Table 1: Results of screening of extracts from Baccharis extracts/fractions using the disc-diffusion method.

B. trimera B. spicata B. usterii

Extracts Doses (ug) 1000 200 100 50 25 1000 200 100 50 25 (1000 200 100 50 25

Bacterial Positive

controls

(mm)
'S, aureus 28 12 - - - - - - - - - 12 - - - -
’E.coli 26 - - - - - - - - - - - - - .
Crude 'E. faecium 27 - - - - - - - - - - - - - - -
extract 'E. faecalis 30 - - - - - - - - - - - - - - -
*P. aeruginosa 28 - - - - - - - - - - - - - - .
'S, aureus 28 - - - - - - - - - - - - - - -
2E.coli 28 - - - - - - - - - - i - - - -
EtOAc 'E. faecium 28 - - - - - - - - - - - - - - -
fraction 'E. faecalis 28 - - - - - - - - - - - - - - -
*p. aeruginosa 27 - e T L ]
'S. aureus 27 - - - - -1 - - - -2 11 8 - -
?E.coli 26 - - - - -8 - - - - - - - - -
n-BuOH | 'E.faecium 27 - - - - -]l - - - -/l16 1 9 - -
fraction | 'E.faecalis 29 - - - - -0 - - - -|l29 15 12 - -
*P. aeruginosa 25 - - - - - - - - - - - - - .
'S, aureus 28 - - - - - - - - - - - - - -
’E.coli 25 - - - - - - - - - - - - - .
Aqueous | 'E. faecium 28 . e - - - - - -
residue 'E. faecalis 29 - - - - - - - - - - - - - - -
*P. aeruginosa 26 - - - - - - - - - - - - - - .
Inhibition zone (mm)
Positive controls 'ampicilin (10 ug)  *cloranphenicol (30 pg) Sceftazidin (30 pg)

(-): Not showed activity



Table 2: Results of minimum bactericidal concentration (MBC) of active extracts from Baccharis species.

Bacterial S.aureus | E. coli |  E.faecium | Efaecalis | P.aeruginosa
Plants Extracts MBC (mg/mL)
B. spicata n-BuOH fraction 50 50 50 50 -
B. trimera Crude extract 25 - - - -
B. usterii Crude extract 12.5 - - - -
n-BuOH fraction 25 - 50 50 -
Cloranphenicol 4 mg/mL

(-) Activity higher than 100 mg/ml






4 Discussao Geral

O género Baccharis (Asteraceae) possui importancia sdcio-econdmica elevada
devido a sua utilizacdo na medicina popular, sua importancia ecolégica na producao
de proépolis de elevada qualidade e, em contrapartida, por seus efeitos negativos na
agricultura e pecuaria, uma vez que algumas espécies sdo consideradas plantas
invasivas em pastagens e sao toxicas para os animais (JARVIS et al., 1991; VERDI
et al., 2005).

O presente trabalho da continuidade aos estudos realizados pelo nosso grupo
com B. articulata, B. spicata, B. trimera e B. usterii (DE OLIVEIRA et al., 2003; 2004)
abordando estudos fitoquimico e biolégico, em especial as atividades antioxidante e

antibacteriana.

A partir das analises cromatograficas foi possivel estabelecer parametros de
diferenciacdo entre B. articulata, B. cylindrica, B. spicata, B. trimera e B. usterii,
comparando-se valores de Rfs e a coloragdo desenvolvida pelas substancias
presentes nos extratos aquosos e n-BuOH frente aos agentes cromogénicos. Além
disso, destaca-se o fato de que através do emprego de um sistema cromatografico
(CHCI3:EtOH:HOAC, 60:40:6, v/viv) e de dois agentes reveladores (reagente natural
e anisaldeido sulfurico) foi possivel detectar diferencas qualitativas no perfil quimico
dos extratos aquosos e n-BuOH destas espécies.

A analise fitoquimica das fragcdes n-BuOH de B. articulata e B. usterii permitiu

o isolamento de sete substancias.

A partir de B. articulata foram isoladas as substancias Ba Il (4’-O-B-D-
glicopiranosil-3,5-dimetoxi-benzil-tetrahidro-2H-pirano-2-il-acetil carbonato), Ba IV
(4’-O-B-D-glicopiranosil-3,5-di-metéxi-benzil metanol), Ba V e Ba VI (cujas
elucidacbes estruturais estdo em andamento). Até o momento, cabe salientar que
nao foram encontrados relatos do isolamento de Ba Ill e Ba IV, portanto sugere-se

que estas apresentam carater inédito.
Em relacdo a B. usterii foram isoladas duas substancias a partir da fracédo
fendlica, substancia BuF1l (acido 4,5-O-[E]-di-cafeoilquinico) cuja estrutura ja é

conhecida e relatada para esta espécie (SIMOES-PIRES et al., 2005) e a substancia



BuF2 (7-hidroxi-5,4’-di-metoxi-flavona) da qual ndo foram encontrados relatos. Ja a
partir da fracdo terpénica foi isolada a substancia BuT1 cuja elucidagéo estrutural

encontra-se em andamento.

Em relacdo as investigacdes da atividade antioxidante para as espécies do
género Baccharis, neste trabalho foi dada continuidade a estes estudos iniciados
pelo nosso grupo, como citado anteriormente, empregando-se as mesmas técnicas
utilizadas previamente, porém com uma modificagdo em relacdo ao ensaio TBARS o
qual foi realizado em homogenato de gema de ovo e nao mais em células de Sertoli.

As fracOes n-BuOH, as sub-fracGes e substancias isoladas (concentracéo final
1,25 pg/ml) foram avaliadas quanto ao potencial antioxidante total (TRAP) e
reatividade antioxidante total (TAR). Para a verificacdo do potencial de inibicdo da
peroxidacao lipidica (TBARS) através do qual avalia-se a inibicdo da formacao de
MDA (malonil-di-aldeido) todas as amostras foram testadas na concentracdo de 40

ug/mil.

Para Baccharis articulata observou-se que a fragdo n-BuOH (concentragcao
final 1,25 pg/ml) foi capaz de inibir a formag&o do radical peroxila praticamente de
modo instantaneo e de manter esta atividade durante todo o periodo do experimento
(50 minutos). Além disso, esta fracdo apresentou atividade significativamente maior
gue a substancia de referéncia (Trolox) e que as substancias isoladas a partir dela,
Ba Ill, Ba IV, Ba V e Ba VI (p<0,05). Em relacdo a estas, Ba lll, Ba V e Ba VI
apresentaram atividade similar ao Trolox (p<0,05). A reatividade instantanea da
fracdo n-BuOH pode ser também verificada no indice TAR, no qual foi observado
que nao existe diferenca significativa na reatividade imediata observada para as
substancias isoladas (p< 0,05).

Considerando o efeito aditivo ou sinérgico, freqientemente observado para
extratos vegetais, resultam em uma menor atividade ap6s o fracionamento
bioguiado, nossos resultados sugerem que 0s compostos isolados nédo estdo
diretamente relacionados com a atividade antioxidante observada, ou ainda, que

outro metabdlito possa estar relacionado com esta acao.
Em nosso trabalho anterior, relatamos a atividade antioxidante da substancia
Ba Il (éster 4’-O-B-D-glicopiranosil-3,5-dimetéxi-benzil caféico), também obtida a

partir da fracdo n-BuOH de B. articulata, a qual apresentou atividade antioxidante



similar a fracdo n-BuOH e ao Trolox (DE OLIVEIRA et al., 2003). No entanto, neste
trabalho, as andlises fitoquimicas indicaram a auséncia desta substancia na fracédo
n-BuOH da referida espécie, embora, esta fragcdo tenha apresentado atividade
antioxidante, mesmo em uma concentracao menor (1,25 ug/ml) que a testada em

nosso trabalho anterior (1 mg/ml).

Quanto a inibicdo da peroxidacéo lipidica, verificou-se que as substancias Ba
lll, Ba IV e Ba V foram capazes de proteger a membrana celular do processo
oxidativo de modo similar ao controle (p<0,05). Apenas a substancia Ba VI néo

apresentou diferenca em relagéo ao controle induzido.

Para B. usterii observou-se que a fracdo n-BuOH, sub-fracbes fendlica e
terpénica e a substancia BuF1l reduziram instantaneamente a formacao do radical
peroxila e, assim como foi observado para B. articulata, mantiveram esta atividade
durante todo o periodo de tempo do experimento. A substancia BuF2 apresentou a
menor atividade quando comparada as demais (p<0,05). A fracdo n-BuOH, a sub-
fracdo fendlica e a substdncia BuF1l apresentaram atividade antioxidante
estatisticamente superior ao Trolox (p< 0,05). Na avaliacdo do indice TAR,
confirmou-se estes resultados. Além disso, também foi possivel constatar que a
fracdo n-BuOH, sub-fracbes fendlica e terpénica foram capazes de proteger as
células da peroxidacao lipidica similarmente ao controle (p<0,05) e que BuFl
apresentou atividade estatisticamente superior a este, mas semelhante a fracdo n-
BuOH e sub-fracdes fendlica e terpénica (p<0,05). As substancias BuT1 e BuF2 néo
foram capazes de proteger as células do processo oxidativo (p<0,05).

Os resultados obtidos para B. usterii no TRAP em relacédo a fracdo n-BuOH
divergem, ligeiramente, daqueles obtidos em nossos resultados anteriores (De
OLIVEIRA et al., 2004). No presente trabalho a fracdo n-BuOH (concentracao final
1,25 pg/ml) apresentou maior atividade que o Trolox (200 nM). NoOS nossos
resultados anteriores, a fracdo n-BuOH (concentragéo final 2,5 ug/ml) apresentou
menor potencial antioxidante que o Trolox (1 mM).

Esta divergéncia pode estar relacionada a composicao quimica da fracéo n-
BuOH desta planta que, embora apresente perfil cromatografico semelhante ao
verificado anteriormente, a concentracdo das substancias pode ndo ser a mesma,
uma vez que nao foi utilizado o mesmo material de partida para a preparacao dos

extratos.



Além disso, observamos que a substancia BuF1 € um derivado cafeoilquinico

No presente trabalho também foi avaliada a atividade antibacteriana dos
extratos brutos (hidroetanolicos) e fragcdes (AcOEt, n-BuOH e residuo aquoso) de B.
articulata, B. spicata, B. trimera e B. usterii, frente as bactérias S. aureus, E. coli, E.

faecalis, E. faecium e P. aeruginosa.

A fracdo n-BuOH de B. spicata na concentragcdo de 1 mg/ml mostrou-se ativa
frente a S. aureus, E. coli, E. faecalis e E. faecium (CBM 50 mg/ml). A fracdo n-
BuOH de B. usterii na mesma concentracdo foi ativa contra S. aureus (CBM 25
mg/ml), E. faecalis e E. faecium (CBM 50 mg/ml). Em concentracées menores, 200 e
100 ug/ml, esta fracéo foi ativa frente as referidas bactérias. Tambéem foi possivel
verificar que os extratos brutos (1 mg/ml) de B. trimera e B. usterii foram ativos
frente a S. aureus (CBM 12,5 mg/ml e 25 mg/ml, respectivamente). O extrato bruto e
as fracOes de B. articulata ndo apresentaram atividade frente aos microorganismos

testados.

As concentracbes empregadas na avaliacdo da atividade antibacteriana
destas amostras sdo consideradas elevadas (1 mg/ml), quando se compara a uma
substancia isolada. No entanto, a literatura demonstra que concentragdes similares
ja foram empregadas para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de
Baccharis glutinosa (VERASTEGUI et al., 1996).

Enfim, o conjunto dos resultados obtidos nesta tese aponta para o potencial
biolégico das espécies estudadas, sobretudo, no que refere-se a atividade
antioxidante. Considerando o amplo emprego na medicina popular e a dificil
caracterizacdo botanica do género Baccharis, também houve uma importante
contribuicdo na diferenciagdo quimica destas espécies, através das analises
cromatograficas e do isolamento de sete substancias a partir de seus extratos,
contribuindo, também, para a ampliacdo do conhecimento cientifico do género.



5 Conclusdes

No presente trabalho foram abordados aspectos quimicos e biolégicos de
espécies do género Baccharis, além de uma extensa revisdo da literatura sobre este

género.

Foi verificado que o emprego do sistema cromatografico (CHCI3:EtOH:HOAC,
60:40:6, v/v/v) e de dois agentes reveladores com caracteristicas quimicas
diferentes (reagente natural e anisaldeido sulfurico) possibilitou detectar diferencas

qualitativas no perfil quimico das amostras testadas.

A partir das fracdes n-BuOH de B. articulata e B. usterii foram isoladas sete
substancias codificadas como: Ba Ill, Ba IV, Ba V, Ba VI, BuFl, BuF2 e BuT1,

respectivamente.

As substancias Ba Ill e Ba IV foram identificadas como 4’-O-p-D-glicopiranosil-
3,5-dimetdxi-benzil-tetrahidro-2H-pirano-2-il-acetil-carbonato e 4’-0O-B-D-
glicopiranosil-3,5-di-metéxi-benzil-metanol, respectivamente das quais, até o
momento, ndo foram encontrados relatos na literatura consultada, sugerindo-se,
portanto, o carater inédito de ambas. As substancias Ba V e Ba VI encontram-se em
elucidacdo estrutural e, segundo os dados espectroscopicos, pode-se sugerir que
apresentam caracteristicas de compostos de origem terpénica.

Em relacdo a B. usterii a substancia BuF1 foi identificada como o acido 4,5-O-
[E]-di-cafeoilquinico cuja estrutura ja € conhecida e relatada para esta espécie. A
substancia BuF2 foi identificada como 7-hidroxi-5,4’-di-metoxi-flavona da qual
também nado foram encontrados relatos na literatura. Para a substancia BuT1, cuja
elucidagdo estrutural encontra-se em andamento, também é possivel sugerir um

carater terpénico.

As fracbes n-BuOH de B.articulata e B. usterii apresentaram alto efeito
antioxidante e mantiveram este efeito no decorrer do ensaio TRAP. As substancias
isoladas a partir da fragdo n-BuOH de B. articulata ndo apresentam potencial
antioxidante na mesma intensidade que a referida fracdo, fato que pode estar

relacionado a uma possivel acdo sinérgica destes compostos.



Os resultados obtidos na avaliacdo do indice TAR, apontam para reatividade
instantanea das fragcdes n-BuOH destas espécies, bem como da substancia BuF1,
previamente isolada da fragdo n-BuOH de B. usterii.

Quanto a protecao contra peroxidacao lipidica, verificou-se que as fracdes n-
BuOH, as substancias Ba lll, Ba IV, Ba V, as sub-fracGes fendlica e terpénica (B.
usteri) e o composto BuF1l foram capazes de proteger as células contra a
peroxidacao lipidica no ensaio TBARS.

No quarto capitulo foi avaliada a atividade antibacteriana dos extratos brutos
(hidroetandlicos) e fracdes (AcOEt, n-BuOH e residuo aquoso) de B. articulata, B.
spicata, B. trimera e B. usterii, frente as bactérias S. aureus, E. coli, E. faecalis, E.

faecium e P. aeruginosa.

A fracdo n-BuOH de B. spicata (concentracdo 1 mg/ml) foi ativa frente a S.

aureus, E. coli, E. faecalis e E. faecium (CBM 50 mg/ml).

A fracdo n-BuOH de B. usterii na mesma concentracdo apresentou efeito

contra S. aureus (CBM 25 mg/ml), E. faecalis e E. faecium (CBM 50 mg/ml).

Os extratos brutos (1 mg/ml) de B. trimera e B. usterii foram ativos frente a S.

aureus (CBM 12,5 mg/ml e 25 mg/ml, respectivamente).

O extrato bruto e as fragbes de B. articulata ndo apresentaram atividade

frente aos microorganismos testados.
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