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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a sazonalidade sobre o teor de saponinas ¢ o
isolamento e elucidagdo estrutural de constituinte quimico (flavona) de Baccharis trimera (Less.)
DC (Carqueja). O cultivo de individuos estaminados de B. trimera foi realizado no Campo
Experimental da Universidade de Ribeirdo Preto - Unaerp, em Ribeirdo Preto, no periodo de janeiro
a dezembro de 1998 e foi conduzido em trés blocos, sendo que cada um deles era constituido de
48 mudas. As amostras foram colhidas ap6s seis meses do plantio (durante o inverno), trés meses
apos a primeira colheita (durante a primavera) e trés meses apos a segunda colheita (durante o
verdo). Apods processo de secagem e moagem, as drogas foram submetidas ao ensaio para obtengao
do indice de espuma. Os resultados mostraram que ndo hé variabilidade neste indice em fungao
da época de colheita. Parte da droga colhida no verdo sofreu andlise quimica para isolamento e
elucidagdo estrutural de componente quimico. O isolamento a partir do extrato metandlico de
partes aéreas de B. trimera foi realizado através de métodos cromatograficos (CC e CLAE) e a
identificacdo estrutural da substancia isolada, através de métodos espectrométricos (UV, RMN 'H e
13C). Foi identificada a flavona denominada 5,6-diidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona.

Unitermos: Baccharis trimera, Asteraceae, flavonoides, saponinas, variabilidade sazonal.

ABSTRACT: “Seasonal variability in the content of saponins from Baccharis trimera (Less.)
DC (Carqueja) and isolation of flavone”. The aim of this study was to evaluate the seasonal effect
on the foam index and the isolation and structural identification of a chemical constituent (flavone)
of Baccharis trimera. The culture staminate samples of B. trimera were realized in the experimental
cultivation area of the Universidade de Ribeirdo Preto — Unaerp, in Ribeirdo Preto, state of Sao
Paulo, Brazil from January to December/1998 and were conduced in three blocks, which received
48 seedlings. The samples were harvested six months after installation (during the winter), three
months after the first harvest (during the spring) and three months after the second harvest (during
the summer). After the drying process and comminution, an assay to obtain the foam index was
performed with the plant material. The results didn’t show any alteration, independently of harvest
times. Part of the dried plant that had been harvested during the summer was extracted to isolate and
identify structurally the chemical compound. The isolation from the methanol extracts of the aerial
parts of B. trimera has been performed through chromatographic methods (CC and HPLC) and the
identification through spectrometric methods (UV, 'H and '*C NMR). A flavone was identified as
5,6-dihidroxy-7,3’,4’-trimetoxiflavone.

Keywords: Baccharis trimera, Asteraceae, flavonoids, saponins, seasonal variability.

INTRODUCAO

O género Baccharis, incluido na tribo Astereae
da familia Asteraceae, ¢ constituido por cerca de 500
espécies. Uma das mais importantes & Baccharis
trimera (Less.) DC, também denominada Baccharis
genistelloides var. trimera (Less.) Baker, com grande
utilizacdo na medicina tradicional e na producdo de
fitoterapicos (Ritter et al., 2002; Nunes et al., 2003;
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Pereira et al., 2004). A populagéo brasileira ja se habituou
com a utilizacdo de espécies vegetais amargas quando
tem problemas hepaticos ou relacionados com digestdo,
por isto a Carqueja, como popularmente ¢ denominada, é
uma das espécies mais utilizadas nesta ocasido (Borella;
Fontoura, 2002). Ensaios biologicos objetivando
atribuir agdes farmacologicas para esta espécie foram
desenvolvidos, evidenciando efeito antiinflamatério e
analgésico (Gené et al., 1996), antimutagénico (Nakasugi;
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Komai, 1998), vasorelaxante da musculatura lisa (Torres
et al., 2000), hipoglicemiante (Matos; Lorenzi, 2002;
Barbosa-Filho et al., 2005), antiviral (Abad et al., 1999),
gastroprotetor (Gonzales et al., 2000) e hepatoprotetor
(Soicke; Leng-Peschlow, 1987). Estes dados cientificos
parecem ir ao encontro do uso tradicional que se faz desta
planta. B. trimera € uma espécie didica e foi submetida
a estudos quimicos, evidenciando algumas categorias de
compostos naturais, tais como diterpenoides (Herz et al.,
1977; Torres et al., 2000), flavonoides (Soicke; Leng-
Peschlow, 1987; Gené et al., 1996), saponinas (Chicourel
et al.,, 1997/1998; Gené et al.,1996) e dleos essenciais
(Agostini et al., 2005). A sua grande utilizago levou a
sua inclusdo na primeira e quarta edi¢do da Farmacopéia
Brasileira (Brandao et al., 2006). Nesse contexto varias
espécies t€m sido investigadas no Brasil, contribuindo
para a elucidagdo morfoanatomica e para o controle de
qualidade (Budel et al., 2003; Budel et al., 2004; Zaroni
et al., 2004; Budel et al 2005).

Em investigacdo realizada com B. trimera,
determinando-se o indice de espuma (analise quantitativa
comparativa  para saponinas), resultou em valores
diferentes entre plantas masculinas e femininas, sugerindo
certa diferenciagdo quimica em termos quantitativos
(Pavan, 1952). Por outro lado, Chicourel et al.
(1997/1998) em estudo sazonal qualitativo, evidenciaram
que saponinas se mantinham presentes em coletas de
B. trimera realizadas na primavera, verdo e inverno.
Os efeitos analgésico e antiinflamatério observados se
devem, principalmente, a um complexo de saponinas que
tem como componente majoritario o acido equinocistico
(figura 1) (Gené et al., 1996).

No que se refere aos flavonoides, uma série
deles ja foram isolados (eupafolina, quercetina, luteolina,
nepelina, apigenina, hispidulina, quercetina, eupatorina,
genkwanina, cirsimaritina, rutina, cirsiliol, genkwanina,
cirsimaritina, canferol, eupatrina, eriodictiol, 5-OH-
6,7,3°,4-OMe flavona, 5,7,3°,4’-OH-3-O-ramnosil-
glicosil flavona,) (Verdi et al., 2005). Em ensaio de
adubacgdo realizado para B. frimera, variando-se 0s
teores de nutrientes do solo, com doseamento deste tipo
de substancia, obteve-se resultados muito parecidos,
demonstrando que este vegetal é extremamente rustico,
ndo importando o tipo de solo que ¢é cultivado. No
entanto, no mesmo experimento, observou-se variagdo
sazonal no teor de flavondides, obtendo-se uma droga
mais rica neles, quando colhida no verdo, para partes
aéreas de plantas masculinas, com um ano de vida
(Borella et al., 2001). Ressalta-se que grande parte das
acOes farmacologicas citadas para esta espécie se deve
a este complexo flavonoidico presente na composicdo
quimica desta planta.

Deste modo, o objetivo do presente trabalho
foi estudar a variacdo sazonal em relacdo ao indice de
espuma em plantas estaminadas durante o primeiro
ano de desenvolvimento e a composi¢do quimica desta
espécie, realizando o isolamento e a elucidagdo estrutural
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de substancia da fragdo flavonoidica.
MATERIAL E METODOS

O ensaio para obtenc¢do do indice de espuma
em drogas coletadas em diversas estagdes do ano foi
desenvolvido do seguinte modo: Apos selegdo de planta
estaminada para matriz, mudas foram obtidas por estaquia
e com trés meses de idade foram levadas ao campo. O
desenvolvimento destas plantas foi realizado de janeiro a
dezembro 1998, no Campo Experimental da Universidade
de Ribeirao Preto, localizado em Ribeirdo Preto, estado de
Séo Paulo, estando na latitude de 21°10°42”’S e longitude
de42°48°240. O solo foi analisado fisica e quimicamente
através de amostra coletada na profundidade de 20 cm
(pH = 5,2; P = 13 mg.kg'; Ca = 35 mmol kg'; Mg =
14 mmol kg'; K = 23 mmol_kg'; Al = 0 mmol_kg";
H + Al = 31 mmol_kg"'; matéria organica = 25 gkg';
V = 62,3%; Areia = 537g.kg?!; Silte = 62g.kg!; Argila
=401g.kg™"). Foi elevado o indice de saturag¢do de bases
a 50%. O plantio foi realizado em fileiras duplas, sendo
o espacamento de 1 m entre as fileiras e estas com 0,5 m
entre si, com 0,5 m na linha de plantio. As covas tiveram
0,3 m de profundidade por 0,2 m de didmetro. Sofreram
irrigacdo duas vezes por semana. O experimento foi
conduzido com trés blocos, com trés repeti¢des. Cada
parcela teve trés fileiras duplas contendo 48 mudas no
total, sendo desprezadas as duas fileiras laterais e as
quatro plantas de cada ponta da fileira do meio. Sendo
assim, foi considerada para coleta de amostras somente as
plantas centrais. As analises foram realizadas em drogas
obtidas em trés colheitas, sendo a primeira 6 meses apos
o plantio (inverno); a segunda, 9 meses ap6s o plantio
(primavera) e a terceira, 12 meses apos o plantio (verdo).
Utilizando-se tesouras de poda, colheram-se os ramos
a 10 cm do nivel do solo. Estes foram secos a sombra.
Apds 4 a 5 dias, quando o teor de umidade nas amostras
estavam em niveis inferiores a 15% (p/p), procedeu-se a
moagem, em moinho de facas, obtendo-se desta forma o
material pulverizado (0,5 — 1,0 mm) que foi submetido
aos testes para determina¢do do indice de espuma
(Farmacopéia Brasileira, 2000). Todos os ensaios foram
feitos em triplicata e a média foi utilizada para a analise
estatistica. Um exemplar (exsicata) do material estudado
foi depositado no Herbario de Plantas Medicinais da
Unidade de Biotecnologia Vegetal da Universidade de
Ribeirdo Preto sob codigo HPM25. Apoés as analises, os
dados foram tratados estatisticamente (Teste ANOVA ¢
posteriormente teste de Tukey-Kramer, ao nivel de 5%
de significancia) para avaliarmos as possiveis diferencas
entre os valores encontrados.

O estudo quimico objetivando o isolamento de
constituinte flavonoidico de B. trimera foi desenvolvido
utilizando parte da droga anteriormente obtida (colhida
com um ano de desenvolvimento). Com o material
pulverizado (1Kg) foi realizado extragdo com metanol,
com ajuda de ultrassonicador, por 25 minutos. Este
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material foi filtrado e o extrato metandlico foi seco em
rotavaporador ¢ novamente ressuspendido em metanol:
agua 1:9. Com este extrato foi realizado partigdo com
diclorometano. A fragdo hidroalcodlica foi seca, obtendo-
se 4 g de material que foi submetido a cromatografia em
coluna, tendo como fase estacionaria o sephadex LH 20
¢ fase movel o metanol. Foram eluidas 93 fragdes que
foram monitoradas por CCD (Silicagel GFy54 ; CHCl5:
MeOH 7:3) e reunidas, totalizando 12 fragdes. A fracdo
de niimero 11 (0,2 g) sofreu novo fracionamento, através
de analise preparativa em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Shimadzu mod. LC-6A, coluna ODS; detector
A=280 nm; metanol:agua 6:4; fluxo 9,8 ml/min). Da
fragdo analisada foi isolada uma substancia codificada
como FL1 (0,01 g). Tal substancia sofreu analise para
obtengdo de espectros de ultravioleta (Beckman DU-70),
ressonancia magnética nuclear de proton e carbono-13
(1D e 2D) (ARX-300) para que sua estrutura quimica
fosse estabelecida. Os sinais observados no espectro
de RMN 'H s@o: (300MHz, DMSO, TMS como padrdo
interno): & (ppm) 13,04 (s, ArOH); 9,57 (s, ArOH); 7,72
(d, J = 8,1 Hz, H)); 7,61 (s, H,); 7,24 (d, J = 8,6 Hz,
H.); 7,06 (s, Hy); 6,97 (sl, H,); 4,07 (s, OCH,); 4,01 (s,
OCH,); 3,86 (s, OCH,). Os sinais observados no espectro
de RMN 3C sdo: (75MHz, DMSO, TMS como padrao
interno): 6 (ppm) 183,1 (C,); 159,1 (C,)); 152,0 (C,);

1233 (C,); 118,5 (C,); 113,5 (C,); 112,5 (C,); 1052
(C,); 103,7 (C,); 91,9 (C,); 60,4 (OCH,); 56,8 (OCH,);
56,2 (OCH,).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relag¢do aos valores do indice de espuma
aferidos decorrentes das andlises realizadas nas
amostras de B. trimera, notou-se que, depois de tratados
estatisticamente, eles ndo se mostraram diferentes quando
se compara as colheitas realizadas no inverno, primavera
e verdo (tabela 1). Este resultado ¢ discordante daquele
encontrado para o teor de flavondides presentes nesta
mesma espécie, onde se observou um efeito sazonal,
com maior concentragdo na colheita de verdo (Borella et
al., 2001). Este dado sugere que, para substancias com
potencial afrogénico, principalmente as saponinas, esta
espécie vegetal ndo ¢ sensivel as alteragdes sazonais, no
que se refere a biossintesse deste tipo de metabdlito.

A estrutura da substancia isolada no processo
de fracionamento do extrato metanolico de partes aéreas
de B. trimera foi proposta apds analise dos espectros.
A substancia codificada como FL1 foi analisada por
espectroscopia de UV, em metanol, onde se observou
bandas atribuidas ao anel A (banda II do grupo benzoil) e
ao anel B (banda I do grupo cinamoil), com os maximos

Tabela 1. Média dos valores obtidos do indice de espuma em amostras de Baccharis trimera

Amostras colhidas no

Amostras colhidas na Amostras colhidas no verdo

inverno primavera
Bloco 1 200,0° 200,0° 273,8"
Bloco 2 333,0° 214,8" 261,17
Bloco 3 261,0° 259,2% 252,0°

Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas ndo diferem estatisticamente entre si, até o nivel de 5% pelo teste
de Tukey-Kramer (Amostras de inverno: Desvio padrdo = 66,576; Erro padrao da média = 38,438. Amostras de
primavera: Desvio padrdo = 30,809; Erro padrdo da média = 17,787. Amostras de verdo: Desvio padrdo = 10,949;

Erro padrao da média = 6,322).

HO

CH, CH,

Figura 1. Acido equinocistico e 5,6-diidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona (FL1).
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em 273 nm e 345 nm, respectivamente, caracteristicas
de composto flavonoidico. No espectro de RMN 'H
observaram-se quatro sinais atribuidos aos protons
pertencentes ao anel aromatico entre 7,0 ¢ 8,0 ppm ¢ a
ocorréncia de dois sinais (singletos) com integracdo
para um proton cada, em campo baixo (9,57 ¢ a 13,04
ppm), caracteristicos de protons de hidroxilas fenolicas
¢ ainda um singleto largo em 6,97 ppm, caracteristico
de compostos flavonicos, devido a presenca do préoton
vinilico em C,. Observou-se, neste espectro, a presenca
de trés singletos, com integracdo para 3 protons cada,
entre 3,80 a 4,10 ppm, caracterizando a ocorréncia de
trés grupamentos metoxilas. A adicdo de reagentes de
deslocamento junto a solugdo metanoélica deste composto
e novamente analisando sua absor¢ao no comprimento de
onda do UV levou a determinac¢do das vizinhangas destes
grupamentos. Adicionando-se NaOH, notou-se efeito
batocromico de 34 nm da banda I evidenciando a metoxila
na posi¢do C,, e com adigdo de NaOAc observou-se efeito
hipsocromico de 3 nm da banda II evidenciando outra
metoxilaem C,. O espectrode RMN PC confirmaamaioria
das informagdes citadas e o espectro bidimensional
HETEROCOSY ('H e '*C) auxiliou na correta atribui¢éo
dos sinais de *C e 'H, esclarecendo as vizinhangas de
cada um deles. Deste modo, a analise destes dados e
comparando-os com aqueles da literatura (Tonn et al.,
1982; Zdero et al., 1986) permitiu propor que a flavona
FL1 trata-se de 35,6-diidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona
(figura 1), até entdo, ndo isolada neste género.
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