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FLAVONÓIDES E TRITERPENOS DE Baccharis pseudotenuifolia – BIOATIVIDADE SOBRE Artemia salina
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FLAVONOIDS AND TRITERPENES FROM Baccharis pseudotenuifolia – BIOACTIVITY ON Artemia salina. The phytochemical
investigation of the chloroformic and methanolic extracts of the Baccharis pseudotenuifolia led to the isolation of triterpenes,
steroids and flavonoids. From chloroformic extract were isolated oleanolic acid and α-spinasterol while from methanolic extract
were isolated the flavonoids: hispidulin, naringenin, 3’-methoxy-luteolin, apigenin, kaempferol, eriodyctiol, aromadendrin,
quercetin, 3’-methoxy-quercetin, quercetin-3-O-rhamnoside and quercetin-3-O-glucoside. The structure of these compounds were
identified by IR, CG/MS, 1H and 13C NMR spectral analysis and comparison with literature. In addition, the extracts were evaluated
by means of Brine Shrimp Lethality test and the highier activity was observed in the chloroformic extract.
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INTRODUÇÃO

Plantas do gênero Baccharis, conhecidas popularmente por
carquejas, são arbustos lenhosos de grande diversidade morfológica
pertencentes à família Asteraceae, uma das maiores famílias que flo-
rescem (angiospermas), onde suas 25.000 espécies, distribuídas no
mundo todo, estão divididas em 1.100 gêneros1.

O gênero Baccharis está representado por mais de 500 espécies
nativas2 e exclusivas das Américas que estão distribuídas principal-
mente no Brasil e montanhas andinas3. No Brasil são aproximada-
mente cerca de 120 espécies, segundo Barroso4. Muitas espécies são
utilizadas na medicina folclórica para o tratamento de males do estô-
mago5, desordens hepáticas e renais6, com atividades antiinfla-
matória7, antidiabética8 e abortiva9 e na produção de fragrâncias co-
merciais (óleo de carqueja)10. Algumas espécies são reconhecida-
mente tóxicas apesar de seu uso na medicina popular. Nos países da
América do Sul, a morte de bovinos e ovinos ao se alimentarem com
folhas de Baccharis11-13 levou à avaliação da atividade citotóxica14-18

destas espécies.
Do ponto de vista fitoquímico, apesar de não mais que 15% das

espécies terem sido estudadas, quanto à sua composição micromole-
cular, pode-se observar que o gênero é caracterizado pelo acúmulo
de sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e flavonóides19-23.

No presente trabalho realizamos a investigação fitoquímica de
B. pseudotenuifolia, juntamente com a avaliação do efeito citotóxico
dos extratos, utilizando ensaios com A. salina 24.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Folhas de Baccharis pseudotenuifolia foram coletadas nos arre-
dores de Porto Alegre. Uma exsicata foi depositada no Departamen-
to de Botânica do Instituto de Biociência da UFRGS sob o Nº ICN
535773.

Isolamento dos triterpenos e esteróis

O extrato em clorofórmio da espécie B. pseudotenuifolia foi sub-
metido a um pré-fracionamento por filtração em leito de CaCO

3
–

Na
2
CO

3
-Celite, utilizando-se como eluentes clorofórmio e metanol.

Desta forma obteve-se duas frações: uma fração lipofílica eluída com
clorofórmio, constituída essencialmente de ceras e uma fração
metanólica. A fração metanólica foi submetida ao fracionamento por
cromatografia em coluna de sílica gel, utilizando-se como eluente
hexano/acetato de etila em gradiente de polaridade. Com este proce-
dimento obteve-se o isolamento do ácido oleanólico (1)25. O
fracionamento da fração lipofílica em coluna de sílica, eluída com
gradiente hexano/acetato de etila, resultou no isolamento de α-
espinasterol (2)26,27.

Isolamento dos flavonóides

O extrato metanólico de B. pseudotenuifolia foi cromatografado
em coluna de sílica gel eluída com mistura hexano/acetato de etila/
metanol no modo gradiente de polaridade. As frações que deram
reação positiva com o regente FeCl

3
 em cromatografia em camada

delgada (ccd) foram reunidas em dois grupos. O grupo de menor
polaridade foi recromatografado em coluna de sílica gel (gradiente:
hexano-acetato de etila) e as frações contendo flavonóides (ccd-FeCl

3
)

foram submetidas a sucessivas cromatografias em coluna de sílica
flash28 sob pressão e purificações por recristalizações, resultando no
isolamento dos flavonóides 3 a 10. O grupo mais polar foi submeti-
do a uma gel filtração em Sephadex LH-20 resultando em duas fra-
ções flavonoídicas, segundo ccd-FeCl

3
. A recromatografia destas fra-

ções em coluna de sílica eluída com clorofórmio/metanol no modo
gradiente de polaridade resultou no isolamento de quercetina 11 e na
obtenção da mistura quercetina-3-O-ramnosídeo 12 e quercetina-3-
O-glicosídeo 13.

Bioensaio com Artemia salina

Utilizou-se a metodologia de Meyer29 adaptada. Cerca de 10 lar-
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vas de Artemia salina foram transferidas para tubos de ensaios con-
tendo água artificial do mar e a substância a ser testada, em quatro
diferentes concentrações. Os testes foram feitos em triplicata. A con-
tagem dos animais mortos e vivos foi realizada após 24 h. Utilizou-
se o método Probitos de análise para obtenção das DL

50
 e respecti-

vos intervalos de confiança30. Os extratos foram considerados ativos
quando DL

50 
< 1000 ppm29. As substâncias puras testadas foram o

ácido oleanólico (DL
50

 85 ppm) e a hispidulina (DL
50

 468 ppm).
Cada teste foi acompanhado de um controle negativo e positivo com
K

2
Cr

2
O

7
 (DL

50
 = 20 a 40 ppm)31.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os extratos em clorofórmio e em metanol de folhas da espécie
Baccharis pseudotenuifolia foram submetidos ao bioensaio de
toxicidade sobre Artemia salina (TAS), sendo que ambos foram con-
siderados ativos (TAS < 1000 ppm29, Tabela 1). A maior atividade
concentrou-se no extrato clorofórmico (TAS = 115 ppm), no qual
detectou-se a presença do triterpeno ácido oleanólico (1), através de
ccd revelado com o reagente de Liebermann-Burchard. Este resulta-
do é indicativo da presença de um importante componente citotóxico
na fração clorofórmica. Desta fração foram isolados α-espinasterol
e ácido oleanólico, identificados por comparação direta em ccd e
pela comparação dos dados de RMN 13C com padrões descritos na
literatura25-27. A realização do bioensaio com os compostos isolados
demonstrou que o ácido oleanólico (TAS = 85 ppm) pode ser o prin-
cípio ativo responsável pela atividade do extrato clorofórmico nesta
espécie de Baccharis. Kubo e Matsumoto reportaram32 que o ácido
oleanólico encontrado nas folhas de B. linearis pode constituir uma
barreira física na prevenção de ataques contra microorganismos. No
extrato metanólico encontrou-se a hispidulina como flavonóide ma-
joritário, a qual pode ser responsável pela atividade neste extrato
(Tabela 1).

O fracionamento cromatográfico do extrato metanólico das fo-
lhas de B. pseudotenuifolia resultou no isolamento das flavanonas 4
e 9, do flavanonol 10, das flavonas 3, 5 e 6, dos flavonóis 7, 8 e 11 e
na separação de uma mistura contendo os glicosídeos quercetina-3-
O-ramnosídeo 12 e quercetina-3-O-glucosídeo 13.

Os espectros de absorção na região do IV dos compostos 3-11
apresentaram um perfil de absorção típico de flavonóides, com in-
tensa absorção de OH na região de 3280 a 3410 cm-1, carbonila
conjugada envolvida em ligação de hidrogênio intramolecular (1640-
1670 cm-1) e um grupo de absorções na região de aromáticos, en-
quanto que os compostos 12 e 13 apresentam uma forte e larga ban-
da na região de 3400 cm-1, sugerindo uma estrutura glicosídica. Os
espectros de RMN 1H dos compostos 4-13 apresentaram sinais para
um OH quelado e um par de dupletes na região de hidrogênios aro-
máticos com constantes de acoplamento para hidrogênios meta
correlacionados (J ~ 2 Hz), típico de flavonóides com anel “A” subs-
tituídos nas posições 5 e 7, sugerindo que estes flavonóides são 5,7-
diidroxi.

Os espectros de RMN 1H das flavanonas 4 e 9 mostram o sistema
ABX na região de hidrogênios alifáticos (4: δ 5,36 dd, H-2; 2,53 dd
H-3a; 3,10 dd H-3b e 9: δ 5,39 dd H-2; 2,40 dd H-3a; 3,14 dd H-3b)
e os espectros de RMN 13C exibem dois grupos oxi metínicos (4:δ
79,35 C-2 e 43,33 C-3 e 9: 79,88 C-2 e 43,46 C-3), caracterizando o
esqueleto flavanona. Assim, foram identificados naringenina (4) e
eriodictiol (9), cujos dados espectroscópicos concordam com os va-
lores da literatura33. O flavanonol 10 é aromadendrina e a flavona 6 é
apigenina. Ambos identificados por comparação dos dados de RMN
1H e 13C com os valores da literatura33 e por cromatografia em cama-
da delgada em comparação com amostra autêntica.

 Os compostos 3, 5 e 6 foram identificados como flavonas a par-
tir da observação nos espectros de RMN 1H de singletos em δ 6,95,
6,98 e 6,64 atribuídos aos H-3, respectivamente. A análise do espec-
tro de RMN 1H do composto 3 (M+. 300) mostrou a presença de
sinais para uma metoxila (δ 3,99) e dois singletos em δ 6,93 e 6,95,
além do par de dupletes típico de anel “B” p-dissubstituído. O es-
pectro de RMN bidimensional de correlação heteronuclear HETCOR
– 1J

H-C
 mostrou que o singleto em δ 6,95 (H-3) correlaciona com o

carbono em δ 103,19 e o singleto em δ 6,93 (H-8) com o carbono em
δ 94,97. A posição da metoxila em C-6 foi deduzida com base na
comparação dos deslocamentos químicos do carbono δ 94,1 com
5,7,4’-triidroxi 8-metoxiflavona (δ 99,1 para C-6) e 5,7,4’-triidroxi
6-metoxiflavona (δ 94,1 para C-8)31. Assim, o composto 3 foi iden-
tificado como sendo 5,7,4’-triidroxi-6-metoxi flavona e seus dados
de carbono-13 conferem com os da literatura33,34.

A posição da metoxila em C-3' no composto 5 foi deduzida atra-
vés dos experimentos de NOE diferencial. Irradiando a metoxila
δ 3,84 observou-se ressonância em δ 7,67 (H-2'), e a irradiação em
δ 7,63 mostrou ressonância em δ 3,84 e δ 6,98 (H-3) permitindo a
identificação de 5 como sendo 5,7,4'-triidroxi-3'-metoxiflavona.

Os compostos 7 e 11 foram primeiramente identificados como
kaenferol e quercetina, respectivamente, através da comparação di-
reta com amostras autênticas em ccd. Os deslocamentos químicos
dos átomos de hidrogênio e carbono nos espectros de RMN 1H e
RMN 13C estão consistentes com os valores da literatura33,35.

O composto 8 (M+. 316) apresentou um espectro de RMN 1H
semelhante ao da quercetina com um sinal adicional para metoxila
(δ 3,98). Experimentos de NOE diferencial (irradiação da metoxila
δ 3,98 destaca o sinal em δ 8,30 H-2'; irradiação em δ 8,30 destaca o
sinal em δ 3,98) permitiram localizar a metoxila em C-3’ e a identi-
ficação do composto 8 como 3,5,7,4'-tetrahidroxi-3'-metoxiflavona33.

Os glicosídeos quercetina-3-O-glucosídeo 12 e quercetina-3-O-
ramnosídeo 13 foram identificados em mistura, através de minucio-
sa análise dos espectros de RMN 1H e 13C e por comparação com os

Tabela 1. Teste de toxidade para A. salina dos extratos e compostos
isolados de Baccharis pseudotenuifolia

DL
50 

(ppm) Intervalo de confiança
95% (ppm)

Extrato clorofórmico 115 83 – 157
Extrato metanólico 813 676 – 983
Ácido oleanólico 85 69 – 105
Hispidulina 468 389 – 563
K

2
Cr

2
O

7
20-40*

*Ref. 31
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dados da literatura33. Na região de açúcares do espectro de RMN 1H
pode-se identificar a presença de dois monossacarídeos através de
seus hidrogênios anoméricos em δ 5,22 e δ 5,51, que estão correla-
cionados no espectro HETCOR aos carbonos anoméricos δ 102,5 e
δ 105,6, respectivamente. A presença de uma metila em δ 0,91 (d,
J=5,59 Hz) no espectro de RMN 1H e δ 17,70 no espectro de RMN
13C sugere a presença de uma unidade de ramnose, que é confirmada
pelos valores dos deslocamentos químicos dos carbonos no espectro
de RMN 13C em comparação com a literatura33,36. Já a unidade de
glucose foi inferida com base nos dados de RMN 13C em compara-
ção com os valores encontrados na literatura33,36. A posição das uni-
dades glicosídicas na posição C-3 foi deduzida pelas diferenças nos
deslocamentos químicos dos carbonos C-2 e C-3 do glicosídeo em
comparação com os da aglicona quercetina.
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