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RESUMO

O género Eupatorium L. (Asteraceae) apresenta muitas espécies comumente
encontradas no Rio Grande do Sul e se caracteriza pela presenca de 0Oleos
volateis e outros derivados terpenoidicos entre seus metabdlitos secundarios.
Neste trabalho, o 6leo volatil de oito espécies de Eupatorium nativas do estado
foi extraido por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger e sua composicéo
quimica foi avaliada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM). As espécies analisadas foram: E. inulifolium Kunth, E.
polystachyum DC, E. picturatum Malme, E. tremulum Hook. & Arn, E. ivifolium
L., E. laevigatum Lam., E. casarettoi (B.L.Rob.) Steyerm., E. itatiayense Hieron.
e E. gaudichaudianum DC. Os 06leos volateis de partes aéreas de E. tremulum
analisados antes, durante e apos a floracéo, aplicando-se andlises multivariadas
para identificar compostos com variacdo significativa em cada estagio de
desenvolvimento da espécie. Os extratos diclorometano das mesmas espécies
foram avaliados na busca de lactonas sesquiterpénicas utilizando como
metodologia a mensuracao da absorcao caracteristica de lactonas no espectro
Infravermelho e aplicacdo de métodos de extracédo especificos para essa classe
de compostos. Foi realizado fracionamento dos 6leos volateis em cromatografia
em coluna aberta (CC), cromatografia flash (CC flash) e cromatografia liquida de
média pressdo (MPLC) com monitoramento das fracdes por CG/EM para o
isolamento de compostos nao identificados apenas por seu indice de retencao
linear e espectro de massas. Utilizando essa abordagem foi isolado e identificado
por seus dados espectrais de RMN um furanossesquiterpeno, 3-0Xxo-
verboccidentafurano, descrito pela primeira vez em Eupatorium. Também foi
realizado o fracionamento de extratos diclorometano (E. casaretoi e E.
inulifolium) em CC flash e MPLC, com monitoramento das fracdes por CG/EM e
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD) na tentativa de isolamento de lactonas sesquiterpénicas. Um
composto foi isolado e sua completa elucidagéo estrutural estd em andamento.
Considerando as dificuldades encontradas no processo de elucidacao estrutural
da molécula isolada do extrato de E. inulifolium, mesmo com a abundéncia de

dados de ressonancia magnética nuclear (RMN) 13C disponiveis para consulta,



e que nao foi encontrada uma base digital dedicada a lactonas sesquiterpénicas
reunindo esses dados em uma plataforma facilmente acessivel e utilizavel, foi
realizada a transposi¢do de uma base de dados da literatura para um formato
digital amigavel (baseada em Excel®), com a visualizacdo e comparacdo de
dados facilitadas gracas a utilizacdo de formas graficas em lugar das formas

tabulares de apresentacéo dos espectros comuns na literatura.

Palavras-chave: Oleo volatil, Eupatorium, analise multivariada, banco de dados,
RMN.



ABSTRACT

Study of chemical constituents of essential oils from Eupatorium species
native in Rio Grande do Sul State and framing of a sesquiterpene lactone

database

The genus Eupatorium L. (Asteraceae) contains several species that are common in
Rio Grande do Sul State and it is characterized by essential oils and other terpenic
derivatives among its secondary metabolites. Through this survey, it was evaluated
the chemical composition of the essential oil from eight species of Eupatorium natives
to the State and their chemical composition was analysed by gas chromatogaphy
coupled to mass spectrometry. The following species were studied: E. inulifolium
Kunth, E. polystachyum DC, E. picturatum Malme, E. tremulum Hook. & Arn, E.
ivifolium L., E. laevigatum Lam., E. casarettoi (B.L.Rob.) Steyerm., E. itatiayense
Hieron. and E. gaudichaudianum DC. Volatile oils from aereal parts of E. tremulum
were analysed before, during and after blooming. Multivariate analyses were employed
in order to identify compounds showing significant variation between each
developmental stage. Dichloromethane extracts of these same species were evaluated
for sesquiterpene lactones by measuring the typical infrared absorption for lactones
and applying extraction methods directed to this class of compounds. The essential
oils were fractionated by CC, CC flash and MPLC, with fractions being monitored by
GC/MS for isolation of unknown compounds, whose retention index and mass
spectrum were not enough for identification. Using this approach a furansesquiterpene,
3-oxo-verboccidentafuran, described for the first time for Eupatorium, was isolated and
identified based on NMR spectral data. Dichloromethane extracts (E. casarettoi and E.
inulifolium) were also fractionated by CC flash and MPLC, fractions were monitored by
GC/MS and HPLC-DAD aiming the isolation of sesquiterpene lactones. One
compound was isolated and its structural elucidation is ongoing. Considering
difficulties faced in the process of structural elucidation of the compound isolated from
the extract of E. inulifolium, even with plenty of NMR 13C data available for search, and
considering that no digital database dedicated to sesquiterpene lactones was found,
that gathers these data in an easily accessible and user friendly platform, we performed

the transposition of a bibliographic database to a more user friendly digital format



(baseada em Excel®), with enhanced data visualization and comparison, thanks to
the use of graphical rather than the tabular spectral presentation usually found in the
literature.

Keywords: essential oil, Eupatorium, multivariate analysis, database, NMR.
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1. INTRODUCAO GERAL

As plantas sdo fontes naturais ricas em compostos capazes de exercer as mais
diversas acdes farmacoldgicas. Menos de 10% das aproximadamente 250 mil plantas
conhecidas pelo mundo ja foram cientificamente investigadas quanto a sua atividade
farmacoldgica, tendo direta ou indiretamente originado 25% dos farmacos atualmente
prescritos no mundo. Disto se deduz que os vegetais oferecem um vasto e inesgotavel
reservatério de novos farmacos com potencial atividade farmacologica. Essa
caracteristica, aliada a sua grande diversidade quimica, faz dos produtos de origem
vegetal excelente matéria-prima para a sintese de novos farmacos. Entre os produtos
do metabolismo vegetal mais promissores e de mais facil acesso para a pesquisa de
compostos ativos, encontram-se os terpenoides (DEMYTTENAERE e KIMPE, 2001;
BRENNA et al., 2003).

Espécies das familias Lamiaceae, Myrtaceae, Poaceae, Lauraceae, Rosaceae
e Asteraceae sao bastante conhecidas por suas propriedades arométicas
relacionadas aos 6leos volateis, cuja composi¢cdo quimica pode variar amplamente.
Essa diversidade funcional, no entanto, pode ser agrupada em duas séries principais:
a série dos derivados do fenilpropano e a série terpénica (BELL e CHARLWOOD,
1980). Na série dos fenilpropanoides séo classificados os derivados do fenilpropano
(C6-C3), oriundos do metabolismo do &cido chiquimico (como as cumarinas e alguns
aldeidos aromaticos) (GEISSMAN e CROUT, 1969; GUIGNARD et al., 1985). Na série
terpénica, quantitativamente mais numerosa e qualitativamente mais variada

encontram-se 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos (CROTEAU, 1987; CANE, 1990).

Compostos derivados dos sesquiterpenoides, as lactonas sesquiterpénicas,
apresentam um radical isopropila oxidado e convertido a uma lactona, usualmente
uma y-lactona. Sdo de grande interesse, pois apresentam importantes atividades
terapéuticas (De KRAKER et al., 2002). Este grupo de compostos ocorre em muitos
géneros da familia Asteraceae e estudos evidenciaram atividades famacoldgicas
promissoras, como atividade anti-inflamatéria (MELO et al., 2005); atividade inibitoria
sobre a liberagéo de elastase neutrofilica humana (ARAKAWA et al., 2008) e atividade
antioxidante hormética (ativacdo em baixas doses das respostas antioxidantes do
organismo) (UMEMURA et al., 2008), entre outras.
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O género Eupatorium L. (Asteraceae) compreende centenas de espécies,
sendo a grande maioria delas endémica do continente Americano. No Rio Grande do
Sul foram descritas 49 espécies (MATZENBACHER, 1979). O género € quimicamente
caracterizado pela presenca de 6leos volateis terpénicos, lactonas sesquiterpénicas,
flavondides e alcal6ides pirrolizidinicos (KING e ROBINSON, 1987). A grande maioria
das espécies ainda ndo foi avaliada quanto a sua composi¢do quimica e potencial
bioldgico, entretanto alguns autores, de SOUZA (2007) e de SOUZA e colaboradores
(2007), por exemplo, determinaram a composi¢cao quimica do 6leo volatil de 33 das
espécies nativas no Rio Grande do Sul e avaliaram de forma preliminar suas
atividades antioxidante e anticolinesterasica. Outros autores (MOREL et al., 2007;
REIS et al., 2008; SCHOSSLER et al., 2009) também se voltaram para o estudo dos
Oleos volateis de espécies deste género; MONKS e colaboradores (2002), por sua
vez, avaliaram o potencial citotdéxico de extratos de E. laevigatum e E. macrocephalum
contra linhagens celulares de tumores solidos e SCHMIDT e colaboradores (2009)
incluiram E. laevigatum em alguns outros ensaios de atividade biolégica. Ainda, de
Eupatorium rufescens P.W. Lund ex DC. (Asteraceae) foram isolados e caracterizados
dois peréxidos sesquiterpénicos, zengibereno-3,6-a-endoperéxido e zengibereno-3,6-
B-endoperéxido, ambos com atividade esquizonticida contra Plasmodium falciparum
(RUCKER et al., 1996).

Entre as lactonas ja isoladas de Eupatorium encontram-se germacranolideos,
guaianolideos, heliangolideos (KING e ROBINSON, 1987; HERZ, 2001),
germacradienolideos, elemanolideos, elemadienolideos, eudesmanolideos,
melampolideos, partenolideos, cronguistiolideos, grazielolideos e
isoguaiagrazielolideos (DE GUTIERREZ et al., 1995; HERZ, 2001; HERZ, 2004; HUO
et al., 2004; YUE et al., 2004). Muitas lactonas isoladas de espécies de Eupatorium
foram avaliadas quanto a sua atividade citotoxica in vitro contra células de varias
linhagens tumorais - E. cannabinum (WOERDENBAG et al., 1988); contra células P-
388 e A-549 — E. lindleyanum (HUO et al., 2004); E. chinense (LIAW et al., 2008);
atividade inibitéria sobre a degranulacédo em células RBL-2H3 de leucemia basofilica
de ratos - E. chinense (ITOH et al., 2009) e atividade repelente contra formigas — E.
quadrangulare (OKUNADE e WIEMER, 1985).
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As lactonas sesquiterpénicas usualmente encontradas em espécies de
Eupatorium pertencem aos quatro nucleos principais: germacranolideo, guaianolideo,
eudesmanolideo e elemanolideo, que sdo também os quatro nucleos mais simples
das lactonas encontradas em Asteraceae. Entretanto, a presenca de muitos
substituintes acila ligados a esses nucleos na forma de éteres ou ésteres, bem como
a existéncia de varios centros quirais nos esqueletos carbdnicos dessas moléculas,
tornam o processo de identificacdo das mesmas bastante trabalhoso. Assim, apesar
de técnicas de espectrometria de massas e analise de infravermelho serem utilizadas
com frequéncia como auxiliares na identificacdo molecular de lactonas
sesquiterpénicas, é a técnica de ressonancia magnética nuclear de *3C que fornece o
maior nimero de informacdes estruturais no processo de elucidacdo. Dessa forma, a
existéncia de bancos de dados abrangentes, detalhados e de facil consulta é

fundamental para desenvolvimento de um bom trabalho de elucidacéo.

Como parte de nosso trabalho sisteméatico envolvendo espécies aromaticas da
familia Asteraceae de ocorréncia no Rio Grande do Sul, foi desenvolvido um projeto
de mestrado (SOUZA, 2007), em nosso Programa de Pés-Graduacdo, no qual
dezenas de espécies (33 espécies) do género Eupatorium L. foram analisadas quanto
a composicado quimica do 6leo volatil e ensaiadas para atividade antioxidante e
anticolinesterasica pelo método de bioautografia. Tais estudos geraram trabalhos que
foram apresentados em diversos eventos cientificos nacionais e internacionais, bem
como originaram um manuscrito publicado (SOUZA et al., 2006a, 2006b, 2006c;
SOUZA et al.,, 2007; APEL et al.,, 2008a, 2008b, 2008c; ANDRADE et al., 2008;
BAUERMANN et al.,, 2008; APEL et al., 2009). Como resultado deste trabalho,
observou-se potencial quimico e biolégico para as espécies. Desta forma, a presente
tese de doutorado intencionou o aprofundamento nas investigacées quimicas de
Eupatorium, incluindo as lactonas sesquiterpénicas, comuns neste género. Dentre
essas espécies estudadas, foram selecionadas algumas com base em seu alto
rendimento em Oleos volateis e na presenca de compostos de interesse, para
aprofundamento da investigacdo quimica e, paralelamente a isso, desenvolveu-se
uma plataforma em Excel® para visualizagao e armazenamento de espectros de RMN
13C, cuja funcionalidade foi verificada em um banco de dados espectrais de lactonas

sesquiterpénicas.
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Esta tese € apresentada em capitulos. O capitulo | aborda 6leos volateis, sendo
seus materiais e métodos, resultados e discussdo apresentados no encarte do
manuscrito . O capitulo 1l aborda lactonas sesquiterpénicas, revisdo bibliografica e
técnicas de isolamento. O capitulo Il aborda o desenvolvimento de um programa para

visualizacdo de espetros de RMN *3C de lactonas sesquiterpénicas.
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2. CAPITULO | - ESTUDO DO OLEO VOLATIL DE ESPECIES DE Eupatorium
(ASTERACEAE)






2.1  INTRODUCAO

A quimica de compostos volateis esta intimamente relacionada a integracao
das plantas ao seu meio. Assim, muitas vezes as plantas se utilizam deste tipo de
substancia para reagir a ataques biologicos, competir com outras plantas, ou se

proteger do calor e da radiacdo excessivos (ANGIONI et al, 2006).

Dada a diversidade de estruturas e funcbes quimicas presentes em 6leos
volateis, estas substancias tém potencial para uma gama de atividades
farmacoldgicas, além do seu importante valor econdémico no mercado de flavorizantes
e cosmeéticos. Entretanto, muitas espécies vegetais nativas nunca foram
guimicamente avaliadas, nem se tem conhecimento sobre seu potecial farmacoldgico.
Dentre estas, podemos citar espécies do género Eupatorium. SOUZA (2007) avaliou
a composicdo quimica de 33 espécies de Eupatorium nativas, entretanto, muitas
permacem inexploradas, além do fato de que a composicdo quimica de 0Oleos volateis
pode variar, ndo apenas com a espécie, mas com as condi¢cfes edafoclimaticas e
fenofases (ANGIONI et al, 2006). Assim, uma Unica andlise ndo caracteriza a
variabilidade quimica de uma espécie.

Dessa forma, buscou-se neste capitulo foi o aprofundamento do estudo da
composicdo quimica do Oleo volatil de espécies de Eupatorium, com a inclusdo de
novas espécies, o acompanhamento da variabilidade fenofasica da composicao
quimica do 6leo volatil de E. tremulum e o isolamento e identificacdo de substancias
nao identificadas no trabalho anterior de SOUZA (2007). Ampliando assim o
conhecimento quimico do género, com adicdo de informacbes para estudos
guimiotaxondmicos e geracdo de informacdes que possam contribuir para a

conservacao da espécie.
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2.2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste capitulo foi 0 estudo dos constituintes quimicos dos 6leos
volateis de espécies de Eupatorium nativas do Rio Grande do Sul. O d6leo volatil foi
obtido das partes aéreas de E. tweedieanum, E. polystachium, E. tremulum, E.
picturatum, E. ericoides, E. buniifolium, E. laevigatum, E. serratum, E.
gaudichaudieanum e E. clematideum por hidrodestilagdo e analisados por

cromatografia a gasosa.

2.2.1 Objetivos especificos

- Obtencéao de oOleos volateis de folhas e inflorescéncias frescas de espécies de
Eupatorium por hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger;

- Identificacdo dos componentes por seus espectros de massa e indice de retencéo.

- Isolamento cromatografico de substancias cuja identificacdo ndo seja possivel por

espectrometria de massas e indice de retencéo;

- Elucidacédo estrutural das substancias isoladas, utilizando técnicas espectroscépicas
de RMN.

- Monitoramento por CG/EM da variabilidade na composi¢cado quimica do 6leo volatil

de E. tremulum durante a pré-floracao, floracao e pés-floracéo.
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2.3 REVISAO DA LITERATURA

2.31 OLEOS VOLATEIS

Oleos volateis ou essenciais sdo, por definicdo, misturas complexas de
substancias volateis produzidas por organismos vivos e obtidas de plantas ou de
partes de plantas utilizando-se apenas métodos fisicos (prensagem ou destilacao)
(SELL, 2009). Todas as plantas tém a habilidade de produzir tais substancias, mas
muito frequentemente apenas em quantidades minimas, pois a capacidade de
acumular éleos volateis ndo € onipresente no reino vegetal. Essa propriedade € um
traco caracteristico de certos grupos taxondmicos, dispersa em ou tipica de algumas
familias vegetais e esté intimamente associada a presenca de estruturas anatbmicas
especializadas, nas quais tais substancias sdo secretadas ou acumuladas: células
secretoras (idioblastos) e cavidades ou dutos no interior dos tecidos vegetais e
tricomas glandulares nas superficies externas dos diferentes 6rgdos (FAHN, 1988;
SVOBODA et al., 2000; BOUKHRIS et al., 2013).

Familias botanicas

As familias onde sédo encontradas espécies produtoras de 6leos volateis de
interesse econdmico ou medicinal estdo distribuidas nas gimnospermas:
Cupressaceae (Cupressus sp., Juniperus sp.) e Pinaceae (Abies sp., Pinus sp.); e nas
angiospermas as monocotiledoneas: Poaceae (Cymbopogon sp., Vetiveria sp.) e
Zingiberaceae (Elettaria sp., Zingiber sp.); e as dicotiledéneas: Apiaceae (Apium sp.,
Foeniculum sp.), Geraniaceae (Geranium sp., Pelargonium sp.), llliciaceae (Illicium
sp.), Lamiaceae (Mentha sp., Salvia sp., Lavanda sp.), Lauraceae (Cinnamomum sp.,
Laurus sp.), Myristicaceae (Myristica sp.), Myrtaceae (Syzygium sp., Eugenia sp.),
Oleaceae (Jasminum sp.) Rosaceae (Rosa sp.), Santalaceae (Santalum sp.) e

Asteraceae (Artemisia sp., Matricaria sp., Achillea sp.), dentre outros (SELL, 2009).
Glandulas

A presenca de quantidades apreciaveis de 0leos volateis em espécies vegetais
depende, anatomicamente, da existéncia de estruturas especificas para sua secrecao
e acumulo. Espécies da Familia Lamiaceae, por exemplo, caracterizam-se por

acumular produtos volateis em tricomas glandulares, como é o caso em Rosmarinus
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officinalis (MARIN et al.,, 2006), Lavandula pedunculata (ZUZARTE et al., 2010),
Scutellaria agrestis (OLIVEIRA et al., 2014), Salvia crysophylla (KAHRAMAN et al.,
2010); j& em Apiaceae, Cupressaceae e Pinaceae 0s dutos secretores é que
acumulam estes produtos, como evidenciado para Carum carvi (SVOBODA, 2000),
Hladnikia pastinacifolia (Apiaceae) (SAJNA et al., 2014), Thuja plicata (Cupressaceae)
(FOSTER et al., 2013) e Picea omorika (Pinaceae) (NIKOLIC et al., 2013b). No género
Citrus, por outro lado, os 6leos sdo acumulados em cavidades secretoras, como
evidenciado em C. cinensis e C. limon (BENNICI e TANI, 2004) e em Piper sp.
(Piperaceae) foram relatadas células secretoras ou idioblastos (MARINHO et al.,
2011), assim como em Cymbopogon sp. (Poaceae) (LEWINSOHN et al., 1998)

Na familia Asteraceae os relatos mostram a ocorréncia de tricomas
glandulares, dutos secretores, hidatddios, idioblastos, cavidades, laticiferos, nectarios
extraflorais e apéndices glandulares (WERKER e FAHN, 1981; VERTREES e
MAHLBERG, 1978; CASTRO et al., 1997).

Em Matricaria chamomila (Anthemideae, Asteraceae) ANDREUCCI e
colaboradores (2008) relataram que tricomas glandulares e dutos secretores
coocorrem no caule, folhas e bracteas. Na corola e no ovério, apenas tricomas
glandulares sdo encontrados, enquanto no pedudnculo, receptaculo e estigma, os
dutos secretores ocorrem sozinhos. Além disso, este autor relata que existem algumas
diferencas nas secrecfes nessas duas estruturas: tricomas glandulares apresentam
substancias pécticas e maior quantidade de lipideos quando comparados com dutos
secretores, que ndo apresentam pectinas, mas produzem maior quantidade de 6leos
volateis. Entretanto, a composi¢cdo quimica destes grupos de metabdlitos ndo foi
descrita e ndo se sabe se existe diferenca quali ou quantitativa nos 6leos volateis e

lactonas sesquiterpénicas secretados nas duas estruturas.

Além de Matricaria sp., outros géneros de Asteraceae apresentam diversas
estruturas secretoras (BARTOLI et al., 2011). CASTRO e colaboradores (1997)
estudaram a morfoanatomia de espécies desta familia botanica presentes no cerrado
brasileiro e relataram que todas as 15 espécies de Eupatorium (tribo Eupatorieae)
coletadas nesse local apresentaram dutos secretores, hidatédios e tricomas

glandulares, sendo que em apenas uma delas também foi observada a presenca de
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idioblastos. Espécies de outros géneros da tribo Eupatorieae incluidas no estudo,
Mikania (3) e Stevia (2), apresentavam as mesmas estruturas, diferindo apenas na
presenca ou nao de idioblastos, assim como ocorre em Eupatorium. O mesmo foi
verificado nas espécies das tribos Astereae (5) e Heliantheae (13): todas
apresentavam dutos, hidatodios e tricomas, e algumas também apresentavam
idioblastos. Quanto as espécies das tribos Inuleae (2), Mutisieae (5) e Vernonieae (27)
incluidas no estudo, todas apresentaram tricomas glandulares, mas apenas em uma
espécie do género Trixis (Mutisieae) ocorrem dutos secretores. Idatodios e idioblastos
ndo tém ocorréncia constante nessas tribos. Mais recentemente PLOS e
colaboradores (2011), estudando o género Ophryosporus (tribo Eupatorieae)
verificaram que de 31 espécies observadas, apenas 16 apresentaram tricomas
glandulares, entretanto, todas elas exibiram estruturas secretoras internas, como

dutos ou cavidades.

Em Eupatorium adenophorum, entretanto, ndo foram relatados dutos

secretores em um estudo farmacognéstico da folha dessa espécie (NEGI et al., 2010).

Além dessas variacdes observadas entre os géneros, também podem ocorrer
variacdes intraespecificas. A interrelacdo entre estruturas especializadas para a
secrecao e 0 acumulo de volateis pode ser exemplificada pelo trabalho de PAOLINI e
colaboradores (2009), onde os autores evidenciaram que duas das subespécies de
Cistus creticus (Cistaceae) tipicas do Mediterraneo, C. creticus eriocephalus e C.
creticus corsicus, divergem ndo apenas nos caracteres morfolégicos que baseiam sua
diferenciacdo, mas também fundamentalmente nos niveis histolégico, quimico e
genético, no que se refere a producao de volateis. Primeiramente, as folhas de ambas
as subespécies possuem tricomas tectores, mas apenas C. creticus corsicus
apresenta também tricomas glandulares. Essa subespécie é reconhecida pela
producao de oOleo volatil contendo sesquiterpenos além de ser fonte rica em diterpenos
do grupo labdano, da mesma forma que outras espécies do género como C.
salvifolius, C. monspeliensis e C. ladanifer, das quais se obtém uma resina muito
utilizada na perfumaria, o ladano (ANGELOPOULOU et al., 2001; ANGELOPOULOU
et al., 2002; GOMES et al., 2005; LOIZZO et al., 2013). O mesmo estudo, porém,

revelou que mesmo ndo havendo rendimento mensuravel de 6leo volatil na extragédo
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por hidrodestilagdo da subespécie C. creticus eriocephalus, ela produz monoterpenos,

que puderam ser extraidos e analisados por extracdo em fase solida (SPE).

Mesmo no nivel individual pode haver diferencas. Isso pode ser exemplificado
pelo trabalho de FOSTER e colaboradores (2013) que compararam ao nivel quimico,
histoldgico e transcritbmico dois espécimes de Thuja plicata (um selvagem e uma
variante natural ndo produtora de monoterpenoides volateis). Os resultados dessa
comparacao revelaram que a variante ndo produtora de monoterpenoides também
ndo possuia glandulas/ductos secretoras/es (Gnico local em que esses terpenoides
eram sintetizados no espécime selvagem). Através da analise diferencial de seus
transcriptomas foi possivel identificar e isolar uma série de acidos ribonucleicos
(RNAS) dentre os quais um deles codificava para uma terpinoleno sintase e outro para
uma sabineno sintase; ambos eram expressos em maior quantidade no selvagem.
Terpinoleno e sabineno sao precursores da B-tujaplicina e da a-tujona, substancias
com reconhecida atividade antimicrobiana e dissuasoria alimentar presentes em T.
plicata e tidas como responsaveis pela alta resisténcia dessa espécie (selvagem) a
pragas e a herbivoria. Alguns tipos de estruturas secretoras de 6leos volateis séo

apresentados na Figura 2.1.

Figura 2.1: Estruturas secretoras de 6leos volaties: Da esquerda para a direita e de cima para baixo:
tricoma glandular em Eupatorium glehnii (Asteraceae); tricoma glandular em E. lindleyanum; tricoma
glandular em Lavandula pedunculata (Lamiaceae); duto secretor em Matricaria chamomilla
(Asteraceae); célula secretora em Cymbopogon citratus (Poaceae); célula secretora (sc) em Piper
umbelatum (Piperacae). (Adaptado de LEWINSOHN et al., 1998; ANDREUCCI et al., 2008; ZUZARTE
et al., 2010; MARINHO et al 2011; BOMKO et al., 2012).

34



Extracdo

Tipicamente a consisténcia do 6rgdo em que o Oleo volatil é acumulado
influencia no processo de extracdo, determinando o processo de cominuicdo da
amostra. Entretanto, para 6rgdos de consisténcia semelhante o tipo de estrutura
acumuladora tem influéncia direta na eficiéncia dos métodos de extracdo. Por
exemplo, ZIZOVIC e colaboradores (2007), determinaram que na extracao por Diéxido
de Carbono (CO2) supercritico, o tamanho de particula ndo influencia na taxa de
extragdo quando o Oleo volatil estd contido em dutos secretores, como foi determinado
para as Asteraceae (camomila e caléndula) e Apiaceae (funcho), mas influencia em
plantas que acumulam 6leos volateis em células secretoras ou tricomas glandulares
(Lamiacae). Por isso sdo necesséarias etapas especificas na extracdo por CO:2
supercritico para romper estas estruturas previamente a extracao (ZIZOVIC et al.,
2005; STAMENIC et al., 2008; STAMENIC e ZIZOVIC, 2013).

O processo mais comum de obtenc¢éo de 6leos volateis é a hidrodestilacdo ou
a destilagdo por arraste por vapor d’agua. Dessa forma, neles sdo encontradas
substancias com baixa pressao de vapor. As caracteristicas fisicas que conferem essa
propriedade sdo massas moleculares abaixo de 300 Daltons (Da) e relativa
hidrofobicidade. Sendo assim, os O6leos volateis sdo definidos mais por suas
propriedades fisicas do que quimicas, e existe na natureza uma grande variedade de
substancias que preenchem esses requisitos (SELL, 2009). Consequentemente, a
composicdo quimica de O6leos volateis pode variar amplamente, desde
hidrocarbonetos alifaticos e terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos,
cetonas, fenodis, ésteres, éteres, oOxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos,
lactonas, cumarinas, até compostos com nitrogénio e enxofre. Toda essa diversidade
funcional, no entanto, é derivada de trés rotas metabdlicas principais: a via do
metileritritol (A- monoterpenoides e diterpenoides), a via do mevalonato (B -
sesquiterpenoides) e a via do chiquimato ( D - Indol, E - fenilpropenoides, F - salicilato
de metila). Além disso, a via dos policetideos (C — jasmonato de metila e hexanol)
também contribui com moléculas em alguns 6leos volateis, como € ilustrado na Figura
2.2, representando compostos organicos volateis com papel na interacdo entre

plantas, entre plantas e patdgenos e entre plantas e animais (MAFEI, 2010).
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Figura 2.2: Principais rotas de biossintese de compostos volateis em plantas (Adaptado de MAFFEI,
2010). A: monoterpenoides e diterpenoides; B: sesquiterpenoides; C: — policietideos; D: indol; E:
fenilpropanoides; F salicilato de metila.

2.3.2 Biossintese de derivados Policetideos

Os policetideos sdo um grupo de metabdlitos secundarios importantes no 6leo
volatil de algumas espécies vegetais. Sao biossintetizados, assim como os lipideos,
pela condensacdo enzimatica de Acetil-CoA na forma de cadeias policetdnicas, as
quais podem sofrer 3-oxidacao, reducao, lactonizagdo ou condensac¢ao, dando origem
a diversas substancias alifaticas e aromaticas (ndo fenilpropanoides) presentes em
Oleos volateis. Algumas delas sédo apresentadas no Esquema 2.1. Em liquens, por
exemplo, o composto altamente sensibilizante atranol (1) pode estar presente no
extrato utilizado na industria de perfumaria e demanda rigor especial no controle de
qualidade do produto (GIORDANO-LABADIE, 2011; LOPEZ-NOGUEROLES et al.,
2014). Também sdo importantes em hepaticas, onde metilorselinatos podem ser
encontrados (RYCROFT et al., 1999). Em plantas superiores, como em Apiaceae,
derivados dessa rota ja foram identificados, como os derivados do virideno (7) no oleo

volatil de Ligusticum grayi (COOL et al., 2011) e da lactona anti-inflamatoria ligustilide
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(8) na mesma espécie, em Ligusticum chuanxiong e em Angelica sinensis (HON et al.,
1990; OR et al., 2011; CHUNG et al., 2012; HUANG et al., 2013; KARMAKAR et al.,
2014).

Da biotransformacéao de lipideos podem ser formados os acetilenos, a y-lactona
e a 0-decalactona (WANG et al., 2009), jasmona e metiljasmonato além de alcodis e

aldeidos alifaticos, como o hexenal (2) e hexenol (3) (SELL, 2009) (Esquema 2.1).
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Esquema 2.1: Biossintese de policetideos e algumas estruturas representativas (Adaptado de SELL,
2009). a: acetilCoa; b: malonilCoA; c: malonilCoA ataca o éster CoA de outro 4cido graxo, que pode
ser acético (R = CHs) ou outro; d: B-cetoéster originado na descaboxilagéo de c; e: acido tricetoetanoico;
f: produto da condensacéo aldol intramolecular de e; g: &cido orsenilico; h: (E,Z)-1,3,5-nonatrieno; i:
acido dienoico intermediario; j: alcool intermediario ; kij; I: alceno; 1:atranol; 2: aldeido; 3: alcool; 4: metil
deca-2-em-4,6,8-triinoato; 5: y-lactona; 6: jasmona; 7: virideno; 8: ligustilideo.

37



2.3.3 Biossintese de derivados do acido chiquimico

A série de derivados do chiguimato € composta principalmente pelos
fenilpropanoides (C6-C3) e por derivados do acido benzoico, oriundos do metabolismo
do acido chiquimico. O chiquimato é formado nas plantas pela condensacéo
enzimatica de fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato, sofrendo uma série de reacoes
enzimaticas, entre elas a de adicdo posterior de uma molécula de fosfoenolpiruvato,
e depois eliminagédo de CO:2 e transaminacéo, originando a fenilalanina e a tirosina, as
quais por sua vez sdo transformadas em &cido cindmico e p-cumarico,
respectivamente (SELL, 2009).

Algumas estruturas de derivados do chiguimato estdo representadas no
Esquema 2.2. Os derivados mais comuns em 6leos volateis sdo as cumarinas e fenais:
eugenol (9) [Cinnamomum verum (SUBKI et al.,, 2013) e Syzygium aromaticum],
metileugenol [Ocimum tenuiflorum (KOTHARI et al., 2004)], safrol (10) [sassafras
(85% em Sassafras albidum (KAMDEM e GAGE, 1995) e Ocotea], cinamaldeido (12)
(Cinnamomum zeylanicum), cumarina (11) [Mikania glomerata (OLIVEIRA et al.,
2013); Eupatorium triplinerve (MALA et al., 1999)]. Além desses, alguns derivados
diretos do &cido chiquimico antes da adicdo de fosfoenolpiruvato também sé&o
encontrados, como o &cido salicilico (13) e o salicilato de metila (14). O 6leo volatil de
Gaultheria procumbens (Ericaceae), por exemplo, pode apresentar mais de 96% de
salicilato de metila (NIKOLIC et al., 2013a).

2.3.4 Biossintese de Terpenoides

A série terpénica é 0 grupo quimico de maior ocorréncia e com maior
variabilidade estrutural presente em Oleos volateis. Os terpenoides servem a
diferentes funcdes nos vegetais: transporte de elétrons (quinonas), componentes de
membranas, regulacéo subcelular (prenilacéo de proteinas), pigmentos fotossintéticos
(clorofila), horménios, compostos de defesa (monoterpenoides, sesquiterpenoides e
diterpenoides), fotoprotecdo, termotolerdncia e resisténcia ao estresse oxidativo
(carotenoides e monoterpenoides). Acredita-se que a termotolerancia oferecida pelos
monoterpenoides deva-se justamente a sua capacidade de captar radicais derivados

do oxigénio oriundos do processo fotossintético, além de, por sua relativa
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hidrofobicidade, propiciar um microambiente capaz de preservar o vegetal da perda
de 4gua (PENUELAS e LLUSIA, 2002; PENUELAS et al., 2005).
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Esquema 2.2: Rota de biossintese de derivados do chiquimato e algumas estruturas representativas
(Adaptado de SELL, 2009). a: fosfoenolpiruvato; b: eritrose 4-fosfato; c¢: acido monofosfato
heptulos6nico; d: acido (2R,4R,5S)-2,4,5-trihidréxi-6-metilidenooxano-2-carboxilico; e: acido (4R,5S)-
4,5,6-trihidroxi-2-oxohept-6-enoico; f: acido 5-desidroquinico; g: acido chiquimico; h: acido corismico; i:
acido prefénico; j: fenilalanina; k: acido cinamico; I: acido o-cumarico; m: acido p-cumarico; n: acido
cafeico; 9: eugenol; 10: safrol; 11: cumarina; 12: cinamaldeido; 13:acido salicilico; 14: salicilato de

metila.
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Essas substancias sao formalmente derivadas do isopreno, um hidrocarboneto
‘ramificado’ com cinco &tomos de carbono (5C). Os representantes dessa série sao
0S mono- (10C), sesqui- (15C), di- (20C), tri- (30C) e tetraterpenoides (40C), com
duas, trés, quatro, seis e oito unidades isoprénicas, respectivamente. Os mais comuns
em Oleos volateis sdo os monoterpenoides, substancias cujo esqueleto é formado por
10 atomos de carbono e os sesquiterpenoides, com 15 atomos de carbono, arranjados
em estruturas aciclicas, monociclicas, biciclicas e triciclicas (CROTEAU, 1987; CANE,
1990); além destes, diterpenoides (20C), hemiterpenoides (5 C) e produtos de
degradacdo de terpenos maiores também podem ser encontrados. Terpenoides
maiores, como os triterpenoides e tetraterpenoides, devido a sua massa elevada, nao

tem presséao de vapor suficiente para serem extraidos por hidrodestilagéo.

A unido das unidades isoprénicas para a biossintese dos terpenoides é
catalisada enzimaticamente e normalmente se da por juncdes denominadas cabeca-
cauda (regra do isopreno, conforme Esquema 2.3), apesar de haver algumas
excecOes, por exemplo, a jungdo cauda-cauda de duas unidades pirofosfato de

farnesila para formar os tetraterpenos.

cabeca cabeca

v

cauda cauda

l
PO

Esquema 2.3: Jun¢do cabeca-cauda de esqueletos isoprénicos e alguns esqueletos representativos

(na ordem: monoterpenoide aberto, monoterpenoide p-mentano e sesquiterpenoide guaiano).

Segundo McGARVEY e CROTEAU (1995), os terpenoides podem ser
formados pela condensacdo de duas até milhares de unidades isoprénicas, como
ocorre na borracha, por exemplo. Entretanto, o primeiro passo para a biossintese de

7

qualguer uma dessas estruturas € a condensacdo enzimética de duas unidades
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isoméricas basicas, o pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) e o pirofosfato de
isopentenila (IPP), formando assim o pirofosfato de geranila (GPP), que € o primeiro

intermediario comum da série terpénica, com 10 a&tomos de carbono.

A biossintese das unidades isoméricas utilizadas na sintese dos terpenoides
estd intimamente relacionada ao metabolismo primario, utilizando acetato e
piruvato/gliceraldeido oriundos do catabolismo da glicose. Existem duas rotas
possiveis para a sua formacdo: a via do mevalonato (MVA) e a via do fosfato de
metileritritol (MEP). A primeira via para formacdo do IPP (MVA), em animais e
leveduras, inicia com a condensacdo de unidades acetato, na forma de
acetilcoenzima-A (acetil-CoA) e procede através do acido mevalénico (MVA) como
intermediario. Em outros organismos (eubactérias, plastideos de algas e plantas
superiores) foram descobertos compostos derivados de IPP e sintetizados pela
condensacdo de piruvato e gliceraldeido 3-fosfato via 1-desoxixilulose-5-fosfato
(DOX) e fosfato de metileritritol (LICHTENTHALER et al., 1997; SCHWENDER et al.,
2001; DUBEY et al., 2003; HEMMERLIN et al., 2012). O Esquema 2.4 apresenta a
distribuicdo dessas duas rotas nos diferentes reinos, evidenciando que ambas
contruibuem em vegetais e algas vermelhas. O Esquema 2.5 detalha cada uma das

rotas.

ARQUEOBACTERIAS CIANOBACTERIAS

| ELBACTERIA || ELBACTERIA || EUBACTERIA

EUGLENOFITAS
ALGAS VERMELHAS

ALGAS VERDES
UNICELULARES

FUNGOS

ANIMAIS
PLANTAS SUPERIORES

MVA

APICOMPLEXA

Esquema 2.4: Relagdo entre as rotas do mevalonato (MVA) e metileritritol (MEP) em diversos taxons
(Adaptado de HEMMERLIN et al., 2012).
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fosfomevalonato quinase (Adaptado de MAHMOUD e CROTEAU, 2002; reproduzido de SOUZA, 2007).



Muitos autores tém tentado determinar a extensdo da utilizacdo e
compartimentalizagdo de cada uma dessas rotas na biossintese das classes de
terpenos em vegetais. Entretanto, os resultados apontam para uma contribuicéo
parcial de ambas as rotas em todas as classes, com predominancia da via MEP
nos plastideos, onde séo sintetizados os monoterpenoides, os diterpenoides e a
clorofila, e da via MVA no citosol e mitocondrias, onde sdo sintetizados
sesquiterpenoides, triterpenoides, esterdis e ubiquinonas, com possibilidade de
transporte extenso das subunidades IPP e DMPP dos plastideos para o citosol
guando necessario, ou no sentido inverso, ainda que em menor extensao. Alguns
autores apontam para a possibilidade de que em vez de transporte de unidades
entre plastideos e citosol, haja na verdade a presenca de algumas monoterpeno
sintases citosolicas. Os resultados apontam ainda para a modulagéo diferencial
das enzimas destas rotas, facilitando a mobilizacdo dos precursores em
situacOes de estresse, quando a compartimentalizacdo seria entdo ainda menos
evidente, conforme Esquema 2.6 (UMLAUF et al., 2004, HAMPEL et al., 2005;
HEMMERLIN et al., 2012; OPITZ et al., 2014, WOLWER-RIECK et al., 2014).
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Esquema 2.6: Compartimentalizacdo e intercAmbios entre as rotas MVA e MEP (Adaptado de

Wadlwer-Rieck, 2014).
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2.34.1 Monoterpenoides

A formagéo dos terpenoides tem inicio com a isomerizacdo do pirofosfato
de dimetilalila (DMAPP) a pirofosfato de isopentenila (IPP). Com a ionizagédo do
DMAPP, ocorre o ataque simultdneo do carbono 5 do IPP ao carbono 1 ionizado
do DMAPP (adicdo eletrofilica), com eliminacdo de um hidrogénio, formando
pirofosfato de geranila (GPP) (15) (Esquema 2.7). O GPP é entéo liberado da
enzima GPP sintase, e sob o efeito catalitico de enzimas de outra classe (as
terpeno sintases ou terpeno ciclases), pode ser ionizado e isomerizado,
originando o cétion geranila (16), o pirofosfato de linalila (17/18) e seu isdmero
conformacional, pirofosfato de nerila (NPP) (19). Todos estes trés isbmeros
podem originar monoterpenoides aciclicos por captura de oxigénio ou por perda
de hidrogénios (geraniol, linalol, neral e B-mirceno, entre outros) (BELL e
CHARLWOOD, 1980). Como exemplificado no trabalho de FISCHER e
colaboradores (2013), em que uma geraniol sintase foi isolada de Ocimum
gratissimum e expressa em outros organismos. Essa enzima passou entdo a
produzir ndo apenas geraniol (21), mas também produtos minoritarios como (R)-
linalool (22) e (S)-linalool (23), nerol (24) e alfa-terpineol (25). Cada uma dessas
substancias é formada a partir de um carbocation diferente: geraniol a partir do
cation geranila (16), linalool a partir dos cations linalila transoide (17) ou cisoide
(18), nerol a partir do cation nerila (19) e alfa-terpineol a partir do cation alfa-
terpinila (20). Além dessas substancias, também foi produzido como minoritario
o citronelol (26). O citronelol € um produto da reducao da ligacéo dupla, tanto do
geraniol (21) quanto do nerol (24), entretanto, essa atividade redutora ndo esta
descrita para a geraniol sintase, indicando entdo a acédo adicional de outras

enzimas na catalise dessa reacao em particular.
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Esquema 2.7: Biossintese de monoterpenoides de cadeia aberta e p-mentano (adapatado de
FISCHER et al. 2013).

Todos esses produtos aciclicos tém importancia no odor de éleos volateis
com valor comercial, como o de rosas e o de palmarosa, por exemplo.
Entretanto, a grande diversidade estrutural dos monoterpenoides provém de
seus exemplares ciclicos, oriundos de reacfes de ciclizacdo enzimaticamente
catalisadas. As monoterpeno ciclases, ou monoterpeno isomerase ciclases sao
enzimas capazes de isomerizar e ciclizar o GPP, seu substrato natural. Esse
processo ocorre com o auxilio de um céation metalico divalente para estabilizar o
difosfato e formar um intermediario carbocatiénico ligado a enzima. Esse
intermediario é o isémero alilico terciario do geraniol, 3R- ou 3S-pirofosfato de
linalila (LPP) (18) (Esquema 2.7). A conformacéo R ou S do LPP dependera da
orientacdo inicial do GPP, a qual por sua vez € determinada pela topologia
enzimatica. O pirofosfato de linalila é formado do pirofosfato de geranila como
conférmero transoide (17), mas a existéncia de uma ligagdo simples permite a
rotacdo para o conférmero s-cis, o qual apds a ionizacdo pode ser ciclizado na
forma anti,endo ao cétion correspondente 4R- ou 4S-terpinila (20) (CROTEAU,
1987; DEWICK, 1997; BOHLMANN et al., 1998). A partir desse intermediario a
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reacado pode seguir diferentes rotas (Esquema 2.8) incluindo adi¢cdes a dupla
ligacdo restante (originando os nucleos pinano e bornano), migracdo de
hidrogénio, formando terpinen-4-ila (tujanos) ou rearranjo tipo Wagner-Meerwein
(fenchanos), antes que o carbocation seja desprotonado ou capture agua,
formando hidrocarbonetos e alcoois, respectivamente. Algumas estruturas
representativas dos principais nucleos monoterpénicos sao apresentadas no

esquema a seguir (Esquema 2.8).
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Esquema 2.8: Estruturas representativas dos principais nicleos monoterpénicos: GPP,
pirofosfato de geranila (Adaptado de MAHMOUD e CROTEAU, 2002).
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Dezenas de monoterpeno ciclases ja foram isoladas de plantas. Em geral
elas precisam de cations metalicos para catalisar suas reagdes e, além disso, de
forma geral, a maioria delas € capaz de catalisar a formacao ndo apenas de um,
mas de uma série de monoterpenos diferentes. Usualmente todas elas
produzem substdncias com uma mesma configuracdo enantiomérica
(BOHLMANN, 1998; LU et al., 2002; LUCKER et al., 2002). Dessa forma, a
presenca de dois enantibmeros de uma substancia no 6leo volatil de uma planta
sugere dois conjuntos enzimaticos estereoespecificos diferentes dedicados a
sua producado (RUIZ Del CASTILLO et al., 2004).

Os principais carbocations envolvidos na biossintese de monoterpenos
serdo brevemente apresentados abaixo e estdo representados nos esquemas
2.7e2.9:

Cétions geranila, linalina e nerila

Sdo os carbocétions alifaticos apresentados no Esquema 2.7. Sua
desprotonacao ou hidroxilagdo origina monoterpenos ou monoterpenoides de
cadeia aberta. Entretanto, dentro do sitio de acdo enzimatico podem sofrer

ciclizacao, originando o carbocation monociclico terpinila.

Cétion terpinila

A formacéo do cation terpinila, com carga em C7 € 0 primeiro passo para
a biossintese dos monoterpenoides com esqueleto p-mentano (BOHLMANN et
al, 1998). A expulsdo de prétons para estabilizacdo desse cétion dara origem
aos felandrenos, terpinenos e também ao limoneno (setas a, b, c, d, e, e f no

Esquema 2.9).

Cétion tujila

O cétion terpinila pode, entretanto, sofrer rearranjos durante sua
estabilizacdo. Por exemplo, a formagéo de uma ligagao entre os carbonos C4 e
C2 do anel, propicia uma ciclizacdo extra, originando o cation biciclico tujila

(setas g, i e j no Esquema 2.9), o qual pode ser estabilizado como sabineno ou
a-tujeno (HALLAHAN e CROTEAU, 1988).
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Céation carila

Pode ocorrer ainda eliminacéao 1,3 de H nos carbonos C5 ou C3 do cation
terpinila, com ligagéo entre o C7 do radical isopropila e os carbonos C3 ou C5,
adjacentes a este radical (SAVAGE e CROTEAU, 1993). Nesse caso séo

formados os carenos (setas k e | no Esquema 2.9).

Cétion pinila

Se, entretanto, a ligacdo adicional for entre os carbonos C7 e C2 de
terpinila, o cation biciclico formado sera o pinila (DAVIS e CROTEAU, 2000). O

cation pinila pode ser estabilizado como a-pineno ou [3-pineno (setas n e m no

Esquema 2.9), ou sofrer rearranjos sequenciais.

Cétion bornila

Outro rearranjo que pode ocorrer no cétion pinila € deslocamento da
ligacdo 7,2-7,3 (seta p no Esquema 2.9), originando assim o cation bornila, que
pode ser estabilizado como borneol (seta q), de forma analoga ao fenchol, ou
sofrer novo rearranjo (WEITMANN e MAJOR, 2010).

Cétion canfila

O rearranjo 2,3-2,4 do cétion bornila (seta r no Esquema 2.9) origina o
cation canfila, precursor do canfeno (WEITMANN e MAJOR, 2010).

Cétion fenchila

O rearranjo 1,2-1,3 do cation pinila origina o cation fenchila (seta s no
Esquema 2.9), o qual pode ser estabilizado como endo-fenchol, pela captura de
agua ou hidroxila (WEITMANN e MAJOR, 2010).
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Esquema 2.9: Rotas de biossintese dos monoterpenoides ciclicos a partir do fosfato de geranila
(Adaptado de BOHLMANN et al, 1998; HALLAHAN e CROTEAU, 1988; SAVAGE e CROTEAU,
1993; DAVIS e CROTEAU, 2000; WEITMANN e MAJOR, 2010). setas : a: eliminacdo de

hidrogénio H9 do cation a-terpinila formando limoneno; b: deslocamento 1,3 de hidreto (3—8) no

cation a-terpinila formando o cétion terpin-3-ila; c: eliminacao de hidrogénio H6 no cétion terpin-
3-ila formando a-felandreno; d: eliminagdo de hidrogénio H10 no cation terpin-3-ila formando (-

felandreno; e: deslocamento 1,2 de hidreto no cation a-terpinila formando o cétion terpinen-4-
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ila; f: eliminagdo de hidrogénio H5 no cétion terpinen-4-ila formando y-terpineno; g: rearranjo do
cation terpinen-4-ila formando o cétion tujila; i: eliminacdo de H10 formando sabineno; j:
eliminacao de H6 formando a-tujeno; k: eliminacao 1,3 de hidrogénio H5 e rearranjo formando 5-
3-careno; I: eliminacdo 1,3 de hidrogénio H3 e rearranjo formando 3-2-careno m: eliminacéo de
H6 no cation pinila formando a-pineno; n: eliminagdo de H10 no cation pinila formando (3-pineno;
p: rearranjo do cation pinila formando o céation bornila: g: estabilizagcdo do céation bornila por
captura de agua, formando borneol; r: rearranjo do cation bornila formando o cation canfila, com
posterior eliminacdo de H10 e formacao do canfeno; s: rearranjo do cation pinila formando o

cation fenchila, com posterior estabilizacéo por captura de agua e formacao do endo-fenchol.

Como os sistemas vivos, constituidos por proteinas, sdo sistemas quirais,
sua interacdo com moléculas diversas € influenciada pela quiralidade das
mesmas. Nesse sentido o conhecimento da configuracdo enantiomérica dos
compostos presentes nos Oleos volateis é de especial importancia para as
industrias farmacéutica, alimenticia e de perfumaria uma vez que diferentes
enantibmeros podem ter comportamentos diferentes quando interagem com
organismos vivos (NORIN, 1996). Por exemplo, o (+)-limoneno, principal isémero
presente no Oleo de liméo, tem odor de laranja, enquanto o (-)-limoneno tem odor
de terebintina; o (+)-linalol tem odor de petitgrain (folhas de laranjeira), enquanto
(-)-linalol tem odor de lavanda (LASKA e TEUBNER, 1999; OHLOFF e KLEIN,
1962).

A quiralidade de uma substancia também pode influenciar no limiar ou
limite de deteccao, caracterizado como a menor concentracao da substancia (no
ar) que pode ser consistentemente distinguida do ar puro e, portanto, diferentes
estereoisomeros podem ter diferentes limites de deteccdo (BRENNA et al.,
2003). A cromatografia gasosa, utilizando colunas quirais de ciclodextrinas
modificadas, tem pertimitido avaliar a composicdo quiral de Oleos volateis,
garantindo um controle de qualidade mais rigoroso, uma vez que alteracées
sensiveis na razdo entre enantibmeros podem ser resultado de adulteracdes
(BENTLEY, 2006).

2.3.4.2 Sesquiterpenoides

Os compostos terpénicos com 15 atomos de carbono sdo denominados

sesquiterpenoides. Mais de 300 esqueletos sesquiterpénicos distintos ja foram
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identificados e milhares de derivados oxidados ou modificados de alguma outra
maneira foram isolados de plantas, fungos e bactérias (FELICETTI e CANE,
2004). A enzima pirofosfato de farnesila sintase atua de modo semelhante a
pirofosfato de geranila sintase, mas nesse caso 0 processo continua com a
adicdo de mais uma unidade IPP ao GPP formado, originando pirofosfato de
farnesila (FPP), o precursor dos sesquiterpenoides, com 15 &tomos de carbono.
Como nessa enzima a segunda adicdo é mais eficiente que a primeira, o
intermediario GPP ndo se acumula e apenas FPP é detectado (CROTEAU,
1987).

Esses compostos sao formalmente derivados do pirofosfato de farnesila
(FPP), sob a agcéo das sesquiterpeno sintases, que pode dar origem a compostos
com nucleos de 6 &atomos de carbono (bisabolano), 7 (carotano), 10
(germacrano) ou 11 (humulano), representados na Esquema 2.4, 0s quais apos
adicao as duplas ligacdes, migracdo de hidrogénio ou rearranjos originam uma

gama de estruturas incluindo cadinenos, selinenos e guaienos, entre outros.

Muitas sesquiterpeno sintases ja foram isoladas de plantas, bactérias e
leveduras e tiveram seu mecanismo de acdo estudado. A maioria catalisa a
biossintese de varias substancias simultaneamente utilizando carbocations

como intermediarios.

Cétion farnesila

O carbocation farnesila € formado pela ionizacdo do pirofosfato de
farnesila, com abstracao parcial de fosfato pelos metais do sitio enzimatico. Esse
cation pode sofrer uma série de reacdes de ciclizacdo, que dardo origem a quase
todos os sesquiterpenoides. Entretanto, caso a reagdo ndo prossiga para
ciclizacdo, o cation farnesila pode ser finalizado por expulsdo de préton ou
captura de agua, caso em que se formam os sesquiterpenoides aciclicos a-
farneseno, B-farneseno ou os seus derivados alcodis, (E,E)-farnesol, (Z,2)-
farnesol, (E)-nerolidol, (Z)-nerolidol. Seus isbmeros sdo apresentados a seguir
(Figura 2.3). Em negrito estdo representados aqueles mais comumente

encontrados na natureza. Farnesenos em geral apresentam atividade
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semioquimica muito importante, sendo sinalizadores para afideos (pulgdes)

produzidos pelo tomateiro em resposta ao parasitismo (SALLAUD et al., 2009).

PPi

X

Esquema 2.10: Ciclizag&o do pirofosfato de farnesila por terpeno ciclases e os diversos nucleos
sesquiterpénicos: PPi: pirofosfato; a — grupo humulano (anel de 11 membros); b — grupo
germacrano (anel 10 membros); ¢ — grupo carotano (anel de 7 membros); d — grupo bisabolano
(anel de 6 membros) (Adapatado de CHAPPELL, 1995).

Cation humulila

A ciclizacdo 1,11 do cétion farnesila, origina o cation humulila, com um anel de
11 membros. Esse cation pode finalizar com a formagao do a-humuleno ou sofrer

uma segunda ciclizacdo, formando o anel de quatro carbonos do cation cariofilila
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(um tipo de estrutura muito rara na natureza), originando o B-cariofileno ou o
isocariofileno (y-cariofileno) (DICKSCHAT, 2011). O a-humuleno e o -
cariofileno geralmente ocorrem simultaneamente em Oleos volateis e ambos
apresentam forte atividade anti-inflamatéria (PASSOS et al, 2007). Seus oxidos

geralmente sdo produtos de degradacdo dos Oleos volateis nos quais sao

encontrados.
A
E
\
(E)-p-farneseno (E,E)-a-farneseno (Z,E)-u.-farneseno
N N N
N
(2)-B-farneseno (E,2)-a-farneseno (Z,Z)-a-farneseno
\
\
OH N Z
| oH
OH
farnesol E-nerolidol Z-nerolidol

Figura 2.3: Estruturas representativas de sesquiterpenoides de cadeia aberta (Adaptado de
SCHNEE et al., 2002).



\
a-humuleno p-cariofileno isocariofileno
¢} HO
=
X X
(0]
epdxido de humuleno | epoxido de humuleno I humulenal I 6xido de cariofileno

Figura 2.4: Estruturas representativas de humulanos e cariofilanos.

Cétion germacrila

A ciclizacdo 1,10 do cétion farnesila origina o cation germacrila, cuja
finalizacéo por expulsdo de préton da origem aos germacrenos (Esquema 2.11).
A excecdo do germacreno D e do germacreno E, os demais sao facilmente
degradados pelo calor, sofrendo rearranjo de Cope e originando os elemenos no

Oleo volatil obtido por hidrodestilacéo.

O germacreno D é possivelmente o mais amplamente distribuido no reino
vegetal, mas o germacreno A e germacreno C sdo comuns em algumas plantas,
por exemplo, Solidago canadensis e Lycopersicum esculentum (COLBY et al.,
1998; SCHMIDT et al.,, 1999). O Esquema 2.11 apresenta uma rota de
biossintese dos germacrenos e seus respectivos produtos de degradacdo

(rearranjo de Cope).

O cation germacrila também pode originar o biciclogermacreno, pela
formacao de uma ligacao entre os carbonos C6 e C11, formando um segundo

ciclo de 3 carbonos. O biciclogermacreno sofre o mesmo tipo de rearranjo dos
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germacrenos sob termperatura elevada, originando o bicicloelemeno, conforme

Esquema 2.11.

Na natureza, a maioria dos exemplares dessa classe ocorre na forma
(E,E) ou trans,trans, entretanto, os seus derivados, especialmente o0s
lactonizados, podem acorrer também nas formas Z,E, E,Z e Z,Z, sendo esta a
ordem de sua frequéncia: (E,E)>(Z,E)>(E,Z)>(Z,Z) (ADIO, 2009). Germacreno A
e germacreno B sdo encontrados também na configuracdo (Z,E), conforme
Esquema 2.12. O is6bmero de germacreno A € identificado como
helmintogermacreno e o de germacreno B como (Z,E)-germacreno B (STEELE

et al., 1998; ADIO et al., 2009). A ocorréncia desses isbmeros é mais rara.

E Yz
PPO
OPP

cation farnesna Difosfato de nerolidila
Difosfato de farnesila ¢

E
Z
\
B

cation germacrlla

Germacreno A bicicloelemeno
p-elemeno
biciclogermacreno
Germacreno B X

E
0 /
y-elemeno
X
Germacreno D E

Germacreno C
5-elemeno

Esquema: 2.11: Biossintese de germacrenos e seus derivados elemenos (Adaptado de ADIO,
2009).
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E,E-germacrenos E,Z-germacrenos Z,E-germacrenos Z,Z-germacrenos
Heliangolideos Melampolideos

Figura 2.5: Conférmeros de germacrenos (Adaptado de ADIO, 2009).

E
Z Eo
<—_
V4 Z

cis-p-elemeno (Z,E)-germacreno A (Z,E)-germacreno B

ou
Helmintogermacreno

Esquema: 2.12: Germacreno A e germacreno B com conformacéo Z,E e o derivado elemano de

Z,E-germacreno A.

O cation germacrila pode néo ser finalizado nesses processos de
abstracao de préton e migracdo de hidreto que originam os germacrenos. Assim,
podem ocorrer ciclizacbes subsequentes ou rearranjos do esqueleto carbonico,
caso em que se formam os cétions precursores de algumas outras classes de

sesquiterpenos.

Cétion cadinila

A ciclizacao do carbocétion germacrila entre os carbonos C1 e C6 origina
o carbocation cadinila, com carga localizada em C10. A estabilizacdo dessa
carga por eliminacdo de préton ou captura de OH forma os cadinenos e 0s
cadinois, respectivamente. A nomenclatura de cadinanos leva em consideracéo

o tipo de fus@o entre os dois anéis e a orientagdo do H no C6 (H6), dividindo-0s
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em quatro classes (Figura 2.6), além de seus enantibmeros. A fusdo dos dois
anéis que formam o esqueleto cadinano pode se dar em orientacao cis, ou trans.
O H6 pode estar em posicao alfa ou beta. Assim, com anéis fusionados em cis
existem os grupos amorfano (H6a) e muurolano (H6B), com anéis fusionados em
trans os grupos cadinano (6HB) e bulgarano (6Ha) (BORDOLOI et al., 1989).
Bulgaranos séo extremamente raros na natureza. Cadinanos e Muurolanos sao
0s mais comuns desse grupo sendo o ©- cadineno um dos mais comuns,
geralmente ocorrendo juntamente com germacreno D. Dentre os amorfanos,
amorfa-4,11-dieno € tido como um dos precursores da artemisinina em Artemisa
annua. Enzimas amorfa-4,11-dieno sintase ja foram isoladas dessa planta,
produzindo além de amorfa-4,11-dieno uma série de outros sesquiterpenos

(como € usual em sesquiterpeno sintases) (BROWN, 2010).

O cation germacrila pode adquirir diversas conformacfes no sitio
enzimatico, de acordo com a topologia enzimética. Para a formacdo do céation
cadinila pode ocorrer um rearranjo 1,3 de hidreto no cation (Z,E)-germacrila, por
exemplo, com migracdo direta de um H6 para C11, caso em que o radical
isopropila e H6 (restante) manterdo a mesma configuracdo (Esquema 2.13),
originando entéo os cadinanos e muurolanos. Entretanto, também pode ocorrer
migracdo 1,2 de hidreto, duas vezes, com efeito final de inversao da configuracao
dessas duas unidades, € o que ocorreria nos amorfanos e bulgaranos
(PROSSER et al., 2006). No Esquema 2.13 estdo apresentandos 0s principais

derivados desses quatro grupos.

numerag&o Amorfano Bulgarano Cadinano Muurolano

Figura 2.6: Isbmeros de nucleo cadinano.

Contudo, alguns autores que estudaram o mecanismo de catalise das

enzimas amorfa-4,11-dieno sintase de Artemisia annua e 0-cadineno sintase de
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Gossipium arboreum sugerem que estas enzimas catalisem a sintese de
cadinanos via cation bisabolila e n&o via cation germacrila (CHANG et al., 2000;
PICAUD et al.,, 2005; FARALDOS et al., 2012). Durante a formagdo do ©-
cadineno, por exemplo, o carbocation bisabolila com carga em C7, seria
estabilizado por uma migracéo 1,3 de hidrogénio entre C1 e C7, ocorreria entdo
nova ciclizacéo entre C1 e C10, com anéis em trans, e nessa conformacao, o
mesmo H que migrou de C1 para C7, faria nova migracéo 1,5, de C7 a C11. O
carbocétion formado em C7 seria entéo finalizado pela expulséo de H6, conforme

Esquema 2.14.

Cétions eudesmila e eremofilila

O rearranjo do cétion germacrila na sua conformacédo (E,E), ou do
germacreno A nessa conformacao, propicia a fomacao do cation eudesmila, pela
formacao de uma ligacdo entre C5 e C10 (Esquema 2.15). Esse cation pode
sofrer os processos comuns de finalizac&o (eliminac&o de préton ou captura de
agua, como ocorre com os cadinenos), formando os eudesmanos. Grande parte
deles € identificada na literatura como selineno, seu nome usual anterior a 1950.
Essa € uma classe muito frenquente em Asteraceae, sendo a-selineno, [3-

selineno e os varios isbmeros eudesmois 0S mais usuais.

Entretanto, a finalizacdo do cation eudesmila pode ndo ocorrer com a
expulsdo de préton ou hidroxilacdo, mas em vez disso o cation pode sofrer
rearranjo 1,2 de hidreto (C5-C4), seguida pela migracado da metila em C10 para
C5, originando assim o cation eremofilila (LUCKER et al., 2004) (Esquema 2.16).
Dependendo da fuséo cis- ou trans- dos anéis no cation eudesmila, a migracao
desse proton e metila resultara em substancias com as duas metilas do mesmo
lado do plano (aristoloqueno, valenceno) ou em lados opostos (5-epi-
aristoloqueno, 4-epi-eremofileno), Esquema 2.16. O valenceno, e seu derivado
oxidado, nootkatona, encontrados em Vitis vinifera e Citrus maxima Ss&o
exemplos de terpenoides desse grupo. Além destes, o capsidiol, isolado de
Nitiana tabacum e Capsicum annuum também apresenta esqueleto eremofilano
(TAKAHASHI et al., 2005).
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Esquema 2.13: Biossintese de muurolanos, cadinanos, amorfanos e bulgaranos (Adaptado de
BORDOLOI, 1989; PROSSER, 2006; AGGER et al., 2009; BROWN, 2010).
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Migracéo de Hidreto
_—

1,3

Esquema 2.14: Biosssintese de cadinanos via bisabolanos (Adaptado de FARALDOS et al.,
2012).

Cations aromadendrila e guaila

Em vez da ciclizagéo pela formacdo de uma ligacdo entre C5 e C10, o
cation germacrila pode ciclizar entre C5 e C1. Nesse caso o cation formado é o
guaila, com dois ciclos, de 7 e 5 carbonos, respectivamente (DEWICK, 2002;
KUMETA e ITO, 2010). A biossintese de guaienos também pode ser teorizada
via germacrenos (germacreno A). A finalizagdo do cation guaila por expulséo de
préton ou captura de agua origina 0s guaienos e 0s guaiois encontrados nos

Oleos volateis, como representado no Esquema 2.17.

De modo muito similar a formacdo dos guaianos via germacreno A, pode
ser teorizada a formacgédo dos aromadendranos via biciclogermacreno. Globulol
e espatulenol sdo duas substancias com nicleo aromadendrano presentes entre

as substancias majoritarias em muitos 6leos volateis.
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Esquema 2.15: Biossintese de eudesmanos (Adaptado de SHARON-ASA, 2003; LUCKER et al.,
2004).
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Esquema 2.16: Biossintese de eremofilanos/aristolocanos (Adaptado de TAKAHASHI et al.,
2005). FPP (pirofosfato de farnesila), NPP (pirofosfato de nerolidila)

Céation bisabolila

A ciclizacdo do cation farnesila pode ocorrer de forma analoga a ciclizacéo
do cation nerila nos monoterpenos, com formacgao de um anel de seis carbonos,
o cétion bisabolila. O cation bisabolila pode ter varios destinos, analogos aos do

cation terpinila:
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a) Finalizacdo por expulsdo de prétons ou captura de &agua
(bisabolenos, curcumenos, sesquifelandrenos, zingiberenos);

b) Ciclizagéo 6,2 (sesquisabineno A, sesquitujeno);

c) Ciclizacao 7,2 (bergamotenos);

d) Ciclizagao 7,3 seguida de ciclizagao 4,2 (a-santaleno);

e) Ciclizacao 7,3 seguida de rerarranjo 4,3-4,2 (B-santaleno).

A finalizacdo do cation bisabolila, bem como os sesquiterpenoides assim
originados e os seus analogos monoterpenoides sédo apresentados no Esquema
2.18 e na Figura 2.7.

2.3.4.3 Funcionalizacdo de terpenoides

Até agora, a biossintese de monoterpenoides e sesquiterpenoides foi
abordada de forma compartimentada nesta revisdo, em funcéo dos carbocétions,
a fim de criar uma nocéo l6gica da origem de cada substancia. Entretanto, ela
pode de fato se dar de forma simultanea nas plantas, dependendo da topologia
enzimatica, como ja foi mencionado. Uma Unica enzima pode catalisar a
biossintese de sesquiterpenoides acilclicos, de alguns com esqueleto
bisabolano, germacrano, eudesmano ou cadinano, entre outros. Além disso,
varias enzimas diferentes podem catalisar reagcdes semelhantes, mas estar

submetidas a diferentes mecanismos de regulagao.

Por exemplo, CHENG e colaboradores (2007) isolaram duas enzimas
sesquiterpeno sintases do arroz (Oriza sativa) apOs tratamento de plantulas
dessa espécie com jasmonato de metila (MeJA). A enzima Oriza sativa Terpeno
Sintase 3 (OsTPS3) incubada com FPP produziu (E)-B-cariofileno (45,9%), a-
selineno (15,5%), B-elemeno (11,0%), eudesma-4(14),11-dieno (11%), o-
humuleno (6%), y-elemeno (0,5%), aromadreno (0,5%) e &-cadineno (0,4%).
Desses dados se percebe que OsTPS3 é capaz de ciclizar o FPP em C1-C11,
formando o cation humulila, que origina a-humuleno e o cation cariofilila, este

finalizando como (E)-B-cariofileno.
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Esquema 2.17: Biossintese de aromadendranos e guaianos (Adaptado de KUMETA e ITO, 2010;
DEWICK et al., 2002). FPP (pirofosfato de farnesila), NPP (pirofosfato de nerolidila).

Além disso, essa mesma enzima também é capaz de realizar a ciclizacdo
em C1-C10, formando o germacreno A, bem como a posterior ciclizagcdo em C5-
C10 do cétion (E,E)-germacrila, origindo a-selineno e eudesma-4(14),11-dieno.
Além de produtos em menor quantidade como aromadendreno e &-cadineno,
também teorizados como oriundos da ciclizagdo posterior do céation germacrila.
A outra enzima isolada, OsTPS13, produziu (E,E)-farnesol (82,4%) e (E)-

nerolidol (9,7%). Esta, portanto, ndo realiza a ciclizagdo do FPP, mas apenas a
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retirada do grupo fosfato e estabilizacdo do radical farnesila como alcool, em
duas posicoes diferentes, sendo que a atividade que adiciona hidroxila primaria

€ mais forte do que a que adiciona hidroxila terciaria.

ciclizagdo
2 - |
1,6
1

cétion bisabolila

cétion Z,Z-famesila 12 13
(Z)-y-bisaboleno  (z)-y-bisaboleno B-bisaboleno a-bisabolol
a
i@\ i@\ E |
B-curcumeno y-curcumeno p-sesquifelandreno a-zingibereno
b
ciclizagéo
——
6.2 ~
sesquisabineno A sesquitujeno

c
ciclizagdo
f——

Coa

endo-q-bergamoteno exo-g-bergamoteno

endo-B-bergamoteno

d
ciclizagdo
7,3 —=42
——

e
ciclizagdo/rearranjo
7,3 —=4,3-4,2

Esquema 2.18. Biossintese de sesquiterpenos derivados do cétion bisabolila (Adaptado de
SALLAUD et al., 2009). Z,Z-FPP (pirofosfato de Z,Z-farnesila), a (finalizacdo por expulsédo de
protons ou captura de agua), b (ciclizagdo 6,2); c (ciclizacdo 7,2); d (ciclizagédo 7,3 seguida de

ciclizacéo 4,2); e (ciclizagao 7,3 seguida de rearranjo 4,3—4,2).
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o-felandreno a-zingibereno limoneno (7)., -bisaboleno

p-felandreno  p-sesquifelandreno

Q

y-terpineno f-curcumeno

sabineno sesquisabineno A

a-tujeno sesquitujeno

canfeno epi-p-santaleno

2-careno sesquicareno

B-pineno endo-p-bergamoteno

—

endo-q-bergamoteno exo-q-bergamoteno

o-pineno

(+)-a-santaleno
tricicleno

7

i -terpineol a-bisabolol
terpinoleno (- y-bisaboleno o-terp

Figura 2.7: Relacdo estrutural entre sesquiterpenoides derivados do bisabolano

monoterpenoides.
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Em 2010, KUMETA e ITO isolaram e expressaram em Escherichia coli
quatro enzimas sesquiterpeno sintase de Aquilaria crassna, uma planta cuja
resina é utilizada em incensos e perfumes. As enzimas produziram d-guaieno
(~79%), a-guaieno (~20%) e a-humuleno (~1%). Apesar de muitas enzimas que
sintetizam guaienos como produtos secundarios ja terem sido isoladas, esta foi

a primeira capaz de produzir guaienos como produtos majoritarios.

Uma 0&-cadineno sintase isolada de Gossipum arboreum e uma
germacreno A sintase isolada de tricomas glandulares de Artemisia annua
apresentam, contrariamente a maioria das outras sintases ja isoladas, apenas
uma substancia como produto da reacdo com FPP (BERTEA et al, 2005;
FARALDOS et al, 2012). Ambas as enzimas séo induzidas in planta em resposta
a atague biologico, e seus produtos sao precursores de substancias de defesa:
gossipol e lactonas, respectivamente. Outras enzimas, ao contrario, mesmo
induzidas por ataque biologico catalisam a biossintese de varios produtos, mas
com um deles como majoritario. O que as diferencia de enzimas expressas
constitutivamente, para as quais a regra € a producéo de inUmeras substancias,
como relatado para a &-selineno e a y-humuleno sintases de Abies grandis
(STEELE et al, 1998).

Muitos 6leos volateis sdo caracterizados também pela presenca de
terpenoides funcionalizados, contendo grupamentos cetona, aldeido, éster e
éter. Essas substancias sdo produzidas pela acdo de outras enzimas sobre 0s
hidrocarbonetos ou alcodis biossintetizados pelas terpeno sintases.

Os isébmeros fendlicos terpenoidicos timol e carvacrol, Figura 2.8, por
exemplo, estdo presentes no Oleo volatii de muitas espécies vegetais e
apresentam atividade antimicrobiana e inseticida. Em orégano (Origanum
vulgare L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.) essas substancias sao particularmente
importantes. CROCOLL e colaboradores (2010) e CROCOL (2011) isolaram
uma seérie de enzimas monoterpeno sintases de ambas as espécies e
compararam o perfil de volateis da planta com o perfil de volateis produzido pelas
enzimas. A auséncia de timol e carvacrol entre os produtos enzimaticos ja era
esperada pelos autores uma vez que estes fenodis sédo, teoricamente, formados
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pela oxidacdo posterior do y-terpineno ou do p-cimeno. Baseando-se na
sequéncia nucleotidica de um gene codificando a monoterpeno hidroxilase
isolada de Mentha sp. (LUPIEN et al., 1999) os autores isolaram varios genes
codificando CYP450 em diferentes linhagens e estagios de desenvolvimento de
orégano e tomilho, dois dos quais foram expressos e suas proteinas
caracterizadas. Como esperado, essas enzimas foram capazes de converter y-
terpineno (mas néo o p-cimeno), além de outros p-mentenos com duas ligacdes
duplas no hexociclo, em carvacrol, com oxidacdo em C2 (CYP71D180vl e
CYP71D181) ou em ambos, timol e carvacrol, com oxidacdo em C3 ou C2
(CYP71D178).

HO OH

X

-terpineno )
y-terp carvacrol timol

Figura 2.8: Estrutura quimica de y-terpineno, timol e carvacrol (CROCOLL, 2011).

Os trabalhos de CROCOLL e colaboradores (2010) e CROCOLL (2011)
se basearam em outro estudo importante para elucidacdo das rotas de
biossintese de monoterpenoides de interesse comercial ou farmacoldgico. A
horteld-pimenta (Mentha x piperita L.) e a horteld-verde (Mentha spicata L.) séo
ambas conhecidas pela produgcdo de p-mentanos oxigenados. M. x piperita
produz monoterpenoides com oxigénio em C3 ((-)-mentol) e M. spicata produz
0os isdmeros oxigenados em C6 ((-)-carvona), ambos o0s produtos sé&o,
entretanto, derivados da oxidacao estereoespecifica de um mesmo precuror, o
(-)-4S-limoneno, via (-)-trans-isopiperitenol no primeiro caso e via (-)-trans-
carveol no segundo (Esquema 2.19). LUPIEN e colaboradores (1999) isolaram
e caracterizam as duas enzimas CYP450 dessas espécies responsaveis pela
hidroxilagao do (-)-limoneno. CYP71D13 catalisa a oxidacdo em C3 e CYP71D18
catalisa a oxidacdo em C6, com bastante especificidade para o (-)-4S-limoneno.

Entretanto, quando incubadas com (+)-4S-limoneno, CYP71D13 produz apenas
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(+)-trans-isopiperitenol, enquanto CYP71D18 perde a especificidade e produz
(+)-cis-carveol, além de quantidades menores de (+)-trans-carveol, (-)-trans-
carveol e (+)-trans-isopiperitenol. Percebe-se entdo que cada uma dessas
enzimas possui um modo proprio e diferenciado de atuacdo. A oxidacao
subsequente do trans-carveol a carvona e do trans-piperitenol a mentol (via

isopiperitenona) é realizada por outras enzimas (WUST et al., 2001).

_— ey ..
§ I/OH B IIIOH
X \ X /‘\ M. X piperita

(-)-limoneno (-)-trans-isopiperitenol (-)-mentol
T oPP
HO,, 0]
AN N
—
X S M. spicata

(-)-trans-carveol )-carvona
difosfato de geranila ©)

Esquema 2.19: Biossintese de mentol e carvona (LUPIEN et al., 1999).

Ainda no género Mentha, o poejo (M. pulegium) e a horteld-pimenta (M. x
piperita) sdo espécies cujo consumo levanta preocupacfes de organismos
regulatérios devido a presenca potencialmente perigosa de pulegona e
mentofurano. A presenca dessas substancias e sua toxicidade tém implicacdes
tanto para a industria, que utiliza o 6leo de M. x piperita como flavorizante, como
para a medicina/toxicologia. O poejo foi historicamente utilizado como inseticida
e repelente de insetos, especialmente pulgas, de onde origina seu home latino
(pulex = pulga) e ainda em tempos recentes € eventualmente utilizado como
abortivo, podendo seu uso ser letal (TELCI et al., 2010). A sua atividade esta
associada a presenca da pulegona, que é téxica tanto para insetos quanto para
mamiferos. O mecanismo de toxicidade da pulegona, conforme E.C. (2002),

envolve a sua oxidagao pelo citocromo CYP450 a mentofurano e posterior
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abertura do anel furano com formagao de um y-cetoenal muito reativo. O 6leo de
M. X piperita também pode conter estes dois monoterpenoides, uma vez que a
pulegona € um dos precursores do mentol e o mentofurano é o produto final de

uma rota paralela de metabolizacdo da mesma (Esquema 2.20).

2 3 \

difosfato de geranila (Himoneno (-)- trans-isopiperitenol (isopiperienona \

/
< AN
o / (+)-cis-isopulegona

-)-piperitona /
piperitenona

M. x piperita

%Q

\

P P N
(+)-pulegona

PN
(+)-piperitona
9 N
(+yéxido de o 7 No
piperitenona ; —

7/( )-mentona \ (+)-mentofurano
H o
PN
/\

(+)-Oxido de _
trans -piperitona "OH

(-)-mentol

(+)-neomentol

Esquema 2.20: Biossintese de mentol e mentofurano. 1: (-)-limoneno sintase; 2: citocromo P450
(-)-limoneno-3-hidroxilase; 3: (-)-trans-isopiperitol disidrogenase; 4: (-)-isopiperitona redutase; 5:
(+)-cis-isopulegona isomerase; 6: (+)-pulegona redutase; 7: (-)-mentona redutase; 8: citocromo
P450 (+)-mentofurano sintase; 9: terpenoide oxidase (Adaptado de MAHMOUD e CROTEAU,
2002).

O mecanismo de biossintese do mentol e sua regulacdo em M. x piperita
sdo bastante complexos, com o envolvimento de muitas enzimas diferentes,

fortemente influenciados pelo fotoperiodo a que as plantas estejam submetidas,
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e diferenciados para folhas jovens e adultas. O sistema redutor responsavel pela
conversdo da pulegona a mentona e mentol é atividado em folhas submetidas a
fotoperiodo longo quando jovens (VOIRIN, 1990). Além disso, uma vez ativado
0 sistema oxidante que transforma pulegona em mentofurano, esse produto
causa a infrarregulacao ou retroalimentacao negativa da expressao de pulegona
redutase, interferindo negativamente na biossintese de mentona e mentol
(MAHMOUD e CROTEAU, 2002). Mecanisticamente, a biossintese do
mentofurano ocorre espontaneamente apds a acdo da mentofurano sintase
sobre a pulegona. Essa enzima catalisa a hidroxilacdo da pulegona em C8
(metila syn (cis-) ao grupo 0x0), que espontaneamente cicliza como um
hemicetal e desidrata, formando o furano (Esquema 2.21). Um processo muito
semelhante ocorre no metabolismo hepatico da pulegona. Durante o
metabolismo animal da pulegona, ocorre ainda a epoxidacdo e abertura do
furano, com a formacédo de 8-pulegonal, principal responsavel pela toxicidade
tanto da pulegona quanto do mentofurano (CE 2002).

OH

(-)-pulegona (-)-mentofurano 8-pulegonal

Esquema 2.21: Biossintese de (-)-mentofurano a partir de (-)-pulegona (Adaptado de E.C., 2002).

Os padrdes de acetilagdo de alcodis monoterpénicos também foram
estudados para algumas espécies e acrescentam complexidade ao cenario de
producado de volateis. No primeiro padrdo, ambos os estereoisébmeros do alcool
estdo presentes, mas apenas um esteroisdmero do acetato correspondente é
biossintetizado. Isso ocorre para 0 acetato de linalila em Origanum dayi e O.
syriacum, para o acetato de hidrato de trans-sabineno em O. dayi, O. vulgare e
O. onites e para o acetato de hidrato de cis-sabineno em O. dayi. Um segundo
padrao € caracterizado pela presenca de ambos os alcodis e ambos os acetatos,

como observado para o acetato de linalina em O. vulgare e O. majorana e para
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0 acetato de terpinen-4-ila em O. vulgare e O. dayi. No terceiro padrao observado
apenas um estereoisdmero do alcool esta presente e apenas um (ou nenhum)

estereoisémero do acetato é produzido (LARKQV et al., 2008).

Os sesquiterpenoides também estao sujeitos a mecanismos semelhantes
de controle biossintético e oxidativo. Em solanaceas como tabaco e pimenta uma
das respostas ao ataque fungico ou bacteriano é a producéo de capsidiol. No
tabaco, Nicotiana tabacum, esse alcool sesquiterpénico capaz de prevenir a
germinacao e crescimento de varios fungos, é sintetizado através da hidroxilagédo
estereoseletiva do 5-epiaristoloqueno realizada por uma enzima CYP450, 5-epi-
aristoloqueno diidroxilase. A hidroxilagdo do 5-epi-aristoloqueno a capsidiol
ocorre em duas etapas. Primeiramente uma hidroxila é adicionada em orientacdo
beta em C1 e posteriormente outra hidroxila € adicionada, pela mesma enzima,
em orientacao alfa em C3, conforme Esquema 2.22 (TAKAHASHI et al., 2005).

5-epi-aristoloqueno 1p-OH-5- epi-aristologueno Capsidiol

Esquema 2.22: Biossintese de capsidiol (Adaptado de TAKAHASHI et al., 2005).

Outras solanaceas como tomateiro e meimendro acumulam solavetivona
em resposta a ataque fungico. A solavetivona pertence a uma classe de
sesquiterpenos com esqueleto rearranjado em processo semelhante aos
eremofilanos, mas em vez da migracdao da metila em C10, ocorre rearranjo da
ligacdo C9-C10 para C9-C6. Do meimendro (Hysciamus muticum) foi isolada
uma enzima Hyociamus muticum premnaspirodieno oxigenase (HPO) capaz de
catalisar a hidroxilacdo de C1 de eremofilanos, como o valenceno e o 5-epi-

aristoloqueno, e C2 de premnaspirodieno. No premnaspiradieno a oxidacéo
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envolve adicdo sucessiva de duas hidroxilas no mesmo carbono e posterior
desidratacdo, tendo uma cetona, solavetivona, como produto final. A
solavetivona é substancia com propriedades semelhantes ao capsidiol: possui
atividade contra fungos e sua biossintese € induzida por ataques biologicos
(TAKAHASHI et al., 2007).

Como um de varios exemplos de aplicacdo préatica destes estudos,
podemos citar a criagdo de linhagens geneticamente modificadas de Pichia
pastoris (uma levedura) expressando uma valenceno sintase de Callitropsis
nootkatensis (para biossintetizar valenceno), HPO (para hidroxilar o
sesquiterpeno produzido por esta enzima), e superexpressando suas proprias
enzimas &lcool desidrogenase (para produzir nootkatona) (Esquema 2.23). A
nootkatona € uma substancia valiosa muito utilizada como flavorizante citrico e
sua extracdo de fontes naturais, como o pomelo ou o cedro canadense,
apresenta inconvenientes tanto comerciais como ambientais (WRIESSNEGER
et al., 2014).

HO..

/

solawetivol

solavetivona
premnaspirodieno

2-epi-solawetivol

HO..

(+)-valenceno trans-nootkatol (+)-nootkatona

Esquema 2.23: Biossintese de solavetivona e nootkatona (Adaptado de TAKAHASHI et al.,
2007).
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2.3.5 Propriedades farmacolégicas

Muitos dos componentes dos Oleos volateis sdo fitoanticipinas ou
fitoalexinas, quer dizer, sdo produzidos constitutivamente e armazenados para
utilizacdo quando necessarios, ou sao produzidos indutivamente, quando a
planta estd sob estresse ou ataque biologico. Apresentam propriedades
antifangicas, atimibacterianas, antivirais, antioxidantes, mimetizam feroménios
de alarme de insetos ou atraem predadores de seus parasitas, entre outras
atividades. Muitas destas propriedades sao de interesse farmacologico, como as
atividades antifungicas, antibacterianas, antivirais e antioxidantes, outras
atividades aparentemente nao realacionadas ao seu papel biolégico também séo

relatadas para 6leos volateis e seus componentes, como antitumoral e relaxante.

Atividade Antitumoral

Atividade antitumoral foi descrita para componentes isolados de 6leos
volateis tanto in vitro quanto in vivo. De modo geral se observa baixa toxicidade,
mesmo em doses elevadas, e potencial para acdo sinérgica com antineoplasicos
convencionais. O d-limoneno e o alcool perilico isolados de Citrus sinensis foram
avaliados quanto a atividade contra cancer pulmorar induzido em camundongos
e tumor pancreatico em hamster. Ambos diminuiram a incidéncia de tumores e
aumentaram a apoptose de células tumorais. Acredita-se que essas substancias
atuem como inibidoras da farnesiltransferase, uma enzima essencial para
ativacdo das proteinas ras implicadas na oncogénese. Entretanto, a dose efetiva
calculada para o d-limoneno em humanos seria de aproximadamente 80 mL/dia,
0 que obviamente apresenta inconvenientes. O alcool perilico € um intermediario
no metabolismo do limoneno a &cido perilico e &cido diidroperilico em mamiferos,
e sua atividade antineoplasica é maior do que a do limoneno, por isso tem sido
estudado como alternativa a este (MILLS 1995; PHILLIPS 1995; STARK 1995;
STAYROOK 1997; LOW-BASELLI 2000). Este composto apresenta capacidade
de atravessar a barreira hematoencefélica e tem facil acesso ao sistema nervoso
central. Em um estudo clinico de fase | e Il de uma formulagéo para aplicagéo
nasal do alcool perilico em 37 pacientes adultos com gliomas malignos
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recorrentes, tratados com temozolomide, ndo apresentou toxicidade, e mais de
50% dos pacientes exibiu melhora ou permaneceu estavel durante os 6 meses
de tratamento (DA FONSECA et al., 2008). Um conjugado produzido pela uniéo
covalente do temozolomide e do alcool perilico resultou em uma substancia com
tempo de meia-vida mais elevado, e maior eficiéncia no tratamento de modelos
de metastases cerebrais de cancer de mama em camundongos (CHEN et al.,
2014).

Além desses, geraniol, carveol, farnesol, linalol, [(-citroneol e
especialmente o nerolidol, também inibem a prenilacédo proteica e foram ativos
contra neoplasias induzidas no duodeno e intestino grosso de ratos. O nerolidol
inibiu em até 82% a formacao dos adenomas (WATTENBERG, 1991). Geraniol
de Cymbopogon martini também apresentou atividade redutora da sintese de
DNA em células tumorais in vitro (CARNESECCHI et al., 2004). O geraniol tem
baixa toxicidade aguda e crbnica, e sua co-adminstracdo com 5-fluorouracila

aumenta o efeito antitumoral da mesma (McANALLY, 2003).

O B-eudesmol, isolado do 6leo volatil de Atractylodes lancea e de outras
fontes, pode ter aplicacao no tratamento de neoplasias, pois evidenciou atividade
inibitéria da angiogénese em modelos in vivo e in vitro (TSUNEKI et al., 2005).
Posteriormente, MA e colaboradores (2008) demonstraram que o B-eudesmol
inibe a neovascularizacdo e o crescimento de células tumorais por inibicdo da
ligacdo a elementos de resposta a AMPc (CREB, cAMP response element
binding). Além disso, também atua em células de leucemia promileocitica
humana (HL60) pela clivagem e ativacdo das caspases 3 e 9, e liberacédo de
citocromo C das mitocondrias (LI et al., 2013). BOMFIM e colaboradores (2013)
avaliaram n&o apenas o -eudesmol, mas também seus isbmeros a-eudesmol e
y-eudesmol e verificaram que todos eles apresentam atividade em células de
hepatocarcinoma celular (HepG2) pelo aumento da ativagdo da caspase-3 e
inducao de perda do potencial de membrana mitocondrial, levando a apoptose.
Os autores determinaram concentracao inibitoria (ICso) para a- e y-eudesmol,
variando de valores da ordem de 5-10 pg/mL e 8-15 pg/mL para células de

melanoma murino (B16-F10) e leucemia mieloide (K562), respectivamente, e
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ICso0 da ordem de 16-24 ug/mL para B-eudesmol em células de melanoma murino

(B16-F10) e hepatocarcinoma celular (HepG2).

O linalol também foi submetido a ensaios de atividade antitumoral in vitro,
tendo bons resultados contra linhagens malignantes hematologicas e de
adenocarcinoma mamario humano multirresistente, ativando a fosfoproteina p53
(proteina supressora de tumores p53) e algumas proteinas inibidoras de
quinases dependentes de ciclase, necessarios a regulagéo do ciclo celular (GU
et al., 2010), além de atuar via mitocondrias e potencializar a atividade
antitumoral da doxorrubicina (RAVIZZA et al., 2008). Entretanto, sua utilizacéo
in vivo enfrenta os mesmos obstaculos do limoneno, devido as altas doses
necessarias (APROTOZOAIE et al., 2014).

O elemeno (uma mistura de B-, y- e &-elemeno, sendo o primeiro como
majoritario) foi ativo contra linhagens tumorais cerebrais, mamarias e leucémicas
humanas e murinas (ADIO et al., 2009). Um estudo com linhagens celulares C6
e U251 de mioblastoma (um tumor cerebral) demonstrou que o elemeno atua via
ativacdo da P38 MAPK por fosforilagdo. As MAPK sdo proteinas quinases
ativadas por mitdgenos e a MAPK P38 esta envolvida no crescimento celular e
naregulacdo das fases G1 e G2/M. Sua ativacao levou a reducéo do crescimento
das células tumorais in vitro, além disso, B-elemeno in vivo causou a reducao do
crescimento tumoral em camundongos (YAO et al., 2008). Entretanto, em outras
linhagens tumorais o elemeno foi ativo por mecanismos diferentes. LI e
colaboradores (2013b) demonstraram que na linhagem A549 de tumor pulmonar
o B-elemeno atua por aumento da expressao de P53, uma proteina implicada no
reparo de DNA danificado e na parada do ciclo celular em G1/S. Por outro lado,
QIN e colaboradores (2012) demonstraram que o 3-elemeno atua pela inibicéo
da expressédo de c-Met (receptor do fator de crescimento de hepatdcito) em
células H22 de hepatocarcinoma celular. A proteina MET esta implicado na
cicatrizagdo e a sua superexpressao em tumores estd normalmente associada a
prognésticos ruins. O mecanismo de agao do d-elemeno, ativo contra células
HelLa, é a ativacdo da via de sinalizacdo das caspases, com a conversao
proteolitica da pro-caspase-3 em caspase-3 ativa, com envolvimento da geracao

de espécies reativas de oxigénio (ROS) que leva a apoptose celular (WANG et
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al., 2006). XU e colaboradores (2006) avaliaram a atividade antitumoral de
derivados sintéticos nitrogenados do [(-elemeno, para estas substancias,
contrariamente, a atividade inibitéria ndo ocorre por apoptose, mas por inibicdo
do crescimento celular via regulacdo negativa de mTOR, o alvo da rapamicina
em mamiferos que é um regulador do crescimento e proliferacdo celular,

transcricdo e sintese proteica.

O a-bisabolol, presente por exemplo no 6leo volatii de Matricaria
chamomilla, foi ativo contra tumores pancreaticos e gliomas malignos
(KAMATOU e VILJOEN, 2010), resultando, nestes, em 100% de morte celular
na dose de 10 pM, com ICsp de 2,5 a 3,5 pM. O mecanismo de acédo dessa
molécula foi por apoptose, com liberacdo de citocromo ¢ da mitocondria para o
citosol. Contrariamente a outras substancias antitumorais, o a-bisabolol tem
eliminacdo lenta do organismo e facil acesso ao SNC, sendo assim um bom

candidato a medicamento para tumores cerebrais (CAVALIERI, 2004).

Muitos Oleos volateis ou seus componentes isolados também foram
avaliados e apresentaram atividades inibitérias contra o crescimento de células
tumorais in vitro. Dentre eles, o 6leo volatil de Melissa officinalis (Lamiaceae),
para linhagens de tumor de laringe, entre outros (ALLAHVERDIYEV, 2001;
SOUZA, 2004), e o carvacrol, apresentou atividade inibitéria contra a sintese de
DNA mesmo em células tumorais ja ativadas, além de atividade antigenotdxica
(IPEK et al., 2003; ZEYTINOGLU, 2003). Dentre as asteraceas também foram
avaliados o 6leo de Senecio mikanioides e Chrysanthemum boreale, este ultimo
induzindo a apoptose de células KB (El TANTAWY, 2000; CHA, 2005). As
mirtdceas Melaleuca alternifolia (a-terpineol) e Eugenia caryophylata (eugenol)
foram ativas contra melanoma humano e leucemia promielocitica humana,
respectivamente (CALCABRINI, 2004; YOO, 2005).

Atividade Antiinflamatoria

Em 2007, PASSOS e colaboradores relataram a atividade anti-
inflamatoria in vivo do 6leo volatil de Cordia verbenacea (300-600 mg/kg, v.0.)
com reducéo do edema, dos leucdcitos polimorfonucleares e do TNFa, mas sem

reducdo de leucocitos mononucleares e PGE2. O 6leo volatil também néo teve
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acao inibitoria sobre a atividade de COX-1 e COX-2 in vitro. Os componentes
isolados a-humuleno e B-cariofileno (50 mg/kg v.0) também inibiram o edema
induzido na pata de camundongos pela carragenina, com 58, 53, 69 e 40% de
inibicdo apods 0, 5, 1, 2 e 4h para a-humuleno e 47, 55, 79 e 28% de inibicdo para

o B-cariofileno no mesmo periodo.

FIORENZANI e colaboradores (2014) avaliaram uma formulagéo de B-
cariofileno e DHA por via oral em modelo de dor crénica. O DHA é considerado
uma molécula com importante atividade anti-inflamatoria. Apesar de alguns
trabalhos terem proposto que a atividade anti-inflamatéria do B-cariofileno seja
devida também ao aumento transiente dos niveis de hormdnios sexuais
(testosterona e estradiol) que 0 mesmo causa nos animais, a coaplicagdo com
DHA (52-48%) teve melhor efeito anti-inflamatorio do que B-cariofileno apenas,

inibindo a alteracdo dos niveis causada pelo sesquiterpeno.

O a-humuleno, apesar de ser estruturalmente semelhante ao -cariofileno
e de ser geralmente encontrado juntamente com ele, mesmo que em
quantidades menores, nos ensaios in vivo apresenta atividades um pouco
diferentes. Ambos inibem o edema causado por ovoalbumina em camundongos,
bem como diminuem a expresséao de bradicinina e do fator ativador de plaquetas,
reduzem o edema induzido por carragenina, a producdo de TNFa, de
prostaglandina Ez2, de 6xido nitrico sintase (NOS) e COX-2. Entretanto, apenas
a-humuleno inibe o edema causado por injecdo de histamina, bem como a
producdo de interleucina-13 na indugdo do edema por carragenina
(FERNANDES et al., 2007). Além disso, a-humuleno néo tem atividade sobre os
receptores CB2 (GERTSCH et al., 2008), portanto, estas duas substacias devem

apresentar mecanismos de acao diferentes.

Atividade Antioxidante

Uma das principais utilizagdes industriais, famacéuticas, cosméticas e
alimenticias de Oleos volateis e seus componentes esta relacionada a sua
capacidade antioxidante. Os radicais livres sdo espécies instaveis e altamente

reativas. Sua producéo esté relacionada a fumacga, 6xidos de nitrogénio, metais
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pesados, solventes organicos, halogenados, pesticidas, metabolismo oxidativo,
exposicdo a luz UV, febre, infecgBes e inclusive a pratica de esportes e a propria
respiracdo, e que, no organismo, atacam preferencialmente DNA/RNA, proteinas
e acidos graxos poli-insaturados. Todos 0s organismos possuem sistemas
enzimaticos e ndo-enzimaticos que os protegem desses radicais livres e quando
h& um desbalanco entre a producdo e neutralizagdo dos radicais, com mais
oxidantes do que antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo. As espécies reativas
de oxigénio mais comuns séo os radicais superoxido, hidroxila e o peréxido de
hidrogénio. Entretanto, espécies reativas de nitrogénio e de enxofre também
ocorrem. Os antioxidantes mais conhecidos e mais comumente utilizados s&o a
vitamina C (acido ascorbico), a vitamina E (e seu derivado hidrofilico trolox), o B-
caroteno o hidroxianisol butilado (BHA) e o hidroxitolueno butilado (BHT)
(HALLIWELL, 2012; CAROCHO e FERREIRA, 2013).

Espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre tém sido relacionados
a muitas doencas severas, como cancer, doengas cardiovasculares, incluindo
aterosclerose e infarto, desordens neuroldgicas, renais, hepaticas, hipertenséo,
artrite reumatoide, doencas autoimunes, inflamacéo, desordens degenerativas
associadas com o envelhecimento, diabetes mellitus e suas complicacoes,
cataratas, obesidade, autismo, doencas de Alzheimer, Parkinson e Huntington,
vasculite, glomerulonefrite, IGpus eritematoso, Ulceras gastricas, hemocromatose
e pré-eclampsia, entre outras. Entretanto, o papel dos antioxidantes, nutricionais
ou nao, in vivo, sobre essas doencas € controverso, as quantidades e fontes
ideais ndo estdo estabelecidas e, além disso, 0 uso de pré-oxidantes, que
também pode ser eventualmente benéfico em baixas quantidades por estimular
0s sistemas antioxidantes enzimaticos enddgenos nado foi suficientemente
estudado. Por outro lado, muitos dos antioxidantes naturais estudados podem,
sob determinadas condi¢fes, agir como pro-oxidantes moderados (HALLIWELL,
2012; CAROCHO e FERREIRA, 2013).

Foi demonstrada a atividade antioxidante de oOleos volateis e de seus
principais componentes, como o éter 1,8-cineol, em ensaios com DPPH, as
vezes com atividade comparavel a das substancias de referéncia em Myrtus

communis (mirtaceae), Mentha aquatica (Lamiaceae) (YADEGARINIA et al.,
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2006), M. communis (MIMICA-DUKIC et al., 2003). Muitas espécies do género
Thymus (Lamiaceae), cujo Oleo volatil continha 1,8-cineol, p-cimeno, carvacrol e
timol entre os compostos majoritarios também exerceram atividade antioxidante
(MIGUEL et al., 2004; VARDAR-UNLU et al., 2003; DORMAN e DEANS, 2004;
TEPE et al., 2004; CHIZZOLA et al., 2008; HAZZIT et al., 2006), assim como
espécies do género Artemisia (Asteraceae) contendo 1,8-cineol, canfora, p-
cimeno, a-terpineno, a-terpineol (MASOTTI et al., 2003; BURITS et al., 2001).

Considerando as dificuldades de comparacao dos resultados dos ensaios
de atividade antioxidante com diferentes metodologias e realizados por
diferentes grupos de pesquisa com diferentes controles positivos, ANTHONY e
colaboradores (2012) realizaram a avaliacdo do potencial antioxidante de 423
amostras de 6leos volateis de 48 familias botanicas. O método utilizado foi o de
sequestro de radicais livres por DPPH, na dose de 1,25 mg/mL. De todas as
amostras testadas, apenas 73 apresentaram inibicdo do radical DPPH em ou
acima de 50%. Para todos esses foi determinada a Clso. Oleos volateis com Clso
menor do que 300 pg/mL foram avaliados pelo método do B-caroteno e
cromatografia para melhor caracterizacdo. Oleos volateis das familias
Frankincensea (Burseraceae), Lamiaceae, Lauraceae, Fabaceae,
Magnoliaceae, Myrtaceae, Scrophulariaceae e Zingiberaceae foram os mais
ativos; Annonaceae, Apiaceae, Asteraceae, Burseraceae, Cucurbitaceae,
Cupressaceae, Myristicaceae, Piperaceae, Poaceae, Ranunculaceae,
Rosaceae, Rubiaceae, Schisandraceae, Solanaceae, Thymelaeaceae e
Valerianaceae foram moderadamente ativos; Acoraceae, Alliaceae,
Anacardiaceae, Betulaceae, Burseraceae, Canellaceae, Cannabaceae,
Cistaceae, Clusiaceae, Cyperaceae, Elaeagnaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Geraniaceae, Meliaceae, Onagraceae, Pinaceae, Rutacea,
Santalaceae, Verbenaceae e Vitaceae foram inativos ou fracamente ativos.
Dentre os 20 mais ativos destaca-se a presenca de timol, carvacrol, linalol e
geraniol no oOleo volatil das Lamiaceae, eugenol no Oleo volatil das Myrtaceae
(ANTHONY et al., 2012). N&o é fornecida a lista ou composicdo dos 6leos com
baixa atividade antioxidante, o que certamente compromete 0 propdsito

comparativo do trabalho.
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WOJTUNIK e colaboradores (2014) realizaram um estudo de relacéo
estrutura-atividade antioxidante de monoterpenoides frente ao DPPH em
diversos solventes. Seus resultados indicam que, em metanol, monoterpenoides
desprovidos de ligacdes duplas ou com apenas uma ligacdo dupla nao
apresentam atividade antioxidante ou apresentaram atividade muito fraca (a-
pineno, 1,8-cineol, mentol, mentona, e terpinen-4-ol); substancias com duas
duplas ligagcbes conjugadas exerceram atividade antioxidante forte e rapida
(citral, carvona, mirceno, y-terpineno e pulegona), exceto a-terpineno e a-
felandreno, onde a disposicdo das duplas ligacdes parece nao favorecer a
atividade antioxidante e o equilibrio é mais lento, ou a atividade é menor,
respectivamente. Quando um anel aromético € formado, a atividade antioxidante
desaparece (p-cimeno) e quando um oxigénio é introduzido, a atividade retorna
forte e com equilibrio rapido como em compostos com duas ligacdes duplas
conjugadas. Os autores acreditam que esse padréo de atividade antioxidante
seja explicado pela capacidade que os dienos conjugados tém de perder
hidrogénios alilicos, estabilizando assim o radical livre, e se estabilizando por
ressonancia ao deslocalizar a carga elétrica. Além disso, no mesmo trabalho é
avaliada a influéncia do solvente: metanol, 2-butanona, cloroférmio, acetato de
etila e n-heptano foram avaliados. A atividade antioxidante do a-pineno, por
exemplo, varia de 20% em metanol a 95% em n-heptano. O fato de o a-pineno
possuir apenas uma ligacdo dupla indica que outros mecanismos sao
necessarios para explicar sua atividade em meio apolar. De modo geral, esses
resultados s&o um pouco diferentes dos obtidos por RUBERTO e BARATTA
(2000) que realizaram uma avaliacdo ampla da atividade antioxidante de
componentes isolados de Oleos volateis em modelos de peroxidacédo lipidica
(TBARS e peroxidos). Apesar de estes autores terem igualmente observado
atividade mais elevada para timol e carvacrol, seus valores relativos para
carvona, pulegona, mirceno e citral s&o bem menores, enquanto os valores para
p-cimeno sdo bem maiores do que o0s observados por WOJTUNIK e
colaboradores (2014). Isso confirma a ideia de que a grande quantidade de
metodologias existentes para analise de atividade antioxidante dificulta a
interpretacéo e comparacao dos resultados. Por outro lado, os resultados de uma

Unica metodologia ndo devem ser considerados como definitivos e a atividade
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antioxidante de uma determinada substancia deve levar em conta todos os
diferentes mecanismos de atuagdo possiveis e metodologias disponiveis para
testa-los.

Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana de Oleos volateis, assim como a de seus
componentes isolados, tem sido extensivamente avaliada contra patégenos
humanos e alimentares e tem sido geralmente atribuida as suas caracteristicas
hidrofébicas, que fazem com que eles se acumulem nas membranas celulares

dos micro-organismos, alterando a permeabilidade das mesmas.

A atividade do timol frente a Salmonella typhimurium (Salmonella enterica
entérica sorovar Typhimurium), um bacilo Gram-negativo, por exemplo, foi
avaliada tanto em meio de cultura quanto em macréfagos murinos
experimentalmente infectados. A concentracado inibitéria minima (CIM) para S.
thyphimurium em meio de cultura foi de 750 mg/L. O timol age através da
interacdo com a membrana citoplasmatica da Salmonella sp., tornando-a
permedvel e possibilitanto o extravasamento de conteddo intercelular,
especialmente de potassio e &cidos nucleicos. Além disso, macrofagos
infectados tratados com 30 mg/L de timol tiveram desempenho
significativamente melhor na eliminacao desse patdgeno e apresentaram sinais
indicativos de menor estresse oxidativo, quando comparados com o controle
negativo. Estes dois dados sdo muito relevantes quando se considera que 0s
macréfagos costumam matar os patdgenos fagocitados ao criar um meio
intracelular extremamente oxidativo, e que a Salmonella sp., ao se abrigar dentro
de macrofagos, consegue simultaneamente evitar antibiéticos que tenham
dificuldade de atravessar membranas celulares, e ainda criar mecanismos de
escape ao ataque oxidativo, obrigando o macrofago a criar um meio oxidativo

persistente que o leva a propria morte (CHAUHAN e KANG, 2014).

Mecanismo semelhante sobre a membrana celular foi observado por
DIAO e colaboradores (2014) ao testar a atividade antimicrobiana do 6leo de
funcho (Foeniculum vulgare), composto majoritariamente de trans-anetol e

estragol, contra diversos patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos
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causadores de intoxicacdes alimentares (Staphylococcus albus, Bacillus subtilis,
S. thyphimurium, S. dysenteriae, Escherichia coli). Com CIMs e CBMs variando
de 0,125 a 0,5 mg/mL, esse estudo indica a possibilidade da utilizagdo do 6leo

como conservante alimentar.

DORMAN e DEANS (2004) também avaliaram diversas especiarias:
pimenta-do-reino (Pipper nigrum), cravo (Syzygium aromaticum), noz-moscada
(Myristica fragrans), orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris)
contra patdgenos animais, vegetais e alimentares, determinando que a atividade
foi mais ampla para tomilho, seguido de orégano, cravo, noz-moscada e pimenta-
do-reino. Componentes isolados dos 6leos também foram testados e o espectro
de atividade foi maior para timol, seguido de carvacrol, a-terpineol, terpinen-4-ol,
eugenol, (+)-linalol, tujona, &-3-careno, citral, nerol, geraniol, mentona, 3-pineno,
(+)-limoneno, a-pineno, a-terpineno, borneol, (+)-sabineno, y-terpineno,
citronelal, terpinoleno, 1,8-cineol, acetato de bornila, carvacrol metil éter,
mirceno, B-cariofileno, a-bisabolol, a-felandreno, a-humuleno, B-ocimeno,
aromadendreno e p-cimeno, nessa ordem. Dessas atividades depreende-se que
fendis sdo bastante ativos e a posicdo da hidroxila no timol favorece sua
atividade em relacdo ao carvacrol. A metilacdo do fenol, por outro lado, diminui
sua atividade. Alcodis também tem atividade bactericida. Citral foi menos ativo
do que citronelal, contrariando a expectativa de que as duplas conjugadas ativem
a carbonila e favorecam a atividade.

OJEDA-SANA e colaboradores (2013) testaram a atividade
antimicrobiana do Oleo voléatil de duas variedades de alecrim (Rosmarinus
officinalis) contra S. aureus, Enterococcus faecalis, E. coli e Klebsiela
pneumoniae. Seus resultados indicam que a presenga de a-pineno esta
correlacionada com a atividade antibacteriana do Oleo volatil rico nesse
monoterpenoide, pois a CIM do 6leo e do a-pineno sdo muito parecidas.
Entretanto, a outra variedade, rica em mirceno, 1,8-cineol e canfora teve
atividade contra alguns dos micro-organismos, com CIM que ndo pode ser
explicada pela atividade de seus componentes majoritarios isoladamente, mas
pela agao sinérgica deles. Ainda, os autores verificaram que ao contrario do a-

pineno, o 1,8-cineol altera significativamente a permeabilidade da membrana de
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E. coli (Gram-negativa) ja na CIM de 8 pL/mL, podendo ser considerado

bactericida.

O trabalho de De SOUSA e colaboradores (2012) ilustra esse aspecto do
sinergismo na atividade bactericida de 6leos volateis ao testar carvacrol e 1,8-
cineol (principais componentes dos Oleos de orégano e alecrim) contra
Pseudomonas fluorescens, uma bactéria Gram-negativa que deteriora alimentos
minimamente processados, mesmo sob refrigeracdo. Os autores cultivaram a
bactéria com 2,5 pL/mL de carvacrol e 10 pL/mL de 1,8-cineol (CIM)
isoladamente. Nessas concentracdes carvacrol e 1,8-cineol séo bactericidas em
15 minutos. Entretanto, as mesmas substancias aplicadas em conjunto possuem

atividade bactericida ja em s CIM, 0,3 e 1,25 pL/mL, respectivamente.

Mecanismo semelhante foi proposto para a atividade antifingica do 6leo
volatii do Anethum graveolens (endro) contra Candida albicans. O 6leo,
composto majoritariamente de carvona, limoneno e apiol, primeiramente
desestabilizou a membrana da levedura, diminuindo seu conteudo de ergosterol,
e posteriormente alterou o potencial de membrana mitocondrial, inibiu as
desidrogenases e aumentou a concentracdo de ROS, levando finalmente a
morte da levedura, com CIM de 0,625 e CFM (concentracao fungicida minima)
de 1,25 pL/mL, mesmo em isolados resistentes ao fluconazol (CHEN et al.,
2013).

2.3.6 Familia Asteraceae e 0 género Eupatorium
2.3.6.1 Aspectos taxondmicos

Durante a ultima década a utilizagdo de técnicas moleculares (DNA) para
fins taxonbmicos promoveu muitas alteracbes no entendimento das relagbes
evolutivas entre os diversos taxons no reino vegetal, especialmente no grupo das
angiospermas. Os trabalhos sucessivos do grupo de filogenia de angiospermas
(APG) reorganizaram os niveis familiar e ordinal das plantas com flores.
Asteraceae Brecht. & J. Presl. pertence a Ordem Asterales, agora no clado

Campanulideas (Campanulids) ou Euasterids Il, das Euasterideas (HASTON et
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al., 2009). No nivel infrafamiliar também muitos grupos foram reestruturados. A
familia Asteraceae, antes era composta por apenas 3 subfamilias
(Barnadesioideae, Asteroideae e Chicoroideae) e 16 tribos, das quais a tribo
Mutisieae de Chicoroideae formava um grupo muito heterogéneo (BREMER e
KARE, 1994). A revisdo dessa tribo em nivel genético levou ao
desmembramento da mesma, originando assim novas tribos que foram elevadas

ao status subfamiliar.

Nas propostas mais recentes de reestruturagcdo, Asteraceae esta dividida
em 13 subfamilas, distribuidas em 43 tribos (PANERO e FUNK, 2008; PANERO
et al, 2014). Dentre estas 13 subfamilias, Asteroideae, a familia que abriga o
género Eupatorium, anteriormente era composta por 11 tribos, agora agrupa 20,
conforme Esquema 2.24 e Tabela 2.1. Grande parte dos novos acréscimos é
devida a separacdo de grupos em Heliantheae e Helenieae, que foram elevados
ao status tribal e, juntamente com Eupatorieae, formam o grupo monofilético
Helianthoide. Eupatorieae, entretanto, até esse momento recebeu pouca
atencao nesse novo campo de pesquisa e as relagdes entre os mais de 180
géneros que a compdem, bem como entre as subtribos propostas por KING e

ROBSON (1987) ainda aguardam confirmacédo em nivel genético.
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Esquema 2.24: Localizacdo da tribo Eupatorieae na Familia Asteracae (Adapatado de PANERO et al, 2014).
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Tabela 2.1: Tribos da subfamilia Asteroideae:
N° de

Tribo Géneros L Distribuicao
espécies

Senecioneae 150 3000 Global

Calenduleae 12 120 + Sul da Africa

Gnaphalieae 185 1240 Global

Astereae 222 3100 Global

Anthemideae 111 1800 + Velho Mundo

Inuleae 66 687 + Euréasia e Leste e Sul da Africa

Athroismeae 5 59 + Paleotrépicos

Feddeeaea 1 1 Cuba

(Grupo Helianthoide) 477 5600 Global
Bahieae 20 83 + América do Norte e México
Chaenactideae 3 29 América do Norte e México
Helenieae 13 120 Novo Mundo
Heliantheae 113 1500 + pantropical
Madieae 36 200 + América do Norte e México
Millerieae 34 400 + Novo Mundo
Neurolaeneae 5 150 + Trépicos do Novo Mundo
Perityleae 7 84 + América do Norte e México
Polymnieae 1 3 Ameérica do Norte
Tageteae 32 270 + América do Norte e México
Coreopsideae 30 550 Global
Eupatorieae 182 2200 + Novo Mundo

Adapatado de Pelser e Watson (2009).

Em se tratanto de niumero de espécies, Eupatorieae, a tribo que abriga o
género Eupatorium, é uma das maiores da subfamilia Asteroideae. Em algumas
classificacdes, o género Eupatorium perfaz mais de um terco delas, chegando a
conter até 1200 espécies. Entretanto, em uma série de trabalhos utilizando
caracteristicas microanatébmicas, KING e ROBINSON (1987) reestruturaram a
tribo em nivel genérico, agrupando as espécies em mais de 170 géneros, dos
quais aproximadamente 100 foram criados por esses autores. A grande maioria
das espécies anteriomente em Eupatorium foram alocadas em outros géneros
pré-existentes na tribo, ou deram origem a géneros novos, muitas vezes
monotipicos, restando ao final no género Eupatorium apenas 44 espécies, todas
com distribuicdo na Ameérica do Norte-Eurésia (arcto-terciaria); todas as espécies
de Eupatorium nativas da América do Sul foram todas alocadas em outros
géneros. [Esses novos géneros foram entdo agrupados em 16 subtribos,
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conforme Tabela 2.2 e Esquema 2.25, ficando as espécies anteriormente
congéneres em Eupatorium, agora ndo apenas em géneros, mas também em
subtribos diferentes, sem relacédo filogenética aparente. Na tabela 2.2 estéo
representadas apenas as espécies e géneros que ocorrem no terriotério do
estado do Rio Grande do Sul. Entre parénteses estdo anotados o numero de
espécies no Rio Grande do Sul e o total de espécies no género. Nenhuma das
espécies ocorrentes no estado foi mantida no género Eupatorium na

classificacéo de King e Robinson.

Tabela 2.2: Subtribos da tribo Eupatorieae:

Subtribo Género

Oaxacaniinae

Hofmeisteriinae

Neomirandeinae

Trichocoroninae

Oxylobinae Kaunia (1/14)
Piqueriinae

Mikaniinae

Hebecliniinae

Alomiinae

Ayapaninae Heterocondylus (1/15)
Adenostemmatinae

Critoniinae Koanophyllon (1/132), Malmeanthus (1/3), Neocabreria (1/6)
Fleischmanniinae

Ageratinae

Barrosoa (2/13), Campuloclinium (2/25), Urolepis (1/1), Vittetia (1/2),
Gyptis (1/8)

Acanthostyles (1/2), Raulinoreitzia (2/3), Campovassouria (1/3),
Disynaphia (5/17), Grazielia (5/13), Symphyopappus (4/20)

Gyptidinae

Disynaphiinae

Liatrinae
Praxelinae Chromolaena (12/190), Praxelis (1/21)
Eupatoriinae Austroeupatorium (3/19), Hatschbachiella (1/2), Stomatanthes(1/15)

Subtribos e géneros para 0s quais as espécies de Eupatorium descritas para o Estado
do Rio Grande do Sul foram realocadas. Para cada género sao incados o nimero de espécies
ocorrentes no Estado (em negrito) em relagdo ao numero total de espécies descritas para o
género. Apenas o0s géneros representados no Estado constam nesta tabela.

Contudo, essa nova nomenclatura nunca foi completamente adotada
pelos sinanterologistas e a antiga classificacao utilizando Eupatorium em senso
lato ainda é muitas vezes aceita. A contribuicdo da andlise de DNA poderia
ajudar a esclarecer a questao, como tem sido feito em outros grupos da familia

Asteraceae, mas até o momento apenas a relacéo das 44 espécies do nacleo de
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Eupatorium entre si e com as 5 espécies de Eupatoriadelphus, que representam
a separagcdo mais controversa do género, foi avaliada. As analises comprovam
a relacdo das espécies de Eupatorium da América do Norte entre si, formando
um grupo com as espeécies eurasiaticas. A divergéncia em relacdo a
Eupatorialdelphus foi comprovada nesses estudos, bem como em relacdo a
varias outras espécies, géneros e subtribos de Eupatorieae utilizados como
controles (Austroeupatorium, Fleischmania, Chromolaena) (ITO et al., 2000a,
SCHILLING, 2011). Esses primeiros resultados genéticos parecem confirmar a
visdo de KING e ROBSON (1987) de Eupatorium completamente fragmentado,
entretanto, uma analise mais completa da tribo ainda é necesséria. Além disso,
mesmo que confirmem a fragmentacdo de Eupatorium, estes primeiros
resultados apontam para graves inconsisténcias nas propostas suprageneéricas
de KING e ROBINSON (1987), evidenciando a artificialidade da sutribo
Eupatoriinae (Eupatorium, Austroeupatorium, Hatschbachiella), por exemplo.
Esse resultado, entretanto, indica que os Austroeupatorium da América do Sul
podem ser ainda mais distantes filogeneticamente de Eupatorium sensu KING e
ROBINSON do que os préprios autores haviam suspeitado quando os retiraram
desse género (ITO et al., 2000a, 2000b), SCHMIDT e SCHILLING, 2000;
SCHILLING, 2011).

Os géneros novos ou reabilitados para os quais foram transferidas as
espécies que ocorrem especificamente no Rio Grande do Sul foram
Austroeupatorium, Stomathantes, Hatchbachiella, Heterocondylus, Neocabreria,
Chromolaena, Barrosoa, Raulinoreitzia, Acanthostyles, Grazielia, Dimorpholepis,
Disynaphia, Campovassouria, Malmeanthus, Vittetia, Kaunia, Koanophyllon e
Urolepis (MATZENBACHER, 1979; KING e ROBINSON, 1987). A posicéo tribal
destes géneros, segundo KING e ROBINSON, esta indicada na Tabela 2.2, bem
como o numero de espécies de ocorréncia no Rio Grande do Sul que foram
alocadas em cada um destes géneros e o numero total de espécies nos mesmos.
Alguns desses géneros novos sao formados s6 por espécies retiradas de
Eupatorium, outros contém espécies anteriormente alocadas em outros taxons.
Alguns géneros, ao contrario, ndo Sao novos, mas passaram a abrigar as

espécies antigas e as oriundas de Eupatorium.

89



Esquema 2.25: Novos géneros e subtribos das espécies nativas de Eupatorium (sensu latu) no sistema King & Robonsion (1997).
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Baseando-se nos diferentes esquemas de classificacdo as espécies

incluidas neste trabalho foram:

MATZENBACHER (1979) CABRERA e KLEIN (1989) KING e ROBINSON (1987)

o N o o

E_inulifolium Kunth E. laevigatum Lam. Austroeupatorium inulifolium (Kunth) R.M.King &

E. picturatum Malme E. picturatum Malme gﬁg?gbjc.?;patorium picturatum (Malme) R.M.King
E. polystachyum DC. E. polystachyum DC. ﬁé;(l)igf)reitzia crenulata (Sprengel) R.M.King &
E. tremulum Hook. & Arn. E. tremulum Hook. & Arn. g?_ﬁ‘_g‘gg?ima tremula (Hook. & Am. ) R.M.King
E. ivifolium L. E. ivifolium L Chromolaena ivifolia (L.) R.M.King & H.Rob.

E. laevigatum Lam. E. laevigatum Lam. (Hthgch)lgl.olaena laevigata (Lam.) R.M.King &

E. casarettoi (B.L.Rob.) Steyerm. S. casarettoi (B.L.Rob.) Steyerm. Symphyopappus casarettoi B.L.Rob.

E. itatiayense Hieron, E'..Flatgttl)éyengs (Hieron.) R.M.King & zylflr?gg)éc.)pappus itatiayensis (Hieron.) R.M.King
E. gaudichaudianum DC. E. gaudichaudianum DC. ﬁ.rgéis.lia gaudichaudeana (DC.) R.M King &

Em virtude de o trabalho de MATZENBACHER (1979) ter sido a ultima
revisdo de Eupatorium no Rio Grande so Sul, adotaremos a sua divisdo do género
neste trabalho. Em sua revisdo a seguinte descricdo € apresentada para o género

Eupatorium:

“Ervas, subarbustos ou arbustos, raras vezes sub-arborescentes, perenes
ou anuais. Folhas opostas (com menor freqiéncia sao alternas), sésseis ou
pecioladas, denteadas a profundamente lobuladas. Capitulos de tamanho variavel,
dispostos em cimeiras corimbiformes, em paniculas ou solitarios. Invélucro
cilindrico, campanulado ou hemisférico; bracteas involucrais em varias seéries,
espiraladas, apertadamente ou frouxamente imbricadas, as exteriores
gradualmente menores, as vezes alongadas, subuladas ou todas mais ou menos
do mesmo tamanho. Receptaculo plano, convexo, conico-ovalado ou cénico, glabro
ou coberto por cerdas curtas (piloso). Flores 5 a numerosas, alvas, rosadas, lilases,
violaceas, roxas, purpureas ou azuis; isomorfas, hermafroditas, corola tubulosa
com limbo penta-denteado ou penta-lobado. Anteras obtusas na base, com
apéndices conetivais ovalados. Ramos do estilete lineares ou clavados, obtusos no
apice, densa e curtamente papilosos ou as vezes com papilas alongadas. Aquénios
com 5 angulos bem marcados, raramente 6 ou 7, truncados no apice, com ou sem
carpopodio. Papus formado por numerosos pélos ou cerdas rigidas, curtamente
barbeladas, dispostas em uma so6 série.” (MATZENBACHER, 1979, p.54).
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Revisdo quimica e biolégica

O Oleo volatil de espécies de Eupatorium pode apresentar cromenos,
cumarinas e compostos relacionados, como os benzofuranos, além de mono e
sesquiterpenoides (KING e ROBINSON, 1987). Também séo encontrados alguns
terpenos raros, como ésteres de longipineno (HERZ, 2001) e derivados do timol.
De E. fortunei, espécie comum no Japéo, foram isolados e caracterizados 16
derivados do timol, compostos que também sdo encontrados em E. cannabinum e
em E. adenophorum (DING et al., 1999; TORI et al., 2001; PAOLINI et al., 2005).

Entre os sesquiterpenoides séo caracteristicos os do grupo cadinano, sendo
o0 principal composto responséavel pela elevada toxicidade de E. adenophorum o 9-
0x0-10,11-deidroageraforano (SANI et al., 1992; BHARDWAJ et al., 2001). O acido
costico, também um composto de ndcleo cadinano, isolado de E. capillifolium
apresenta atividade antibacteriana (SHARMA et al., 1998). Ainda sdo de interesse,
apesar de bastante raros, os sesquiterpenoides triciclicos de nucleo isocomano,
silfinano, silfiperfolano e modfano relatados em E. cannabinum e E. albicaule
(HERZ, 2004; PAOLINI et al., 2005). Outros sesquiterpenoides como nerolidol, a-
curcumeno, a-zengibereno, germacreno D, germacreno B, a- e B-cubebeno, &-
cadineno, a-humuleno, B-cariofileno e seu derivado, 6xido de cariofileno, foram
relatados em muitas espécies de Eupatorium (BOHLMANN et al., 1982; BAILAC et
al., 2000; ALBUQUERQUE et al., 2001; ALBUQUERQUE et al., 2004; HERZ, 2004;
PAOLINI et al., 2005).

Benzofuranos e diidrobenzofuranos sdo particularmente representados em
E. acuminatum, E. bishopii, E. rimbachii, E. kuntzei, E. glutinosum, E. heptanthum,
E. chachapoyense, E. axilliflorum, E. piquerioides, E. cannabinum, E. purpureum,
E. fistulosum e E. corumbense (De GUTIERREZ et al., 2001; HERZ, 2001; HERZ,
2004). Os cromenos foram encontrados em E. piquerioides, E. heptanthum, E.
axilliflorum, E. chilca, E. chinense, E. fortunei, E. africanum, E. chaparense, E.
inulifolium, E. lancifolium, E. toppingianum e em E. corumbense (HERZ, 2001;
HERZ, 2004). O composto 2,2-dimetil-6-vinilcroman-4-ona, isolado de E.
betonicaeforme apresentou atividade larvicida contra Aedes aegypti L. (Diptera)
(ALBUQUERQUE et al., 2004) e o metilripariocromeno, isolado das raizes de E.
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riparium, apresentou acao antifungica contra Cladosporium cladosporioides
(SHARMA et al., 1998).

O oleo volétil de E. patens apresentou atividade virucida contra HVS-1
(Herpes simplex) e DEN-2 (virus da dengue) (GARCIA et al., 2003). O 6leo volatil
obtido de outras espécies foi avaliado quanto a sua atividade antimicrobiana. Para
E. odoratum foi evidenciada atividade contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. Enquanto o 6leo de E. triplinerve apresentou
atividade contra Escherichia coli, Proteus vulgaris, Bacillus anthracis, B. subtilis,
Salmonella stanley, S. pullorum, S. richmond e Staphylococcus aureus (SHARMA
et al., 1998). O 6leo volatil das espécies E. odoratum e E. conyzoides foi avaliado
como um agente para o controle de pragas em armazéns de graos por sua atividade
inseticida (BOUDA et al., 2001). De E. rufescens foram isolados e caracterizados
dois peroxidos sesquiterpénicos, zengibereno-3,6-a-endoperdxido e zengibereno-
3,6-B-endoperdxido, ambos com atividade esquizonticida contra Plasmodium
falciparum (RUCKER et al., 1996).

A Tabela 2.3 a seguir traz um apanhado geral dos compostos majoritarios
no Oleo volétil ou isolados de extratos de espécies de Eupatorium (lato sensu),
incluindo a sininimia das espécies segundo KING e ROBINSON (1987) e a tribo a
que pertencem na sequéncia filogenética porposta por ROBINSON e colaboradores
(2009).
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Tabela 2.3: Componentes do éleo volatil ou isolados de extratos de espécies de Eupatorium.

Eupatorium Sinonimia NT MH MO SH SO REF
Eupatorium Neomirandea germacrene D (83.2
8 angulare B.L. angularis (B.L. Rob.) %) WASHINGT
Z Rob. R.M. King & H. Rob. B-selinene (10.5 %) ON et al.
(2010)
Eupatorium Ageratina y-cadineno KUNDU et
; adenophorum adenophora (Spreng.) germacreno-D al., (2013)
g Spreng. R.M. King & H. Rob. y-elemeno
Eupatorium Ageratina cadinan-3-en-2,7- KUNDU et
adenophorum adenophora (Spreng.) diona al. (2013)
Spreng. R.M. King & H. Rob. 7-hydroxycadinan-3-
en-2-ona
; 5,6-diidroxicadinan-
o 3-en-2,7-diona
cadinan-3,6-dien-2,7-
diona
2-acetyl-cadinan-3,6-
dien-7-ona
Eupatorium Ageratina a-felandreno 1,5— acetate de bornila 7,6— amorfa-4-en-7-ol 5,8-17,7% PADALIA et
adenophorum adenophora (Spreng.) 9,6% 15,9% 3-acetoxiamorfa-4,7(11)- al. (2009)
s| Spreng. R.M. King & H. Rob. canfeno s0,1- p-cimeno 0,1-16,6% dien-8-ona 0,3-16,3%
é 8,9% a-bisabolol 1,7-7,8%
a-cadinol 0,-6,2%
amorfa-4,7(11)-dien-8-ona
3,2-5,7%
Eupatorium Ageratina 9-ox0-10,11- LIAO et al.
; adenophorum adenophora (Spreng.) deidroageraforona (euptox A) | (2014)
O Spreng. R.M. King & H. Rob.
Eupatorium Ageratina p-cimeno 11,6% PALA-
; adenophorum adenophora (Spreng.) PAUL et al
O Spreng. R.M. King & H. Rob. (2002)
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Eupatorium Ageratina acido (1a,6a,7a)-8- XU et al.
adenophorum adenophora (Spreng.) hidroxi-2-careno-10-oico (2014)
X Spreng. R.M. King & H. Rob. acido (1a,6a)-10-
O hidréxi-3-caren-2-ona
cido (-)-isochaminico
Eupatorium Ageratina Eupatoriocrom GOMEZ et
>| aschenbornianu | aschenborniana (S. eno B, C, e al. (1982)*
é m S. Schauer Schauer) R.M. King & | outros
H. Rob. chromenos
Eupatorium Ageratina Encecanescin SANCHEZ-
; aschenbornianu | aschenborniana (S. a (dimero MENDOZA
O m S. Schauer Schauer) R.M. King & | cromeno) et al. (2010)
H. Rob.
N Eupatorium Ageratina Benzofuranos espatulenol GONZALEZ
% sternbergianum | sternbergiana (DC.) (eupatarone) et al. (1982)
O pC. R.M. King & H. Rob. | precoceno Il
Eupatorium Ageratina 8,9-diidroxi-10- MONACHE
; glechonophyllu glechonophylla acetoxitimolisobutirato et al. (1984)
O m Less. (Less.) R.M. King & 8,9,10-triidroxitimol
H. Rob.
Eupatorium Kaunia rufescens acido B-cariofileno 4-41% SOUZA
rufescens P.W. (P.W. Lund ex DC.) hexadecanoic a-humuleno 1-10% (2007)
s/ Lund ex DC. R.M. King & H. Rob. 0 0-12% cis-cadina-1(6)-4-
Pl heptacosano dieno 0-12%
O 0-8% ar-curcumeno 0-11%
a-zingibereno 16-
17%
Eupatorium Kaunia rufescens B-cariofileno 20-25% | germacreno D-4- SOUZA
rufescens P.W. (P.W. Lund ex DC.) germacreno D 16- ol+espatulenol 2-7% (2007)
; Lund ex DC. R.M. King & H. Rob. 25% o6xido de cariofileno 1-5%
o biciclogermacreno
28-33%
Eupatorium Kaunia rufescens zingiberene-3,6-f3- RUCKER et
; rufescens P.W. (P.W. Lund ex DC.) endoperdxido al. (1996)
0 Lund ex DC. R.M. King & H. Rob. zingiberene-3,6-a-
endoperéxido
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p-cimeno 4,8%

Eupatorium Brickellia paniculata B-cariofileno 46,8% MALA et al.
9 paniculatum Mill. | (Mill.) B.L. Rob. (1999)
<
< Eupatorium Ayapana triplinervis 2,5-dimetoxi p-cimene B-cariofileno 19,7%. MALA et al.
> triplinerve Vahl (Vahl) R.M. King & H. 69,7% (1999)
< Rob.

Eupatorium Ayapana triplinervis dimetil timoidroquinona B-cariofileno 4-6 % UNNIKRISH
§ triplinerve Vahl (Vahl) R.M. King & H. éter 80,3-86,9 % B-eudesmeno (6-10 NAN et al.
< Rob. %). (2014)

Eupatorium Ayapana triplinervis B-cariofileno 14,7% selina-4(15), 7(11)-dien-8- GUPTA et
§ triplinerve Vahl (Vahl) R.M. King & H. d-elemeno 5,9% ona 36,6% al (2004)
< Rob.

Eupatorium Ayapana triplinervis dimetil timoidroquinona GAUVIN-
g triplinerve Vahl (Vahl) R.M. King & H. 89,9- 92,8% BIALECKI e
< Rob. MARODON

(2008)

Eupatorium Heterocondylus germacreno D 32- a-muurolol 5-6% SOUZA

grande Sch. Bip. | grandis (Sch. Bip. ex 36% a-cadinol 8-9% (2007)
; ex Baker Baker) R.M. King & biciclogermacreno
<« H. Rob. 12-19%

0-cadineno 8-9%
_| Eupatorium Koanophyllon B-pineno 11,3% B-cariofileno 17,0% oxido de cariofileno 14,1% PINO et al.
& villosum Sw. villosum (Sw.) R.M. (2005)
King & H. Rob.
_| Eupatorium Koanophyllon B-cariofileno 15% oxido de cariofileno 5% SOUZA
g consanguineum | consanguineum (DC.) germacreno D 22% (2007)

DC. R.M. King & H. Rob. a-zingibereno 13%

Eupatorium Neocabreria serrulata a-pineno 8% germacreno D 42% SOUZA
o serrulatum DC. (DC.) R.M. King & H. B-pineno 12% biciclogermacreno (2007)

O Rob. 10%
_| Eupatorium Ophryosporus precoceno Il santolinatrieno(~ ARZE et al.
g heptanthum heptanthus 8% 47% (2004)
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0-cadineno 5%

Eupatorium Fleischmannia (E)-B-cariofileno 26,1 ROOKS et
W pratense Klatt pratensis (Klatt) R.M. % al. (2010)
i King & H. Rob. germacreno D 49,1
%
al Eupatorium Conoclinium chavicol 97- canfeno 0,3-11,9% | acetato de bornila 6,2— cis-cadin-4-en-7-ol 5,2— DUNG et al.
6 coelestinum L. coelestinum (L.) DC. 45,2% 12,6% 10,9% (1998)
Eupatorium Conoclinium 5a,8a-epoxi- HANG et al.
coelestinum L. coelestinum (L.) DC. 40,6B-diidroxiamorfan-2-ona | (2011)
= 2R* 3S*-toxol-7-0-B -
O D-glicopiranosideo
Eupatorium Barrosoa B-cariofileno 29-47% | (E)-nerolidol 5% SOUZA
betoniciforme betoniciformis (DC.) germacreno D 16- (2007)
& (DC.) Baker R.M. King & H. Rob. 26%
O biciclogermacreno
11-16%
Eupatorium Campuloclinium acido germacreno D-4- SOUZA
ol macrocephalum | macrocephalum hexadecanoic ol+espatulenol 17% (2007)
> Less. (Less.) DC. 0 15% oxido de cariofileno+globulol
@ nonadecanal 16%
4%
Eupatorium Campuloclinium acido SOUZA
macrocephalum | macrocephalum hexadecanoic (2007)
& Less. (Less.) DC. 0 28%
O nonadecanal
30%
Eupatorium Campuloclinium acido acetato de geranila 10- B-cariofileno 12% (E)-nerolidol 2-10% SOUZA
& macrocephalum | macrocephalum hexadecanoic 11% germacreno D 12- germacreno D-4- (2007)
O Less. (Less.) DC. 0 3-15% 16% ol+espatulenol 10%
Eupatorium Campuloclinium B-cariofileno 14% SOUZA
purpurascens purpurascens (Sch. germacreno D 29% (2007)
& Sch. Bip. ex Bip. ex Baker) R.M. biciclogermacreno
¢ Baker King & H. Rab. 15%
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Eupatorium Urolepis hecatantha B-cariofileno 6% SOUZA
ol hecatanthum (DC.) R.M. King & H. germacreno D 38% (2007)
> (DC.) Baker Rob. biciclogermacreno
9 24%
Eupatorium Gyptis lanigera B-cariofileno 4-14% espatulenol 8-24% SOUZA
ol lanigerum Hook. | (Hook. & Arn.) R.M. germacreno D 11- (2007)
> & Arn. King & H. Rob. 13%
9 biciclogermacreno
11-14%
Eupatorium Acanthostyles a-pineno 50,98% B-cariofileno 5,22% espatulenol 4,93% LANCELLE
buniifolium buniifolius (Hook. ex (+)-sabineno et al. (2009)
% Hook. ex Arn. Arn.) R.M. King & H. 7,45%
9 Rob. limoneno 9,73%
ocimeno 4,78%
Eupatorium Acanthostyles a-pineno 10% B-elemeno 5% SOUZA
buniifolium buniifolius (Hook. ex B-cariofileno 7% (2007)
% Hook. ex Arn.. Arn.) R.M. King & H. germacreno D 24%
9 Rob germacreno A 8%
trans-f-guaieno 22%
Eupatorium Disynaphia a-pineno 7-12 B-cariofileno 7% SOUZA
spathulatum spathulata (Hook. & B-pineno 15-24% (2007)
9N Hook. & Am. Arn.) R.M. King & H. limoneno 12-13%
9 Rob. (E)-B-ocimeno 2-
13%
Eupatorium Disynaphia B-pineno 11% espatulenol 23% SOUZA
vy spathulatum spathulata (Hook. & a-cadinol 12% (2007)
O Hook. & Arn. Arn.) R.M. King & H.
Rob.
Eupatorium Raulinoreitzia a-tujeno 7% B-cariofileno 7% SOUZA
v polystachyum crenulata (Spreng.) a-pineno 15% germacreno D 11% (2007)
O DC. R.M. King & H. Rob. B-pineno 19% biciclogermacreno
limoneno 8% 10%
Eupatorium Raulinoreitzia B-pineno 10-15% B-cariofileno 10-15% SOUZA
vy polystachyum crenulata (Spreng.) mirceno 11-15 germacreno D 7-9% (2007)
O DC. R.M. King & H. Rob. limoneno 21-23% biciclogermacreno
12-19%
" Eupatorium Disynaphia ligulifolia B-pineno 5-9% germacreno D 0-18% | espatulenol 1-12% SOUZA
7 ligulaefolium (Hook. & Arn.) R.M. biciclogermacreno 0- | T1-cadinol+ T-muurolol 8-13% (2007)
Hook. & Arn. King & H. Rob. 11% a-cadinol 15-24%
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nummularia (Hook. &
Arn.) R.M. King & H.
Rob.

Eupatorium Raulinoreitzia tremula NI 10-12% verbocidentafurano 12-16% SOUZA
" tremulum Hook. | (Hook. & Arn.) R.M. B-bisaboleno 15-17% | epi-a-bisabolol 10-11% (2007)
a &Am. King & H. Rob. B-sesquifelandreno NI 4-15%
7-8%
Eupatorium Disynaphia ericoides B-elemeno 9% espatulenol 8% SOUZA
ericoides DC. (DC.) R.M. King & H. B-cariofileno 21% (2007)
% Rob. germacreno D 9%
o biciclogermacreno
15%
germacreno A 5%
Eupatorium Grazielia a-tujeno 10% germacreno D 11% SOUZA
gaudichaudianu | gaudichaudeana a-pineno 12% biciclogermacreno (2007)
m DC. (DC.) R.M. King & H. B-pineno 9% 8%
% Rob. limoneno 37%
O Dimorpholepis
gaudichaudeana
(DC.) R.M. King & H.
Rob.
Eupatorium Grazielia a-pineno 14-16% espatulenol 9-20% SOUZA
gaudichaudianu | gaudichaudeana B-pineno 23-29% (2007)
m DC. (DC.) R.M. King & H. limoneno 18%
% Rob.
(& Dimorpholepis
gaudichaudeana
(DC.) R.M. King & H.
Rob.
Eupatorium Grazielia nummularia a-pineno 3-8% germacreno D 10- SOUZA
nummularium (Hook. & Arn.) R.M. B-pineno 10-20% 26% (2007)
" Hook. & Arn. King & H. Rob. limoneno 32-36%
a Dimorpholepis




Eupatorium Grazielia serrata a-pineno 17% (E)-B-cariofileno 8% SOUZA
serratum (Spreng.) R.M. King & B-pineno 17% germacreno D 7% (2007)
) Spreng. H. Rob. mirceno 8% biciclogermacreno
o Dimorpholepis serrata limoneno 10% 17%
(Spreng.) R.M. King &
H. Rob.
Eupatorium Grazielia serrata a-pineno 30-32% (E)-B-cariofileno 6% SOUZA
serratum (Spreng.) R.M. King & B-pineno 14-17% (2007)
) Spreng. H. Rob. mirceno 5%
a Dimorpholepis serrata limoneno 19-21%
(Spreng.) R.M. King &
H. Rob.
Eupatorium Grazielia intermedia a-pineno 16% (E)-B-cariofileno 8% SOUZA
intermedium (DC.) R.M. King & H. B-pineno 17% germacreno D 5% (2007)
v DC. Rob. mirceno 11% biciclogermacreno
o Dimorpholepis limoneno 20% 9%
intermedia (DC.) R.M.
King & H. Rob.
Eupatorium Grazielia intermedia a-pineno 15-20% (E)-B-cariofileno 7% SOUZA
intermedium (DC.) R.M. King & H. B-pineno 24% (2007)
v} DC. Rob. mirceno 4%
o Dimorpholepis limoneno 22-25%
intermedia (DC.) R.M.
King & H. Rob.
Eupatorium Chromolaena laevigatina BOHLMAN
chaseae B.L. chaseae (B.L. Rob.) verboccidentafurano N et al.
= Rob. R.M. King & H. Rob. (1982)
o
Eupatorium Chromolaena B-cariofileno 9,6% laevigatina 15,1% DE
laevigatum Lam. | laevigata (Lam.) R.M. B-cubebeno 12,5% OLIVEIRA
é King & H. Rob. y-elemeno 9,5% et al. (1990)
o B-bisaboleno 6,6%
Eupatorium Chromolaena germacreno D Levigatina 59,63%
« laevigatum Lam. | laevigata (Lam.) R.M. 11,66% SCHOSSLE
o King & H. Rob. Biciclogermacreno R etal.
o 9,33% (2009)
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Eupatorium Chromolaena (E)-B-cariofileno+cis- | laevigatina 12-25% SOUZA
é laevigatum Lam. | laevigata (Lam.) R.M. a-bergamoteno 6-9% (2007)
a] King & H. Rob. a-santaleno 34-38%
Eupatorium Chromolaena B-elemeno 10% levigatina 37% SOUZA
é laevigatum Lam. | laevigata (Lam.) R.M. B-bisaboleno 9% (2007)
o] King & H. Rob.
Eupatorium Chromolaena germacreno D 25- levigatina 21-42% SOUZA
é laevigatum Lam. | laevigata (Lam.) R.M. 39% (2007)
o] King & H. Rob. biciclogermacreno 7-
12%
Eupatorium Chromolaena a-pineno 1-6% (E)-B-cariofileno 11- levigatinal2-13% SOUZA
laevigatum Lam. | laevigata (Lam.) R.M. 19% (2007)
é King & H. Rob. germacreno D 36-
o] 38%
biciclogermacreno
13-24%
Eupatorium Chromolaena a-pineno 6% (E)-B-cariofileno 7% levigatina 21% SOUZA
laevigatum Lam. | laevigata (Lam.) R.M. germacreno D 28% (2007)
é King & H. Rob. biciclogermacreno
o 23%
Eupatorium Chromolaena p-cimeno 30% acetato de timila 12,32% | B-cariofileno 11,70% ZYGADLO
arnottianum arnottiana (Griseb.) a-pineno 13,7% et al. (1995)
= Griseb. R.M. King & H. Rob.
o]
Eupatorium Chromolaena odorata hidrato de cis-sabineno O-cadineno 3,5 % epi- cubebol 9,8 % cubebol JOSHI
odoratum L. (L) R.M. King & H. 57% pregeijereno 14,2 % 8,6 % (2013)a
é Rob. 10-epi-y-eudesmol 3.8 %
o germacreno-D-4- ol 3,6 %
Eupatorium Chromolaena odorata germacreno D 24,8 10-epi-y-eudesmol 4,7 % JOSHI
é odoratum L. (L.) R.M. King & H. % pregeijereno 12,5 a-muurolol 3,6 % (2013)a
a Rob. % geijereno 12.6 % khusimone 3,4 %
cipereno 7,8 %
Eupatorium Chromolaena odorata | andro himachalol 24,2% JOSHI
é odoratum L. (L) R.M. King & H. encecalinol (2013)b
& Rob. 14,1%
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7-isopropil-1,4-
dimetil-2-azulenol
17,6%
2-metoxi-6-(1-
metdxi2-propenil)-
naftaleno 5,6%

B-cariofileno 14,0%
3) B-cariofileno 21,3
%

germacreno D 8,9 %
pregeijereno 11,2 %
y-cadineno 8,2 %

4) B-cariofileno 16%
germacreno D 15,4%

< Eupatorium Chromolaena odorata linalol 7,9 % B-cariofileno 25,2 % KOBA et al.
o odoratum L. (L.) R.M. King & H. germacreno D 18,8 (2011)
o Rob. %
Eupatorium Chromolaena odorata a-pineno 14,3% p-cimeno 22,2% pregeijereno+geijere LAMATY et
é odoratum L. (L) R.M. King & H. acetate de timila 15,8% | no 34,1%-19% al. (1992)
a Rob. y-muuroleno 9,8%
Eupatorium Chromolaena odorata a-pineno 8,4% pregeijereno 17,6% vestitenona 6,5% bulnesol PISUTTHA
odoratum L. (L) R.M. King & H. B-pineno 5,6% germacreno D 11,1% | 2,9% NAN et al.
é Rob. trans-ocimene B-cariofileno 7,3% (2006)
o 2,2% d-cadineno 4,9%
geijereno 3,1%
Eupatorium Chromolaena odorata a-pineno 9,64 % germacreno D SHARMA et
odoratum L. (L) R.M. King & H. B-pineno 4,85 % 20.27% geijereno al. (2013)
3 Rob. 25,10%
o trans- - cariofileno
10,04 %
Eupatorium Chromolaena odorata 1) germacreno D 14- | 1) éxido de cariofileno TONZIBO
odoratum L. (L) R.M. King & H. 13,9 % 8,3-11,3 % et al. (2007)
Rob. pregeijereno 9,7- 2) trans-longipinocarveol
8,1% (14.0 %)
B-cariofileno 9,5-
a-pineno 8,6% 17,2%
geijereno 8,0-9,5%
< 2) germacreno D
g 14,4%
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pregeijereno13%
geijereno 11,1%

5) pregeijereno
20,8%

germacrene D 18,2%
6) germacrene D
34,5%

B-cariofileno 15,4%
pregeijereno 14.6%

32%

Eupatorium Chromolaena odorata a-pineno 8% pregeijereno 29,9 % KOSSOUO
< odoratum L. (L)) R.M. King & H. sabineno 5,4% germacrene D 21,6 H et al.
o] Rob. % (2011)
& B-cariofileno 14,3 %

geijereno 10,1 %

Eupatorium Chromolaena acido B-pineno 19% espatulenol 6% SOUZA

ascendens Sch. | ascendens (Sch. Bip. | hexadecanoic (2007)
é Bip. ex Baker ex Baker) R.M. King 031%

0 & H. Rob. hexadecanoat
o de etila 8%

Eupatorium Chromolaena ivifolia (E)-B-cariofileno 7- SOUZA

ivifolium L. (L.) R.M. King & H. 47% (2007)
&f Rob. germacreno D 16-

o] 54%
biciclogermacreno
11-20%

Eupatorium Chromolaena ivifolia E)-B-cariofileno 8% SOUZA

ivifolium L. (L) R.M. King & H. germacreno D 23% (2007)
é Rob. biciclogermacreno
0] 8%

y-cadineno 11%
0-cadineno 7%

Eupatorium Chromolaena hirsuta a-pineno 3-7% (E)-B-cariofileno 4- germacreno D-4-ol+ SOUZA

subhastatum (Hook. & Arn.) R.M. B-pineno 9-12% 6% espatulenol 8-13% (2007)
é Hook. & Arn. King & H. Rob. limoneno 11-14% germacreno D 1-14% | 6xido de cariofileno 1-11%

o biciclogermacreno 0- | 1-cadinol 3-9%
6% a-cadinol 6-18%

Eupatorium Chromolaena hirsuta B-pineno 8% (E)-B-cariofileno 11% SOUZA
&E subhastatum (Hook. & Arn.) R.M. limoneno 13% germacreno D 20% (2007)
a| Hook. & Arn. King & H. Rob. biciclogermacreno
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germacreno D
13,66%

Eupatorium Chromolaena (E)-B-cariofileno 14% SOUZA
congestum congesta (Hook. & germacreno D 24% (2007)
é Hook. & Arn. Arn.) R.M. King & H. biciclogermacreno
a] Rob. 28%
0-cadineno 6%
Eupatorium Chromolaena (E)-B-cariofileno 26% | espatulenol 18% SOUZA
< pedunculosum pedunculosa (Hook. germacreno D 27% (2007)
g Hook. & Arn. & Arn.) R.M. King & biciclogermacreno
H. Rob. 14%
Eupatorium Praxelis clematidea a-santaleno 11% germacreno D-4-ol 16% SOUZA
< clematideum R.M. King & H. Rob. espatulenol 8% (2007)
g Griseb. oxido de humuleno | 22%
Eupatorium Praxelis clematidea a-pineno 0-10% B-cariofileno 5-8% verbocidentafurano 5% SOUZA
clematideum R.M. King & H. Rob. a-santaleno 10% (2007)
Griseb. a-humuleno 14-21%
&E germacreno D 20-
0] 30%
biciclogermacreno
11-13%
Eupatorium Austroeupatorium 0-elemeno 10% calamenenol 8-12% SOUZA
picturatum picturatum (Malme) B-cariofileno 7% (2007)
ol Malme R.M. King & H. Rob. germacreno D 14%
a biciclogermacreno
10%
a-zingibereno 6%
germacreno C 8%
Eupatorium Austroeupatorium limoneno 9,73% 3-elemeno 10,57% viridiflorol 9,16% LANCELLE
inulifolium Kunth | inulifolium (Kunth) B-cariofileno 27,72% et al. (2009)
% R.M. King & H. Rob. a-cariofileno 5,90%
w patchoulene 9,24%
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Rob.

B-sesquifelandreno
30%

Eupatorium Austroeupatorium B-cariofileno 11% SOUZA
ol inulifolium Kunth | inulifolium (Kunth) germacreno D 19% (2007)
a R.M. King & H. Rob. biciclogermacreno
22%
Eupatorium Austroeupatorium B-pineno (12-19%) B-cariofileno 11-15% SOUZA
inulifolium Kunth | inulifolium (Kunth) germacreno D 14 - (2007)
% R.M. King & H. Rob. 17%
w biciclogermacreno
18-26%
Eupatorium Austroeupatorium B-cariofileno 23% SOUZA
ol inulifolium Kunth | inulifolium (Kunth) germacreno D 12% (2007)
a R.M. King & H. Rob. biciclogermacreno
32%
Eupatorium Austroeupatorium Nonadecanal B-cariofileno 2-39%% | espatulenol 19% SOUZA
inulifolium Kunth | inulifolium (Kunth) 2-8% biciclogermacreno 2- (2007)
R.M. King & H. Rob. n-tricosano 6%
0,3-15%
% n-pentacosano
w 0-13%
n-heptacosano
0-13%
n-nonacosano
26%
ol Eupatorium Austroeupatorium B-cariofileno 9% espatulenol 45% SOUZA
a inulifolium Kunth | inulifolium (Kunth) oxido de cariofileno 27% (2007)
R.M. King & H. Rob.
al Eupatorium Austroeupatorium espatulenol 50% SOUZA
3 inulifolium Kunth | inulifolium (Kunth) oxido de cariofileno 6% (2007)
w R.M. King & H. Rob.
Eupatorium Austroeupatorium mirceno 9% d-elemeno 7% SOUZA
ol laete-virens laete-virens (Hook. & B-cariofileno 16% (2007)
a Hook. & Arn. Arn.) R.M. King & H. germacreno C 9%
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Eupatorium Hatschbachiella B-pineno 0-33% B-cariofileno 5-9% SOUZA
tweedieanum tweedieana (Hook. & B-felandreno 0- germacreno D 12- (2007)
% Hook. & Am. Arn.) R.M. King & H. 29% 16%
w Rob. biciclogermacreno 6-
7%
Eupatorium Hatschbachiella a-felandreno 11% B-cariofileno 15-20% SOUZA
% tweedieanum tweedieana (Hook. & p-cimeno 9-14% biciclogermacreno (2007)
| Hook. & Arn. Arn.) R.M. King & H. 20-23%
Rob.
Eupatorium Stomatanthes a-pineno 7-9% B-cariofileno 13-15% SOUZA
a| oblongifolium oblongifolius B-pineno 18-19% germacreno D 20- (2007)
a (Spreng.) Baker | (Spreng.) H. Rob. limoneno/pB- 27%
felandreno16-19%
Eupatorium acetato de nerila 7,9- germacreno D 7,7- JUDZENTIE
% cannabinum L. 9,4% 12,3% NE (2007)
w timol metil éter ,7% B-bisaboleno 5,6-
8.6%
Eupatorium 0-2-carene 6,5% Germacreno D elemol 2,8% SENATORE
84 cannabinum L. 33,5% a-cadinol 2,7% et al. (2001)
-
i ssp. a-farnesene 12,9%
cannabinum
Eupatorium acetato de nerila 0-8,9% | germacreno D 11.7— JUDZENTIE
ol cannabinum L. 25.6% NE (2003)
a B-bisaboleno 0-8,0%
B-ilangueno 0,6—
6,2%
al Eupatorium timol 7,8-12,2% espatulenol 7,3-10,8%, FLAMINI et
a cannabinum L. al. (2003)
Eupatorium timoquinona 6,2% germacreno D 27,3- MIRZA et
cannabinum L. acetato de nerila 8,7% 37,1% al. 2006)
al gemacreno B
a 12,4%-11.7%
-cariofileno 8,6-
10,1%
valenceno 10,5-6,7%
Eupatorium Benzofuranos SIEBERTZ
% cannabinum L. et al. (1989)
w
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glicopiranosid
eo

2-acetil-3-
hidroxi-5-

Eupatorium p-cimeno 23,68% metil timol éter 8,85% B-bisaboleno 8,24% selin-11-en-4a-ol 12,28% PINO et al.
a| capillifolium (1998)
Tl (Lam.) Smal.l ex
Porter & Britton
al Eupatorium timoidroquinona dimetil B-cariofileno 8,9% DUNG et al.
5 fortunei Turcz. éter 73,6% Selina-4,11-diene (1991)
w 11%
Eupatorium 3B,6-dimetil-2, JIANG et al.
fortunei Turcz. 3- (2008)
diidrobenzofur
an-2a-ol
3B,6-dimetil-2,
3-
% diidrobenzofur
w an-23-ol
3B,6-dimetil-2,
3-
diidrobenzofur
an 2p-0O-B-D-
glicopiranosid
€o
Eupatorium (1S,25,4R,5S)-2,5- 6a-epi-eudesm-4(14)-en-6-ol | CHEN et al.
fortunei Turcz. diidréxi-p-mentano (1B,7a)-eudesm-4(14)-ene- (2013A)
(1R,2S,4S,5R)-2,5- 1,7-diol
diidréxi-p-mentano
% (1S,2R,4S,5S)-2,5-
w diidréxi-p-mentano
timol 3-O-B-D-
glicopiranosideo
p-cimen-7-il-B-D-
glicopiranosideo
Eupatorium a-(E)-acaridiol WANG et
chinense L. 8-0-B-D- al. (2011)
glicopyranosid
€o
% a-(E)-acaridiol
T 9-O-8-D-
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(prop-1-
inil)tiofen-3-O-
B-D-
glicopiranosid
€o

Eupatorium n-tricosano biciclogermacreno 0- | espatulenol 0-39% SOUZA
tanacetifolium 10% 8% a-cadinol 6-11% (2007)
Gillies ex Hook.
& Arn.
Eupatorium Campovassouria a-pineno 12-15% B-cariofileno 12-13% | espatulenol 5-8% SOUZA
bupleurifolium bupleurifolia (DC.) sabineno 5-9% germacreno D 6-10% | 6xido de cariofileno+globulol | (2007)
DC. R.M. King & H. Rob. B-pineno 5-7% biciclogermacreno 3- | 7%
limoneno 3-8% 7% epi-globulol 3-7%
Eupatorium Campovassouria B-pineno 3-10% B-cariofileno 3-6% espatulenol 28-30% SOUZA
bupleurifolium bupleurifolia (DC.) oxido de cariofileno+globulol | (2007)
DC. R.M. King & H. Rob. 15-20%
epi-globulol 14-15%
Eupatorium Lourteigia ballotifolia limoneno 15,3% ALBUQUER
ballotifolium (Kunth) R.M. King & (E)-B-ocimeno QUE et al.
Kunth H. Rob. 10,5% (2001)
Eupatorium Lourteigia ballotifolia B-cariofileno 22,2- espatulenol 12,4-17,7% ALBUQUER
ballotifolium (Kunth) R.M. King & 24,9% epdxi-allo-aromadendreno QUE et al.
Kunth H. Rob. 23,0-23,6% (2010)
Eupatorium Lorentzianthus 6-metil-5-hepten-2-ona espatulenol 25,16% LANCELLE
viscidum Hook. viscidus (Hook. & 18,18% et al. (2009)
& Arn. Arn.) R.M. King & H.
Rob.
Eupatorium Austrobrickellia B-cariofileno 7,92% espatulenol 10,57% LANCELLE
arnottii Baker arnottii (Baker) R.M. y-elemeno 5,92% fitol 8,08% et al. (2009)

King & H. Rob.

germacreno D 9,83%
0-cadineno 5,83%
germacreno B 4,30%
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Eupatorium Symphyopappus a-pineno 14-26% B-cariofileno 6-14% SOUZA
casarettoi (B.L. casarettoi B.L. Rob. B-pineno 7-28% germacreno D 9-10% (2007)
E Rob.) Steyerm. limoneno 5-7% biciclogermacreno 7-
0 (E)-B-ocimeno 3- 13%
7%
Symphyopappus a-pineno 8% B-cariofileno 15% SOUZA
E reticulatus Baker limoneno 16% germacreno D 34% (2007)
0 biciclogermacreno
11%
Symphyopappus limoneno 6-12% B-cariofileno 22-29% | espatulenol 6-15% SOUZA
s reticulatus Baker a-humuleno 7-9% oxido de cariofileno 3-16% (2007)
5 germacreno D 6-23%

biciclogermacreno 2-
7%

Tabela 2.3 NT: ndo terpenoide; MH: monoterpenoide hidrocarbonado; MO: monoterpenoide oxigenado; SH: sesquiterpenoide hidrocarbonado; SO:

sesquiterpenoide oxigenado; subtribos: NEO: Neomirandeinae; OXY: Oxylobinae; ALO: Alomiinae; AYA: Ayapaninae; CRI: Critoniinae; FLE: Fleischmanniinae;

GYP: Gyptidinae; DIS: Disynaphinae; PRA: Praxelinae; EUP: Eupatorinae. SYM: Symphyopappus.
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2.3.7 Anélise Estatistica

Considerando-se o grande numero de componentes normalmente presentes
em Oleos volateis e a alta variabilidade quimica associada com a localizacdo, as
fenofases, os quimiotipos, as variedades e as espécies, métodos multivariados de
analise sdo necessarios para avaliar as semelhancas e diferencas entre amostras
de Oleos volateis. Algumas abordagens multivariadas frequentemente aplicadas a

andlise de 6leos volateis sdo brevemente comentadas em seguida.

PCA — Andlise de Componentes Principais: cria variaveis novas
(Componentes) pela combinacao linear das variaveis originais. Nesse processo, 0
objetivo principal € maximizar a variabilidade e minimizar os residuos,

independentemente da estrutura (latente, ou dos grupos) dos dados.

LDA — Analise Discriminante Linear: produz uma combinacdo linear de
caracteristicas que melhor discrimina os grupos de amostras, isto é, maximiza a

raz&o da covariancia entre-grupos sobre dentro-dos-grupos.

PLSDA/OPLSDA/MLPLSDA — Quadrados Minimos Parciais ou Projecao em
Estruturas Latentes: combina linearmente as variaveis x para criar tantas variaveis
novas t (estimativas de Variaveis Latentes) quantas sejam necessarias e
preditivamente significativas, e entdo utiliza estas novas varidveis como preditores
para os grupos y. Entretanto, como os pesos das variaveis originais em t combina
ambas as variagdes que sao preditivas (correlacionada) e as variagdes que nao
sdo correlacionadas a y, sua interpretacdo direta € dificil, a menos que uma
expansao ortogonal dos parametros x seja aplicada separando as contribui¢cdes de
cada parametro entre preditiva e nao correlacionada a y (OPLS) (WOLD et al,
2001). Outra expansao utii da PLSDA é a MLPLSDA (Andlise Discriminante
Multinivel dos Quadrados Minimos Parciais), usada especificamente para lidar com
estudos com desenhos cruzados, onde cada amostra € o seu proprio controle (van
VELZEN et al, 2008, WESTERHUIS et al 2010).

EFA — Analise Exploratoria de Fatores: avalia a correlagdo entre as variaveis e

separa a variancia que é compartilhada por muitas variaveis das variancias

particulares e devidas ao erro, para revelar estrutras de fatores subjacentes que
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direcionam a manifestacdo das variaveis medidas; apenas a variancia que é

compartilhada aparece na solugéo.

Métodos quimiométricos de resolucao tém sido regularmente aplicados para
melhorar a resolucédo em técnicas cromatograficas, especialmente para analise de
Oleos volateis de plantas utilizadas individualmente ou em pares na medicina
tradicional chinesa (GUO, 2004; LI et al 2003; XIAO-RU, et al, 2007; GONG et al,
2001, Jalali-Heravi et al, 2006).

Ferramentas de analise multivariada (HCA - andlise de comglomerados)
foram aplicadas a compostos volateis para caracterizar a origem geografica ou os
quimiotipos de populacdes cretenses selvagens de Cistus creticus (DEMETZO et
al, 2002). PCA e HCA foram usadas para diferenciar populacdes de duas espécies
de Thymus coletadas na Espanha (CANIGUERAL et al, 1994), bem como
populacdes de Notopterygium incisum na China (QIU et al, 2007) e trés espécies
comumente identificadsa como camomila (WANG et al, 2014). A mesma técnica foi
usada para avaliagédo dos 6leos volateis de Daucus carota ssp. sativa (FLAMINE et
la, 2014), e do Eucalyptus globulus em Portugal. Nesta espécie, foi obervada
correlacdo entre a composicdo quimica e a idade da folha, mas ndo entre a
composicdo e a estacao de coleta ou a localizacdo geografica (SILVESTRE et al,
1996). Quimiotipos de Tagetes minuta foram caracterizados usando PCA e HCA e
0S compostos responsaveis pela discriminacao foram determinados por OPLS
(TANKEU et al, 2013). OPLS também foi aplicada para discriminacdo da origem
geografica de Curcuma longa (HU et al, 2014), bem como da origem geografica e
das partes Cinnamomum cassia (DENG et al, 2014). BESTEN et al (2012)
aplicaram Analise Hierarquica de Grupos para avaliar os Oleos volateis de
espécimes masculino e feminino de cinco espécies de Baccharis e néo
encontraram diferencas significativas entre plantas masculinas e femininas de uma

mesma espécie.

PLS foi utilizada conjuntamente com dados de NIRS (uma técnica
geralmente menos trabalhosa do que a cromatografia) de 6leos volateis para
caracterizar e dircriminar entre quimiotipos de tomilho, orégano e camomila
(SCHULTZ et al, 2003); discriminar entre variedades de lavanda e lavandim
(LAFAHL et al, 2016); entre espécies basais e hibridas de Citrus (JING et al, 2015),
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e também, entre diferentes estagios de maturacdo de Ananas comosus
(STEINGASS et al, 2015). Escalamento multidimensional foi usado para relacionar
atributos sensoriais a compostos volateis individuais em amostras de azeite de oliva
(MORALES et al, 1995).

PCA e Regressdao Logistica Mdltipla gradual foram utilizados para
determiner os compostos volateis responsaveis pela inibicdo de contracdes
uterinas induzidas por oxitocina (SU et al, 2008). PLS e OPLS foram usados com o
mesmo proposito em relacdo a atividade antimicrobiana de Myrtus communis
(EBRAHIMABADI et al, 2016) entre outras espécies (MILADINOVIC et al, 2012,
MAREE et al, 2014).

Uma etapa importante, anteior a aplicacdo do método de analise
multivariada escolhido, € o pré-tratamento dos dados. Existem varios modos
descritos para o pré-tratameto de dados para analsie multivariada, sendo mais
comumente utilizados: centralizagdo, escalonamento (pareto, padrdo, amplitude,
nivel, estabilizante de variancia (Vast)) e transformacao (In e cos), entre outros.
Cada tratamento tem um objetivo especifico. Por exemplo, quando todas as
variaveis sdo obtidas nas mesmas dimensdes e escalas, apenas a centralizacdo
dos dados ja é suficiente para aplicacdo da analise multivariada. Caso as variaveis
sejam medidas em dimensdes diferentes, em escalas numéricas diferentes, as
variaveis numericamente maiores poderdo dominar a andlise. Afim de evitar este
comportamento, pode-se aplicar a padronizacdo dos dados (divisdo de cada valor
pelo desvio padrao da respectiva variavel). Apds a padronizacéo, os dados passam
a refletir a variabilidade e ndo a grandeza numérica de cada variavel. Este ultimo
tratamento, entretanto, tem a desvantagem de superestimar a variabilidade do ruido
da analise e deve ser substituido pelo tratamento de pareto (divisdo de cada valor
pela raiz quadrada do desvio padrdao da respectiva variavel) em dados que
contenham grande quantidade de ruido, afim de diminuir o peso deste na analise
(van den BERG et al, 2006).
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2.4 MANUSCRITO |

A metodologia relacionada a este capitulo, bem como os resultados e discussdo dos
mesmos serdo apresentados a seguir na forma de um manuscrito publicado no Journal of

Natural Products.
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ABSTRACT: Eupatorium tremulum is a South American shrub

reported to cause cattle digestive intoxication, of which

the

volatile oil, mainly composed by bisabolane- and amorphane-type
sesquiterpenoids, exhibits high quantitative variability. This report

describes the application of chemometric tools for

the

identification of volatile compounds that characterize phenophas-

ical changes in the plant. Preblooming, blooming,

and

postblooming specimens were paired-sampled and submitted to
hydrodistillation and GC-MS analysis. Differential results were
analyzed by orthogonal projection to latent structures-discrim-
inant analysis (OPLS-DA), and the substances with different
distribution in each phase were highlighted. Mean results between
phases were submitted to factor analysis (FA), and correlations
between the variables were demonstrated. Preblooming to
blooming phase change was characterized by decreased levels of amorpha-4-en-7-ol (13) and epi-a-bisabolol (19) and
increased amounts of amorpha-4,7(11)-diene (1). Blooming to postblooming change was characterized by decreases in 1,
germacrene D (2), and f-bisabolene (4) and increases in 13 and 19. Finally, enhanced levels of 1, 4, and 2 reflected the change
from the postblooming to the preblooming phase. FA revealed a strong correlation in the variability between the bisabolane
hydrocarbons, possibly related to its common enzymatic origin. Another strong source of negative correlation showed
bisabolane- and amorphane-type alcohols, on one side, and amorphane-type furans, on the other side, to occur in two alternative
oxidation routes. Finally, 1 was strongly negatively correlated to its oxidized furan and ketofuran derivatives [verboccidentafuran
(16) and 3-oxo-verboccidentafuran (23)] and additionally to a third compound, putatively identified as a biosynthetic
intermediate between this hydrocarbon and the furans, amorpha-4,7(11)-dien-8-one (20).

upatorieae is one of the largest tribes in the family

Asteraceae, currently comprising 182 genera and 2200
mainly New World species.' Most of these were assigned
previously to the genera Mikania, Stevia, and Eupatorium. King
and Robinson® reorganized this tribe, splitting up Eupatorium
into several smaller (sometimes monotypic) genera and joining
them in new subtribes. Only 44 species from North America,
Europe, and Asia were maintained in the genus, in a drastic
approach without there being a consensus among the
synantherology community, since some authors still accept
the classification system where Eupatorium (sensu lato) contains
more than 600 species.”" Molecular analysis of nrITS and
cpDNA has shown, however, that Eupaforium (sensu stricto)
may be indeed even more distant from South American species
than King and Robinson estimated when they were in the same
subtribe (Eupatoriinae) after splitting the genus.”™*

American Eupatorium (sl.) species have become econom-
ically threatening weeds throughout Africa, Asia, and Oceania,
mainly due to the strong allelopathic activity of their volatile
compounds.” Other Eupatorium species are used in American,
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Chinese, and Indian traditional medicine (e.g, E. odoratum,
E. cannabinum, Ayapana triplinervis, and others).'” The essential
oils from most Eupatorium (sl) species have not been
characterized chemically to date. This is also valid for
Eupatorium tremulum Hook. & Arn., a strongly scented 2—3
m tall South American shrub'' (Figure S1, Supporting
Information), for which the spontaneous and experimental
toxicity have been determined for cattle in Santa Catarina State
of Brazil. Neither the chemical composition nor the compounds
responsible for the toxicity were reported from the specimens
evaluated."” In a previous report from our group, Eupatorium
species from the state of Rio Grande do Sul (Brazil) were
characterized by high quantitative variability of their rare
furansesquiterpene verboccidentafuran and some unidentified
compounds.”

Received: April 7, 2016

DOI: 10.1021/acs.jnatprod.6b00313
J. Nat. Prod. XXXX, XXX, XXX-XXX



Journal of Natural Products

Scores (PCA)

Biplot (LDA)

12 (18%)

5 @ bloom

11

R2X
087 1 (38%)

[]
LD1 (65.3%)

Figure 1. Multivariate analysis of the raw variability in E. tremulum volatile oil: (left) first two components of PCA; (right) two discriminants of LDA
(bloom, blooming samples; pos, postblooming samples; pre, preblooming samples). Numbers in the LDA biplot correspond to those in Chart 1 and

Table 51, Supporting Information.

This contribution addresses two main aspects of volatile oil
production in E. tremulum. First, chemical changes accompany-
ing phenophasical changes in the plant were characterized
through the identification of compounds positively or
negatively correlated to each phase. In a related study, the
hypothesis that furansesquiterpenes and their putative
precursor in the volatile oil [3-oxo-verboccidentafuran,
verboccidentafuran, and amorpha-4,7(11)-diene] could be
differentially related to those phenophases was evaluated. In a
second aspect, the hypothesis was tested that multivariate
analysis can not only unravel these phenophasical trans-
formations but also afford support evidence for the
identification of potential biosynthetic intermediates linking
the furansesquiterpenes and their parent hydrocarbons,
allowing one to use this information in the identification of
some of the originally uncharacterized compounds.

B RESULTS AND DISCUSSION

High variability has been observed in the composition of the
essential oil of E. tremulum in previous collections.”” In an
attempt to better characterize this variability, 10 specimens of
this species were selected randomly from a stable population in
a specific area in southern Brazilian pampa biome and collected
during the preblooming period. The same specimens were re-
collected in full bloom and in the postblooming period, when
the infructescences were completely dry. Despite an attempt
made to isolate edaphoclimatic and genetic variations by re-
collecting the same individuals in a small geographical area,
high variability was observed again in the chemical composition
of the volatile oils in each collection, and no clear chemical
pattern was readily observable.

Volatile oil samples from E. tresulum were all composed
solely by terpenoid compounds, mainly hydrocarbon and
oxygenated sesquiterpenes. Traces of the monoterpenes a-
pinene, f-pinene, limonene, and (Z)-f-ocimene were also
present, but these were not included in this analysis, which was
concerned with sesquiterpenoid production in Eupatorium. The
identified sesquiterpenoid compounds (Table §1, Supporting
Information) could be grouped biogenetically into two main
classes: bisabolanes and cadinanes. In the former group, f-
bisabolene (4), f-sesquiphellandrene (5), and epi-ar-bisabolol
(19) were identified, and in the second group a series of
amorphane-type derivatives, amorpha-4,7(11)-diene (1), amor-
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pha-4-en-7-ol (13), amorpha-4,7(11)-dien-8-one (20), verboc-
cidentafuran (16), and 3-oxo-verboccidentafuran (23), and
germacrene D (2), occurred (Chart 1). Amorphane structures
are commonly associated with the terpenoid production in
another Asteraceae genus, Atermisia (tribe Anthemideae)."* "¢
However, in this genus, amorpha-4,11-diene oxidation routes
tend to produce lactonized products (including artemisinin),
while in Eupatorium tremulum, the oxidation routes of amorpha-
4,7(11)-diene resulted in furan ring-containing compounds
(structurally related furans have been reported also in other
Eupatorium species).”’

Amorphane and bisabolane derivatives are reported to be
very closely related, with some isolated enzymes known to be
able to convert the bisabolyl cation into the cadinyl cation
through conformational inversion and a 1,3-hydride shift."*~"*
Thus, all the main compounds in the volatile oil of E. tremulum
could be eventually derived from only one enzymatic system.

Variability in the percentage contribution of the 23 main
components is shown in Table S1 (Supporting Information).
Statistical analysis allowed inferences on the dominant variables
in each sampling period. Two distinct approaches were used.
First, the original data, identified here as raw variability, were
analyzed by means of unsupervised (principal component
analysis, PCA) and supervised (linear discriminant analysis,
LDA) multivariate techniques. Second, raw variability was split
into within-sample variability and between-sample variability. The
first subset, within-sample variability, was pairwise-analyzed by
supervised techniques, PLS-DA and OPLS-DA. Between-
sample variability was factor analyzed.

Raw Variability. Raw data were pareto- and autoscaled
previous to PCA. As exemplified by PCA of the centered and
autoscaled data set (Figure 1, left), no class separation was
obtained for the three classes nor for each possible pair of them.
PCA, as an unsupervised technique that aims for maximization
of variability and dimension reduction, would only achieve
good class (phenophase) separation if classes were the main
source of variation in the data, which was not observed for the
E. tremulum volatile oil samples.

Linear discriminant analysis, contrary to PCA, aims to model
the data as a function of prior classes, so this approach was also
applied. Figure 1 (right) shows LDA results for the three-class
problem, with good separations for prebloom, bloom, and
postbloom samples. LDA is insensitive to scaling, since it works
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1. Nat. Prod. XXXX, XXX, XXX=XXX



Journal of Natural Products

Chart 1
H H
=
Z . | d
P
1 2 3 4 5 7
H % OH
o
.
OH =4 0 ‘ (o] = o
X, =X
13 16 19 20 23

in the maximization of the relation between the variability
within and between classes. The first discriminant, responsible
for 65.26% of the variance, discriminated blooming and
nonblooming samples. In the second discriminant (34.74%),
pre- and postblooming samples were discriminated. The main
contributions to the discriminant functions were from
compounds 6, 13, §, and 11 (LD1) and compounds 11, 14,
5,13, 8,3, and 6 (LD2). However, since the main objective was
the discrimination of pairs of phenophasical stages and the
compounds involved in each change, a multilevel multivariate
approach was attempted.

The total variance in a data set is composed by variance
derived from several sources such as from the treatment/class
effect, from individual effect, and from error.'” When
considering a simple example (A) using low individual
variability and high class variability as a univariate set composed
by two samples (a, b) measured in two different situations (,,
t,), if the measured values at t, were (3; 4) and at f, were (7;
8.01), a t test would show that the means are different at 95%
confidence (p = 0.030 08). This difference can be considered as
the treatment effect (Figure S2A, Supporting Information). For
a second example (B), with high individual variability and low
class variability, a second variable was measured at ¢, (3; 7) and
at £, (4; 8.01), and a f test would show that the means are not
different at 95% confidence (p = 0.7566). The most reliable
interpretation of this scenario would be the absence of a
difference in the means for the second variable and no effect
associated with the treatment. Since the individual variation was
bigger than the treatment effect, the last one was missed and,
even if observed, would be not statistically significant (group
means are not significantly different because their dispersions
superimposed on one another; Figure S$2B, Supporting
Information). However, the usual f test is not the most
appropriate test in a design where samples are not independent.
A most suitable paired f test would show that, in example C, the
means are indeed different at 95% confidence (p = 0.003 167).
In this situation, the differences within each sample were
analyzed instead of the whole data, improving the statistical
power of the analysis (Figure S2C, Supporting Information).
This process of splitting variability into between-samples and
within-samples and treating each part independently is called
multilevel analysis.

Samples such as plant volatiles sometimes behave similarly to
example 2B (Figure S2B, Supporting Information), in
presenting high individual variability and low class variability
(phenophasical, seasonal, or edaphoclimatic). In such cases, the
use of paired samples can improve the statistical power of the
tests and allows the achievement of significance with smaller
sample sizes, in the same way as in the univariate example
above.

Multivariate analysis, such as PCA, is usually thought of as
more suitable for analysis of the so-called “n > p” case, where
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there are more samples than measured variables. Projection to
latent structures (PLS), on the other hand, can easily deal with
both # > p and n < p cases. An improvement of PLS, OPLS
(orthogonal projection to latent structures),'® makes the
interpretation of PLS results easier by splitting the variation
into predictive and uncorrelated (thus orthogonal), even
though the predictivity of the models is not really enhanced
by this approach.'’

Considering that our data set was produced in a paired way
(each specimen was sampled in the three phases), this
multilevel approach (MLPLSDA'?") was used to separate
the confounding sources of variation (variation between and
within the same class, in the two occasions). Variation between
samples is the mean value of the measured variable and
accounts for the individual variation. In this matrix the variables
responsible for the variability can be analyzed between each
individual sample. On the other hand, variation within samples
is the difference between each occasion for each sample and
harbors the treatment/class effect. In this difference matrix, the
variables responsible for changes in composition can be
analyzed when the plant goes from one phenophase to another.
For each pair of classes (prebloom X bloom; bloom X
postbloom, postbloom X prebloom) two matrices were
calculated: a difference matrix and a mean matrix. Then these
two variation sources were evaluated independently, by
different multivariate methods.

The within-sample variation was analyzed by OPLS-DA. The
quality of the model was evaluated by R2X, R2Y, and Q2Y
metrics. R2X and R2Y quantify the goodness of fit, while Q2Y
reflects the predictability of the model.”' VIP (variable
importance on projection) with a jack-knife-calculated con-
fidence interval was used to assess the importance of the
variables in the differentiation between classes. Usually values
higher than 1 are considered important," but some authors
consider 0.8 as an adequate value.”’ ™ Permutation tests are
necessary to ensure that a model based on a subset of the data
can perform equally well on other subsets, and this can be
assessed by cross-validation. The between-sample variation for
each pair was merged and submitted to exploratory factor
analysis (EFA) in an attempt to uncover underlying common
factors driving the manifestation of the subsets of variables.

Within-Samples Variability. To investigate the hypothesis
that PLS-DA/OPLS-DA could afford more informative models
than PCA for the differential data from each pairwise
comparison, and thus unravel variables that influence class
separation (differentially distributed in the classes), each data
set was analyzed by all three techniques. VIP values and S-plots,
derived from OPLS-DA models, were used to confirm
reliability of the variables influencing class separation. Each
subset was independently analyzed by PCA and PLS-DA
(Figures S3—SS, Supporting Information). PLS-DA analysis
was followed by OPLS-DA (Figures 2, 3, and 85, Supporting
Information), and the OPLS-DA model was cross-validated
(Figures $3—S85, Supporting Information, for scores and
loadings). VIP values were obtained from OPLS-DA, and
their confidence interval was determined through jack-knifing
(Figures S$3—S5, Supporting Information). S-plots were
generated for each OPLS-DA model (Figurcs 2, 3, and SS5,
Supporting Information). Simultaneous PLS analysis of more
than two classes is feasible, but poses a series of concerns
regarding the computational aspects of the process.”*

Pre-Bloom X Bloom. PLS-DA/OPLS-DA of the within
data set from the pair prebloom X bloom resulted in complete
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Figure 2. Within-sample variability from preblooming X blooming
samples: OPLS-DA scores (b = blooming samples, e = preblooming
samples); S-plot from OPLS-DA (green circles: positive correlation
>0.5 with preblooming samples; red circles: positive correlation >0.5
with blooming samples; black circles: correlation <0.5; green label:
VIP values >1 (for variables positively correlated to preblooming
samples); red label: VIP values >1 (for variables positively correlated
to blooming samples); gray label: VIP values <1). Numbers in the S-
plot correspond to those in Chart 1 and Table §1, Supporting
Information.

separation of the two sample sets, as shown in Figure S3,
Supporting Information (upper right) for PLS, Figure S3,
Supporting Information (middle right) for cross-validated
OPLS-DA, and Figure 2 (upper) for OPLS-DA. The metrics
R2X, R2Y, and Q2Y were high for both the predictive and the
cross-validated models from OPLS (Table 1). PCA, on the
other hand, was not effective in separating the classes [Figure
§3, Supporting Information (upper left)]. The cross-validation
resulted in 80% of samples being correctly assigned. Influential
variables chosen from VIP values higher than 1.0 [(Figure S3,
Supporting Information (lower)] and from the S-plot [Figure 2
(lower)] were epi-a-bisabolol (19), amorpha-4-en-7-ol (13),
and two minor unidentified compounds (higher in prebloom-
ing samples) and amorpha-4,7(11)-diene (1) (higher in
blooming samples, Figure 4). Variables for which the
confidence interval of VIP values passed through zero and/or
pl[corr] < 0.5 on the S-plot were not considered significant in
any of the pairwise models.

Bloom x Postbloom. Comparable results were achieved in
the models for the blooming and postblooming samples
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Figure 3. Within-sample variability from blooming X postblooming
samples: OPLS-DA scores (b = blooming samples, s = postblooming
samples); S-plot from OPLS-DA (blue circles: positive correlation
>0.5 with postblooming samples; red circles: positive correlation >0.5
with blooming samples; black circles: correlation <0.5; blue label: VIP
values >1 (for variables positively correlated to postblooming
samples); red label: VIP values >1 (for variables positively correlated
to blooming samples); gray label: VIP values <1). Numbers in the S-
plot correspond to those in Chart | and Table S1, Supporting
Information.

(Figure 3 and Figure S4, Supporting Information) with high
metrics and cross-validation of 80% (Table 1). Discriminating
variables were formed by germacrene D (2), amorpha-4,7(11)-
diene (1), and ff-bisabolene (4) (higher in blooming samples)
and epi-a-bisabolol (19) and amorpha-4-en-7-ol (13) (higher in
postblooming samples, Figure 4).

Prebloom x Postbloom. The groups pre- and postbloom
were also evaluated searching for changes that would take place
hypothetically from one blooming period to another, and
OPLS-DA was able to separate the classes (Figure S5,
Supporting Information). Cross-validation resulted in 80% of
the samples being correctly assigned. Three minor unidentified
sesquiterpenoids were higher in postblooming samples, and
amorpha-4,7(11)-diene (1), germacrene D (2), fi-bisabolene
(4), and 6 were higher in preblooming samples. Confidence
intervals for VIP values were higher for this model when
compared to the others, likely reflecting a tendency for the
higher superposition in the dispersion range for the differential
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Table 1. Metrics from PCA, PLS-DA, OPLS-DA, and Cross-Validated OPLS-DA

PCA PLS-DA OPLS-DA CV OPLS-DA
3 t [ , RX RY QY f R2X RY @Y ot  RX RY QY
prebloom % bloom 034 027 026 025 0712 0944 0766 022 0513 0921 0876 038 0614 0984 0971

bloom x postbloom 043 0.25 036 030 0761 0.902
postbloom X prebloom 048 017 020 039 0723 0917

0.832 0.30 0.663 0.833 0.800 0.29 0.737 0.951 0.881
0.705 0.14 0.596 0.801 0.763 0.10 0.706 0.948 0.808

Figure 4. Discriminant compounds with VIP > 1.0 and correlation >
0.5 in OPLS-DA. 7: general trend for higher concentration in the
respective phase (green, preblooming; red, blooming; blue, post-
blooming). Numbers correspond ta those in Chart 1 and Table S1,
Supporting Information.

values of each variable in postblooming and preblooming
samples (Figure $6, Supporting Information).

Figure 4 summarizes the general tendencies revealed from
OPLS-DA analysis. From preblooming to blooming there was
an increase of the hydrocarbon amorpha-4,7(11)-diene (1) and
decreases of alcohols epi-a-bisabolol (19) and amorpha-4-en-7-
ol (13). From blooming to postblooming a reverse behavior
was observed through an increase of the alcohols 19 and 13 and
decreases of the hydrocarbons 1, germacrene D (2), and f-
bisabolene (4). From postblooming to preblooming the trend
reversed again, increasing hydrocarbons 1, 2, and 4 (Figure 4).
Those observations were all consistent since amorpha-4-en-7-ol
(13) and epi-a-bisabolol (19) are hydroxylation products of
amorpha-4,7(11)-diene (1) and f-bisabolene (4), respectively,
and both behaved oppositely to their hydrocarbon precursors.

Amorpha-4,7(11)-diene (1) and the at-the-time unidentified
sesquiterpenol amorpha-4-en-7-ol (13) showed a clear negative
correlation mimicking and accompanying the correlation
between fi-bisabolene (4) and epi-a-bisabolol (19). From this
observation, a hypothesis was constructed wherein 13 is a
hydroxylated derivative of 1, absent from the libraries and
bibliographic references available, and then possible oxidation
products of amorpha-4,7(11)-diene (1) were followed. An
active search for such hydroxylation products resulted in a
compound with the same mass spectrum as 13, allowing for the
tentative identification of amorpha-4-en-7-ol (13) as one of the
main compounds in the volatile oil of E. tremulum.”

It is well documented that essential oil biosynthesis is under
strong and multifactorial species-specific regulation. The
amount and identity of the diverse structures constitutively
present in the oils can depend on the climate, soil, season,
luminosity, and humidity and can be specific to an organ or
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developmental stage of that organ. In addition, induced
alterations in the biosynthesis can occur after herbivore or
pathogen elicitjng.l(’ MicroRNA156 (miR156)-targeted squa-
mosa promoter binding protein-like (SPL) factors function as a
major age cue in regulating developmental phase transition and
flowering, spatiotemporally regulating not only plant develop-
ment but also sesquiterpene biosynthesis, as exemplified by
(E)-f-caryophyllene in flowering Arabidopisis thaliana, where
this sesquiterpene can directly inhibit bacterial growth on the
stigma, and patchulol in older Pogostemon cablin plants.lr In
most species, volatile oil production in the leaves occurs in the
first stages of leaf development, along with the development of
glandular trichomes. In other species, like Salvia spp., glandular
trichomes are generated continuously throughout the leaf
lifespan, and the production of volatile oils accompanies
these.® In the Asteraceae species Matricaria chamomilla,
volatile oil production occurs both and differentially in
glandular trichomes and secretory ducts spreading throughout
the plant, although concentrated in different locations of the
flower heads.”® It is difficult to trace a parallel with E. tremulum
since the exact location and identity of secretory structures in
flowers of this species are not known, with only secretory ducts
found in mature leaves (de Souza, unpubiished).m Some other
closely related Eupatorieae, including Ophryosporus species,
were also reported to lack glandular trichomes and have well-
developed secretory reservoirs.”’ Since in the present work
aerial parts of E. tremulum were not separated in the leaves and
inflorescences, it is not possible to infer if the observed
alterations occurred in the whole plant or if the volatile oil
production occurred differentially in the leaves, flowers, and
seeds. However, one can hypothesize that the sesquiterpenes
amorpha-4,7(11)-diene (1), f-bisabolene (4), and germacrene
D (2) were synthesized mainly in the flowers, for either
pollinator attraction or herbivore deterrence. In preblooming
and postblooming samples, hydroxylated derivatives predomi-
nated. Those compounds could be either directly produced
from farnesyl pyrophosphate (FPP) by sesquiterpene cyclases
[e.g., amorph-4,11-diene synthase from Artemisia annua is able
to convert FPP mainly to amorph-4,11-diene, but it produces
also minor amounts of amorpha-4-en-7-0l (13) and a-
bisabolol]*"** or produced from ses%uite[peues through the
regulated action of CYP450 enzymes. e

Between-Sample Variability. The collection of samples
from the same restricted area potentially eliminated climatic,
edaphic, and luminosity factors that usually influence the
chemical composition of essential oils. Trophic interactions,
such as the attraction of pollinators and herbivore predators, as
well as antifeeding effects on herbivores, usually mediated by
changes in the composition of volatiles, were also possibly
eliminated since all specimens were likely to be submitted to
the same biotic conditions. In the present set, after splitting the
total variability into within- and between-sample variation, the
phenophasical variation (retained in the within data set) was
also eliminated and the remaining variability (between)
contained only variation associated with the individuals. Such
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a data set was not suitable for discriminant analysis (LDA, PLS-
DA, OPLS-DA) since no class separation was expected. PCA,
on the other hand, could deal with this data. However, this
technique would essentially create a first “principal component”
explaining as much as possible of the variability in the
correlation or covariance matrices of the data set. In an
iterative way, other (orthogonal) principal components would
be calculated to account for the maximum of the remaining
variability that was not explained by the first component, and so
on. At the end of the process the model would ideally explain
the whole variability in the data set. In this way, PCA may
explain all the variability in the data set irrespective of any
underlying relation between the variables. Each principal
component, therefore, would be hardly interpretable in physical
terms since the variability being explained is composed by
covariation (correlated variation) and by variation that is
unique to each variable, or sampling- and equipment-derived.

In a different way, EFA may account for the underlying
relations between variables, eliminating in the results the
variation that is unique to each variable and keeping only the
so-called common variation, or the variation that is shared by
different variables (also called common factor analysis). In such
analysis, each (orthogonal) common factor accounts for the
maximum possible of the shared variation, which was not
explained by the previous factors. Factor analysis is usually
more easily interpretable in physical ways than PCA, since each
factor is a linear combination of common contributions from
each variable, meaning that there is some common force driving
the manifestation of that particular set of variables. Despite the
differences between PCA and FA, PCA is a usual method for
performing factor analysis, besides minimum residuals,
generalized weighted least-squares, maximum likelihood, and
principal axes factoring.

There are several prior studies on the preconditions for
applying FA to a data set regarding the number of samples (n)
and the samples/variables ratio (n/p). Despite the number of
studies, there is no consensus on this subject. Some earlier
authors stated rules of thumb such as n > 500 and n/p > 20;
however, more recent work has shown evidence of no direct
correlation between n and n/p and the goodness of fit of the
generated model. The most interesting relation is the variables/
factors ratio (p/f), and the stronger the variable load on the
factor, the smaller the sample number needed. Some authors
reported good results even with less than 20 samples.”*”

On the basis of the correlogram of the (between) data set
some clear variable correlation clusters can be seen (Figure S7,
Supporting Information, lower left), justifying why EFA was a
good tool for analyzing this data set and decrypting the
common factors behind each correlation cluster. EFA results
are usually presented as biplots, similar to those for PCA and
PLS; however, since in EFA all factors are important and
several biplots would be necessary, a newly proposed
presentation was adopted, the correlogram plotted aside a bar
graph depictmg‘ the percentage contribution of each factor in a
given variable. hR

The present data set with 30 samples and 23 variables was
rather small, and thus some factors could be under-represented
in the variables. The analysis was performed, and some of the
quality criteria for FA were not achieved. For example, the root-
mean-square residual (RMSR) parameter only converged to
significant values (<0.08) with five factors, with the last factor
being very poorly represented. Therefore, a solution was
accepted with four factors, despite an RMSR of 0.09. The PCA
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method for extraction of factors with four components resulted
in a model in which factor 1 (PC1) contributed positively
mainly to the variation on §, 6, 4, and 3 and (low) negatively to
most other variables. Actually, respectively 93%, 89%, 86%, and
76% of the variability in those variables were explained by PC1.
This factor seemed to be driving mainly “bisabolane synthase
activity”, since ff-bisabolene (4), f-sesquiphelandrene (5), and
y-himachalene (3) all have a common biogenetic source.
Besides, 6 had a mass spectrum (Figure S8, Supporting
Information) and retention index very similar to those of f-
sesquiphelandrene (5) and possibly shares the same
biosynthetic origin. However, attempts to find in the literature
a compound with a similar retention index to 6 were not
successful.

Factor 3 (PC3) had a high positive influence on the
variability of 9, 19, and 13 (respectively 88%, 79%, and 80%)
and high negative influence on 16 and 23 (48% and 80%). epi-
a-Bisabolol (19) and amorpha-4-en-7-ol (13) are hydroxylated
derivatives of J-bisabolene (4) and amorpha-4,(11)-diene (1),
respectively, while verboccidentafuran (16) and 3-oxo-
verboccidentafuran (23) are furan derivatives of amorpha-
4,7(11)-diene (1). Accordingly, PC3 could be related to some
factor driving the hydroxylation of amorphanes and bisabolanes
alternatively to furanization of amorphanes.

A fourth factor (PC4) had high positive contributions on the
variability of 1 and 2 (70% and 51%) and high negative
contributions on 20, 16, and 18 (72%, 60%, and $2%). This
factor contributed differentially to the variability exhibited by
the hydrocarbons amorpha-4,7(11)-diene (1) and germacrene
D (2) on one side and the oxidized amorphanes amorpha-
4,7(11)-dien-8-one (20) and verboccidentafuran (16) on the
other side; clearly, this was another factor driving oxidation of
the hydrocarbon 1 to its keto and furan derivatives 18 and 16.
The fact that PC4 included germacrene D (2) in these
correlations could be linked either to the large positive
correlation between amorpha-4,7(11)-diene (1) and germa-
crene D (2) in virtually all samples, reflecting their common
engymatic origin and, therefore, making it difficult to
statistically discriminate between them, or even to the known
possibility of 2 being converted by acid-catalyzed rearrange-
ment to an amorphenyl cation and then to 1 or its derivatives.
PC1 was hardly interpretable since all high contributions came
from still unidentified compounds (Figures $7 and S8,
Supporting Information).

Other methods were attempted for factor extraction and
resulted in very similar models. Factor analysis using the
method of minimum residuals resulted in similar relations for
the first three factors, but the fourth was very different probably
because some variables had high variability that is unique to
each of them (data not shown). Reduction of the number of
variables with exclusion of those poorly represented in the
original data set and/or poorly loading on the factors and
repeating the analysis with the maximum likelihood method
resulted in a similar model, with ML1 contributing to variability
in 4, §, 6, and 3. ML3 contributed positively to 9, 13, and 19
and negatively for 16 and 23. ML4 contributed positively for 1
and 2 and negatively for 20, 16, and 23. Finally, ML2
contributed positively for 7 and 19 and negatively for 12 and
10.

Results from EFA, specifically PC4 (1, 2 X 18, 20, 16) and
ML4 (1, 2 X 20, 16, 23), revealed a clear pattern correlating
verboccidentafuran (16) and 3-oxo-verboccidentafuran (23)
negatively to their precursor, amorpha-4,7(11)-diene (1), but
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positively to amorpha-4,7(11)-dien-8-one (20). On the basis of
this information, we hypothesized that 20 was an intermediate
in the biosynthesis of verboccidentafuran (16) and 3-oxo-
verboccidentafuran (23) from amorpha-4,7(11)-diene (1). A
putative route paralleling the biosynthesis of menthofuran from
pu]egonew was proposed, and a search for the hypothetical
intermediate between 1 and 16 resulted in the compound
amorpha-4,7(11)-dien-8-one with the same mass spectrum as
20 (not previously included in a published databank)."'

This is the first report on the chemical composition of the
essential oils of E. tremulum. The occurrence of furansesqui-
terpenes in this species correlates it to two other Eupatorium
species known to produce very similar and even identical
furansesquiterpenes: E. laevigatum (Chromolaena laevigata) and
E. itatyaiensis, both native of the state of Rio Grande do Sul,
Brazil. The three species, however, were assigned to different
sections in Cabrera and Klein's subdivision of the genus
Eupatorium and to different genera and subtribes in King and
Robinson’s system; therefore the chemical similarity observed
between them does not correspond to a botanical proximity in
any of the current systematic approaches to Eupatoriae.

Different samples of E. tremulum volatile oils exhibited high
quantitative variability. The individual variability in this species
was higher than variability due to phenophasical changes, for
example. This observation has complicated the statistical
analysis of randomly collected samples, although paired
sampling allowed for the identification of compounds changing
regularly in each phenophase (preblooming, blooming, and
postblooming) with a small # value, even if they were not the
main source of variation.

PCA was not useful for identifying patterns in phenophasical
changes. However, LDA and OPLSDA were very successful
approaches. Through OPLSDA of the differences in percentage
composition between each phenophase, it was possible to
identify a series of compositional changes in the volatile oil,
between either the main (identified) or the minor (yet
unidentified) compounds, and helped in the identification of
amorpha-4-en-7-ol (13) as a main hydroxylation product of
amorpha-4,7(11)-diene (1).

Finally, the reduction of edaphic, climatic, and genetic
variability through the sampling of a geographically delimited
population and the reduction of the phenophasical variability
through the mean centering of paired-sampled data resulted in
a data set from which the relations between different (sets of)
compounds could be assessed, revealing possible biogenetic
relations between them. This approach proved to be useful in
the identification of amorpha-4-en-7-ol (13) as a putative
hydroxylation product of amorpha-4,7(11)-diene (1) and of
amorpha-4,7(11)-dien-8-one (20) as a putative biosynthetic
intermediate between amorpha-4,7(11)-diene (1) and the
furansesquiterpenes verboccidentafuran (16) and 3-oxo-ver-
boccidentafuran (23).

B EXPERIMENTAL SECTION

Plant Material. Aerial parts of E. tremulum Hook. & Armn. [syn.
Raulinoreitzia tremula (Hook. & Arn.) RM.King & H.Rob.] were
collected in the municipality of Guaiba, RS, Brazil (GPS § 30°2'45.7"
W 051°21'41.1", altitude 20 ft (6 m)] (Figure S1, Supporting
Information). Voucher specimens were deposited at the Herbarium of
the Federal University of Rio Grande do Sul (ICN 106808). The
plants were collected in the period of January—June 2014. Combined
aerial parts were submitted to water distillation for 4 h using a
Clevenger-type apparatus. Essential oil yield was around 0.5% for all
specimens (v/w, from fresh material).
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GC-MS Analysis. GC-MS analysis was performed in a Shimadzu
GC-17A instrument (Tokyo, Japan) equipped with a Shimadzu QP-
5000-quadrupole MS system, operating with an ionization energy of
70 ¢V and an interface temperature of 250 °C. A DB-5 fused silica
capillary column (30 m, 0.25 mm; film thickness 0.25 pm; Supelco)
was used, Injector and detector temperatures were set at 220 and 250
°C, respectively; the oven temperature was programmed from 60 to
300 °C at 3 °C/min, and helium was employed as carrier gas (1 mL
min~"). The percentage compositions were obtained from electronic
integration measurements, by normalization. Scan time and mass range
were 1 s and m/z 40—500, respectively, and the injection volume was 1
#L. Duplicate injections were performed for the first 10 samples.
Variation between replicates was more than 1 order of magnitude
lower than between samples, and the remaining samples were analyzed
once. Identification of compounds was performed by comparing
retention indices (RI, determined relatively to the retention times of a
series of n-alkanes (nC10—nC30)) and mass spectra with those of
authentic samples, with literature data®* and an electronic library
database (NIST 62).

Data Pretreatment and Statistical Analysis. Percentage areas
for the 23 main sesquiterpenoids were tabulated. Initially, the whole
data set (three phases) for raw variability was evaluated. For an
unsupervised approach (PCA) the data set was centered and scaled
(pareto, standard), and each data pretreatment procedure was
analyzed. In the supervised approach (LDA, a scale-insensitive
technique) only centered data were used. After, the difference for
each variable between each pair of classes was calculated. Pareto-scaled
differences were submitted to PLSDA and OPLSDA (PCA was also
performed for comparison). Mean values between each pair of classes
(between-sample variability) were determined and used in FA analysis.
Multivariate analyses were performed in R v.3.2.3 (2015-12-10). The
MASS package (v. 7.3-45) was used in LDA," ropls (v.1.3.12) was
used in PCA, PLS, and OPLS anal)mis,'H and muma was used for §-
plots."® psych (v.1.5.8) was used in factor analysis,’" and corrgram
(v.1.8) was used for correlograms.”’ Supervised techniques (PLS-DA,
OPLS-DA) were applied in the analysis of within-sample variability of
pairs of classes. Each OPLSDA model was cross-validated (seven
groups). The ropls package was adapted for calculating confidence
intervals for each predictive VIP value by cross-validation/jack-knifing.
S-plots were obtained from the adapted muma package. Mean values
between each pair of classes (between-sample variability) were
determined and used in FA analysis with both principal component
and maximum likelihood extraction methods.
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Figure S1. Location and general aspect of Eupatorium tremulum. Left upper: Google
Earth view of the collection site; left lower: lateral view of the collection site; right: a

frontal view of one specimen.
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Table S1. Percentage area Composition of the Essential Oil of Eupatorium tremulum.

oz | e s e [ s |9 | | |22 |13 e |1 [ |17 [ | (200 |20 |22 |23 |t

% Ms [ Ms [ ms | M Ims [ ms | Ms | Ms |[Ms [ Ms [Ms | Ms | wms MS | Ms | g | Ms | Ms | | Ms MS | Ms | e | Ms
RI | 1461 | 1462 | 1463 | 1465 | 1490 | 1505 | 1510 | 1514 | 1501 | 1599 | 1604 | 1615 | 1623 | 1632 | 1638 | 1658 | 1660 | 1662 | 1681 | 1690 | 1717 | 1779 | 1865 | -

el |43 |26 |15 |19 |21 |21 |o6 |06 |26 |51 |ND |45 |84 Il |67 |85 |ND |ND |[140 |06 |02 |ND |205 | 879
e2 |65 |26 |22 |61 |70 [48 |13 |04 |17 |39 |06 |10 |98 |ND [ND |106 [ND |ND [141 |04 |ND [ND | 142 | 872
e3 | 125 |63 |23 |48 |57 |41 |16 |03 |39 |37 |10 |18 126 |ND [ND |15 [30 [ND [189 |10 |[ND |07 |26 |s83
e4 |76 |35 |13 |25 |30 |28 |14 |04 |34 |47 |08 |19 |10 |ND |[ND |70 [32 [ND [179 |12 |08 |ND |187 |93.2

§ es |42 |28 |13 |22 |25 |24 |11 |02 |43 |67 |ND |09 | 107 |ND |ND | 141 [ND [ND |166 |17 12 |ND | 179 | 90.8
?-j e6 |95 |53 |17 |44 |41 [36 |08 |06 |40 |41 [10 |22 |18 |ND [ND |08 [35 |ND [195 |15 |09 [ND |29 |s822
&7 57 |29 |14 |52 |63 |40 |14 o3 |37 |35 |10 |23 |41 |ND |~D |36 |20 |nD | 228 |37 Il |ND |49 |899
e8 |56 |47 |15 |39 |37 |31 |os |03 |16 |36 |11 |11 100 |ND |[ND | 174 [ND |08 146 |21 06 |ND |182 | 944
e |39 [38 |21 |49 |52 [36 |08 |02 |27 |35 [13 |12 [125 |ND [05 |61 [40 |11 [218 |29 |08 [ND | 123 | 952
gl 25 |24 |12 [32 [27 [18 |09 |02 |24 |42 |13 [15 |132 |[ND | ND |61 |49 |07 |181 |25 1.0 |07 | 195|910

fl {63 |38 [18 |24 [21 |19 07 |06 [32 |39 |11 |36 |103 [12 |ND |51 |39 [ND |140 |23 |09 |ND |179 |870

2 (89 [41 [19 [40 [51 [39 |09 |04 |23 |27 |09 |13 |94 |ND |[ND |51 |43 |ND |140 |14 |07 |05 |[155 | 873

;3 |136 46 |23 |33 [51 |36 [ND |03 [36 |30 |08 [10 100 [ND |ND [16 |23 |09 |147 |1 07 |06 |23 |755

4 [ 124 |57 [18 |42 [40 |35 [10 |05 [19 |31 |11 |15 |99 [ND |ND |61 |30 |05 |145 10 |05 |03 |151 |916

E /5 (63 [47 [16 [36 [37 [34 |13 |ND [36 |46 [09 [09 [102 |05 |[ND [81 |41 |09 [150 |17 |07 |06 [114 |878
“ 1% [70 [42 |11 |29 |21 |21 |12 lo2 |22 |42 |11 |12 | 110 |06 |~ND |51 |46 |os |165 |13 |06 |o0s |207 |12
77 (74 [38 [18 |62 [36 [29 |05 |05 |31 |29 [11 [13 [106 |[ND |[ND |61 |25 |05 |173 {16 |03 |12 [59 |s811

® (48 [27 [13 [34 [25 [22 |07 |[ND [22 [52 [13 [11 |126 |[ND |[ND [100 |40 |12 |162 |18 |06 |07 [162 |907

m 97 [61 [21 |60 [69 [47 |07 |ND |25 |26 |08 [07 [99 |[ND |ND |61 |18 |12 |156 |26 |08 |08 |63 |879
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gl 4.6 3.4 1.3 4.1 44 34 0.4 0.2 24 3.2 1.0 1.0 10.8 02 ND | 7.1 34 0.6 144 | 2.0 0.9 0.8 19.3 | 88.6
sl | 4.1 2.0 1.9 3.9 5.4 3.5 0.5 ND [ ND | 3.7 0.4 ND 11.0 0.5 ND | 5.1 1.6 0.6 174 | 23 1.0 ND 17.5 | 82.4
s2 | 55 1.8 1.1 L | A 23 1.2 0.1 1.4 2.9 1.7 1.4 10.4 ND | ND | 6.0 3.8 0.9 163 | 2.2 0.2 0.5 25.7 | 90.8
s3 | 65 28 1.V 28 2.7 1.6 0.9 0.4 4.9 39 0.9 29 1.1 1.4 ND | 6.1 2.1 ND 153 | 1.9 0.8 ND 12.3 | 83.0
s4 | 3.9 1.9 1.5 4.0 5.4 33 0.6 ND |48 4.7 0.6 ND 12.1 ND [ ND | 7.1 2.7 0.7 188 | 1.8 1.0 1.3 15.7 | 919
g s5 | 6.6 4.6 1.0 29 4.0 27 2.8 ND | 5.5 3.9 1.2 0.7 14.4 ND | ND | 0.7 44 1.5 222 | 1.0 0.8 0.7 1.4 83.0
:j s6 | 6.2 5.1 1.1 29 2.1 24 1.2 0.2 2.2 4.2 ki 12 1.0 ND | ND | 7.1 2.6 0.8 165 | 1.3 0.6 0.5 20.7 | 90.7
< s7 | 4.7 35 1.2 33 33 2.7 ND [ND |58 6.3 1.1 0.5 13.6 ND | 0.6 32 5.6 0.5 209 | 1.8 ND 1.0 7.8 87.4
s8 | 3.6 1.7 0.9 24 2.1 1.8 0.5 ND | 3.6 55 1.2 1.2 11.9 ND | 04 15.1 | 3.5 L7 182 | 2.2 0.8 0.8 13.1 | 92.2
s9 |34 2.5 1.0 2 24 2.0 0.4 0.1 34 7.0 ND | 0.6 10.4 ND | ND 13.1 | 2.0 1.8 169 | 2.6 0.1 1.2 20.0 | 93.0
(S]] 49 2.6 1.7 2.8 44 3.0 1.3 ND | 6.0 43 ND | ND 10.8 ND | ND | 5.0 33 ND | 20.8 | ND ND [ ND 114 | 823

“: Retention Index; ": 1 (amorpha-4,7(11)-diene); “: 2 (germacrene D); 4.3 (y-himachallene); ©: 4 (B-bisabolene); 5 (B-

sesquiphellandrene); ®: 6 (unknown); ": 7 (liguloxide); : 8 (unknown); ’: 9 (unknown); *: 10 (unknown); : 11 (unknown); ™ 12 (unknown); ": 13
(amorpha-4-¢n-7-ol); °: 14 (unknown); P: 15 (unknown); %: 16 (verboccidentafuran); ": 17 (unknown); °: 18 (unknown); ' 19 (epi-a-bisabolol); “:
20 (amorpha-4,7(11)-dien-8-one); *: 21 (unknown); “: 22 (unknown); *: 23 (3-oxo-verboccidentafuran); total: percentage area of the
sesquiterpenes included in the analysis;MS: substance identified by comparison of mass spectrum with literature data, Ref: substance identified
by comparison with authentic samples; ND: not detected;* putatively identified using combined multivariate results and spectral data;
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Low individual and high class variability; B) high individual and low class variability; C) Differences
from B for a paired dataset. Bold double arrows - Differences; black — between t1 samples; red — between
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(b=blooming samples, e=pre-blooming samples), PLS-DA scores; cross-validated OPLS-DA
scores and loadings; OPLS-DA VIP values with jack-knife confidence interval. Numbers in
the Figure correspond to those in Chart 1 and Table S1, Supporting Information.
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the Figure correspond to those in Chart 1 and Table S1, Supporting Information.
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Figure S5. within-samples variability from Post-blooming x Pre-blooming x samples: PCA
scores (e=pre-blooming samples, s=post-blooming samples), PLS-DA scores; OPLS-DA scores,
cross-validated -OPLS-DA scores, cross-validated OPLS-DA loadings, OPLS-DA VIP
values with jack-knife confidence interval, S-plot from OPLS-DA (blue circles: positive
correlation >0.5 with Post-blooming samples; green circles: positive correlation >0.5
with Pre-blooming samples; black circles: correlation < 0.5; blue label: VIP values >1
(for variables positively correlated to Post-blooming samples); green label: VIP values
>1 (for variables positively correlated to Pre-blooming samples); grey label: VIP values
< 1). Numbers in the Figure correspond to those in Chart 1 and Table S1, Supporting
Information.
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Figure S7. FA with PCA extraction (23 variables). Upper: contribution of the factors in
each variable. Lower: correlogram (red: positive correlations, blue: negative
correlations);Lower right bar chart: representation of the contribution of each factor on
each variable, aligned to the correlation clusters. Bold numbers in the Figure correspond
to those in Chart 1 and Table S1, Supporting Information.
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2.1 MANUSCRITO I

A metodologia relacionada a este capitulo, bem como os resultados e discussao dos
mesmos serao apresentados a seguir na forma de um manuscrito a ser submetido para

publicacéo.
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Abstract

Eupatorium is a mainly New World distributed genus in the Asteraceae family.
Most species have been moved to several smaller genera in the past decades.
In this paper, we describe the volatile chemistry of 8 formerly Eupatorium
species.now assigned to Chromolaena, Austroeupatorium, Raulinoreitzia,
Grazielia and Symphyopappus. The essential oil from E. laevigatum, E.
tremulum, and E. itatiayensis is rich in furansesquiterpenes, laevigatin,

verboccidentafuran ans 3-oxo-verboxidentafuran.
1. Introduction

Eupatorieae is one of the biggest tribes in Asteraceae, currently comprising 182
genera and 2200 mainly New World species (PELSER and WATSON, 2009).
Most of them belonged previously to genera Mikania, Stevia and specially
Eupatorium. King & Robinson (1987) reorganized the tribe, splitting up

Eupatorium in several smaller (sometimes monotypic) genera and joining them
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in many subtribes. Only 44 species from North America, Europe and Asia were
maintained in the genus, in a drastic approach that have not attained consensus
in the synantherology community, with some authors still accepting the
classification system where Eupatorium (sensu Cabrera) contains more than 600
species (Cabrera & Klein, 1989; Gleason and Cronquist,1991; Turner, 1997).
Molecular analysis of nrITS and cpDNA have shown that indeed Eupatorium
(sensu stricto) may be even more distant from South American species than King
& Robinson estimated when put them in the same subtribe (Eupatoriinae) after
splitting the genus (ITO, 2000; Schmidt & Schilling, 2000; Schilling 2011).

Some American Eupatorium species have become economically threatening
weeds throughout Africa, Asia and Oceania, mainly due to strong allelopatic
activity of their volatile compounds (Zhang et al., 2012), others are important for
their toxic effects on cattle and some of them are used in traditional American,
Chinese and Indian medicine, like E. odoratum, E. cannabinum, Ayapana
triplinervis and others (Garcia Sanchez et al, 2011). The essential oils from most

species of Eupatorium, however, have yet not been chemically characterized.

The aim of this study was to characterize interspecific variability in the chemical
composition of the essential oils from aerial parts of eight Southern Brazilian
Eupatorium species, now in genera Chromolaena, Autroeupatorium,
Raulinoreitzia, Grazielia and Symphyopappus and characterize phenophasical

variability in Eupatorium tremulum (syn. Raulinoreitzia tremula).

2. Materials and methods
2.1. Plant material

Aerial parts of eight species of Eupatorium (s.l.) were collected in Souther Brazil
(Rio Grande do Sul State), in the municipalities of Canela, Guaiba and Trés
Cachoeiras. Species collected were E. ivifolium L. (syn. Chromolaena ivifolia (L.)
R.M.King & H.Rob.), E. laevigatum Lam. (Chromolaena laevigata (Lam.)
R.M.King & H.Rob.), E. inulifolium Kunth (syn. Austroeupatorium inulifolium
(Kunth) R.M.King & H.Rob.), E. picturatum Malme (Austroeupatorium picturatum
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(Malme) R.M.King & H.Rob.), E. polystachyum DC. (syn. Raulinoreitzia crenulata
(Sprengel) R.M.King & H.Rob.), E. tremulum Hook. & Arn. (syn. Raulinoreitzia
tremula (Hook. & Arn. ) R.M.King & H.Rob), E. gaudichaudianum DC. (Grazielia
gaudichaudeana (DC.) R.M.King & H.Rob), and E. itatiayense Hieron. (syn. S.
itatiayensis (Hieron.) R.M.King & H.Rob.) in April 2010, January 2011, and May-
July 2013, according to Table 1.

Voucher specimens were deposited at the Herbarium of the Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (ICN).

2.2. Sampling and essential oils isolation

Leaves, inflorescences or combined aerial parts were submitted to water
distillation for 4 h using a Clevenger-type apparatus. Essential oil yield, ranged

between 0.05% and 0.97% (v/w, from fresh material).

2.3. GC/MS analyses

GC/MS analysis was performed using a Shimadzu GC-17A
chromatograph (Tokyo, Japan) and Shimadzu QP-5000-quadrupole MS system,
operating with ionization energy of 70 eV and an interface temperature of 250 °C.
Scan time and mass range were 1 s and 40 - 400 m/z, respectively, and the
injection volume was 1 pL. A DB-5 fused silica capillary column (30 m, 0.25 mm;
film thickness 0.25 um; Supelco) was used. Injector and detector temperatures
were set at 220°C and 250°C, respectively; the oven temperature was
programmed from 60°-300°C at 3°C/min and helium was employed as carrier gas
(1 mL/min). Percentage compositions were obtained from electronic integration
measurements, by normalization. Compound identification was performed by
comparing retention indices (RI, determined relatively to the retention times of a
series of n-alkanes) and mass spectra with those of authentic samples and with

literature data (Adams, 2009) and an electronic library database (NIST 62).
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a b c d e f g h

Eupatorium
Section . Lo Sect. Secao
(Cabrera & Sect. Cylindrocephala Sect. Subimbricata Dimorpholepis | Symphyopappus
Klein)
Species T . Lo . E. .

E. ivifolium E. laevigatum E. inulifolium E. picturatum E. polystachyum E. tremulum . . E. itatiayense
(Cabrera & gaudichaudian .

. L. Lam. Kunth Malme DC. Hook. & Arn. Hieron.

Klein) um DC.
Synonymy . . .- . - Grazielia
(King e CR;?(:H;'?S ;1a Chromolaena ﬁﬂﬁ:ﬁ.ﬁfﬁ?ﬂ% Austroeupatorium Ril:g?]ﬁ:gg'a trggﬂ:g?ﬁ%ﬁa & gaudichaudea | S. itatiayensis (H
Robinson) L laevigata (Lam.) . picturatum (Malme) S na (DC.) ieron.) R.M.King

R.M.King & R.M.Kina & H.Rob R.M.King & R.M.Kind & H.Rob (Sprengel) Arn.) R.M.King & R.M.King & & H.Rob

H.Rob. -M-RINgG & H.ROD. H.Rob. M-RING & HL.ROD- | 2 M.King & H.Rob. H.Rob. 'H'Robg -ROD-

Subtribe
(King e
Robinson)
GPS

S 29°15'568.9”

S 29°14°29.6” S 29°16°03.5” S 29°27°55.2” S 29°16°28.1” S 29°16°03.5” S 30°2°45.7” W S 29°23'56.9"
W 050°44°06.1” W 050°44°21.3” W 050°33'25.8” W 050°44°20.8” W 050°44°21.3” W 051°21°41.1” 050°44'15.8" W 049°54'57."
Altitude 2692 ft=821m 2297 ft=700m 1916 ft =583 m 2050 ft=625m 2297 ft=700 m 20ft=6m 2365 21: 721 70ft=21m
Time 14:50 h 16:00 h 12:45 h 16:30 16:00 h 10:00h 15:50 h -
Date 13/04/2010 13/04/2010 13/04/2010 13/04/2010 13/04/2010 14/01/2011 13/04/2010 14/01/2011
ICN 150829 146973 146978 146979 146980 106808 146974 -
Sampled aerial parts aerial parts Infloresc leaves leaves aerial parts aerial parts aerial parts aerial parts
parts ence
g/:)weld 0.06 0.31 0.05 0.10 0.50 0.97 0.50 0.55 0.42

Table 1: Species collected and submmited to chemical investigation.

140




2.4. RP- MPLC isolation of 1

Essential oil of E. tremulum (2 mL) was diluted in methanol:water (1:9 v/v) and
submitted to reversed-phase medium pressure liquid chromatography (RP-MPLC),
carried out on a BUCHI system equipped with a B-688 BUCHI chromatography
pump, a B-687 BUCHI gradient former, and a BUCHI borosilicate column filled out
with RP-18 LiChrospher® (Merck, Darmstadt, Germany) using isocratic ACN:water
40:60 (v/v) as mobile phase. Twenty fractions were collected according to variation
in absorbance at 210 nm and monitored by GC/MS.

2.5 'H and *Carbon NMR analyses

NMR spectra of isolated compound in deuterated chloroform (Sigma-Aldrich) were
acquired on a Briker DPX-400 operating at 400 and 100 MHz, for *H and *3C,

respectively. Chemical shifts are given in & (ppm) using TMS as internal standard.

2.6 ldentification of 3-oxo-verboccidentafuran 1: RI, 1854; 1 H NMR (400.1 MHz,
CDCI3) and 13C NMR (100.1 MHz, CDCI3), see Table 3; m/z (rel int.): 43 (100)
55(33) 77(37) 91(44) 105(20) 119(34) 128(22) 145(42) 159(44) 173(78) 188(84)
201(8) 215(8) 230(95).

3. Results and discussion

Essential oil yield varied between 0.05 and 0.97% for inflorescences of E. inulifolium
and aerial parts (mixed inflorescences and leaves) of E. polystachium, respectively.
E. ivifolium was also a poor essential oil producer, with 0.06% yield. The other four
species Yyielded 0.3-0.5% of essential oil. Some variability between yielding from

leaves and inflorescences of E. inulifolium was also observed.

Through chromatographic analysis of the oils 105 compounds were identified (Table
2) representing 50.7 — 93.46% of the total oil components. Aliphatics were overall

inespressive, completely absent in E. polystachyum and E. gaudichaudianum and
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reaching maximum 3.09% for tricosane in inflorescences of E. inulifolium whose
leaves also contained 0.36% of a chiquimate derivative, benzaldehyde. The
remainder compounds were of terpenic origin, ranging from 9.69% to 60.51% for
monoterpenes and 34.98% to 84.56% for sesquiterpenes. This is in agreement with
the reports of essential oil composition for most of Eupatorium species analyzed to
date, with rare exceptions, like E. heptanthum (syn, Ophryosporus heptanthus), E.
aschembornianum (syn. Ageratina aschenborniana), E. sternbergianaum
(Ageratina aschenborniana) and E. betoniciforme (syn. Barrosoa betoniciformis)
which produce chromenes (Arze et al.,, 2004; Gomez et al.,, 1982; Sanchez-
Mendoza et al., 2010; Gonzalez et al., 1982); E. coelestinum (syn. Conoclinium
coelestinum) which produces chavicol (Dung et al.,1998) and E. macrocephalum
(syn. Campuloclinium macrocephalum), E. ascendens (syn. Chromolaena
ascendens), and E. inulifolium (syn. Austroeupatorium inulifolium) whose oils can
attain high percentage of aliphatics, like hexadecanoic acid and nonodecanal
(SOUZA, 2007).

Hydrocarbon monoterpenes were almost 60% of the essential oil from aerial parts
of E. polystachium and 53.86% in E. gaudichaudianum. Limonene was the main
compound in E. polystachium, reaching 22.28%, followed by myrcene, B-pinene, a-
pinene and sabinene. The hydrocarbon 3-myrcene was also a majoritary compound
in the essential oil from E. ivifolium (19.95%), whilst an inseparable mixture of p-
menthane and limonene represented 29.55% of the essential oil from E.
gaudichaudianum. These monoterpenes, however, are of general occurrence and
have no taxonomical value. Besides, the three species E. polystachium, E.
gaudidhaudianum and E. ivifolium are completely apart one from another both in

Crabrera’s and King & Robinson’s systems (Table 1).

Except for E. polystachium and E. gaudichaudianum, the essential oils from the
other studied species were dominated by their sesquiterpene fractions. In the
essential oils from E. inulifolium and E. polystachium this fraction was dominated by
B-caryophyllene, germacrene D and bicyclogermacrene in a range between 10 and
20% each, with only quantitative differences between leaves and inflorescences of
E. inulifolium. This is in agreement with previous reports for the volatiles composition

from this species (Souza, 2007; Lancelle, 2009). Also, the sesquiterpene fraction of
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the essential oil from E. gaudichaudianum was characterized by the presence of

germacrene D and bicyclogermacrene (19.65 and 10.07%, respectively).

The chemical composition of the essential oil from E. laevigatum has already been
described in the literature. Main hydrocarbons are usually from germacrane,
cadinane or bisabolane skeletons, with some intraspecific variability, whilst the
oxygenated sesquiterpene fraction is almost always dominated by a
furansesquiterpene named laevigatin 5, a chemotaxonomic marker for this species,
in ranges from 10 to 60%. Other furan sesquiterpenes like verboccidentafuran 2
occur sometimes, but in minor amounts (De Oliverira et al 1990; Schossler et al
2009, Souza, 2007).

The oxygenated sesquiterpene fraction of the essential oil from the other four
species had high amounts of substances, which we were not able to identify through
GC/MS, however, attempts for isolating most of them have been frustrated until now.
In E. inulifolium an unidentified substance (Rl 1632) reached 23.98% of the essential
oil. The same substance was detected in the essential oil from E. picturatum
(11.39%), which had also 7.03 and 11.26% of other two unidentified
sesquiterpenoids.

Table 2. Percentual composition of the essential oils from Eupatorium species.

RI Compound a b ci c2 d e f g h
Aliphatics 11 0.0 0.4 49 0.9 - 0.4 - 0.3

868 cis-2-hexenal 0.0 - 0.2 - 05 - - - -

872 3-hexen-1-ol - - 0.2 - - - 04

873 trans-2-hexenal 0.1 - - - 0.1 - -

898 N-nonane - 0.0 - - 0.0 - -

975 3-octanone 0.8 - - - - .

981 6-methyil-5-hepten-2-one - - - - 0.2 - -

993 3-octanol 0.3 - - - - - .

1966 hexadecanoic acid - - - 0.5 - - .

2092  eneicosane - - - 0.9 - - - - -

2105 nonadecanal - - - - - - - 0.3

2276  tricosane - - - 3.1 - - - -

2445  pentacosane - - - 0.5 - - R
Chiquimate derivatives - - 0.4 - - R R

956 benzaldehyde - - 0.4 - - R R .
Hydrocarbon Monoterpenes 286 208 195 13.6 9.7 59.3 5.6 53.9

905 santolinatriene - - - - - 04 - -

921 tricyclene - - 0.3 - - - . .

922 a-thujene 0.6 4.5 - 0.2 0.2 04 - 49

927 a-pinene 0.7 7.3 1.8 0.7 04 7.9 04 54

941 camphene - - - - - 0.1 - 0.0
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965 sabinene 0.3 0.9 0.8 04 0.2 5.7 - 3.1

969 B-pinene 0.6 14 5.5 42 0.7 8.3 1.0 5.8

984 myrcene 200 21 1.9 34 04 10.1 - 2.2

995 0-2-carene - - - - 0.2 0.3 - -

999 a-phelandrene 0.9 0.1 0.1 - 1.7 0.3 - 0.4

1002  ©-3-carene - - - - - 0.0 - -

1010  o-terpinene - 0.0 - - 0.0 0.1 - 0.1

1016  p-cymene 0.1 0.3 0.2 0.2 0.2 0.6 - -

1025 p-cymeno+limonene - - - - - - 29.6

1020 limonene 1.0 2.9 5.2 42 - 223 - -

1020  B-phelandrene - - - - 3.0 - - -

1029  (2)-B-ocimene 0.1 - 0.1 - 0.0 0.2 04 0.2

1038  (E)-B-ocimene 43 0.7 3.8 0.2 2.3 24 3.8 14

1047  y-terpinene 0.1 0.3 - - 0.1 0.2 - 0.3

1075 terpinolene 0.1 0.3 - 0.3 0.1 - 04

1087  dehydrosabinacetate - - - - - 0.0 - - -
Oxyagenated Monoterpenes 0.8 0.4 0.0 0.0 0.0 1.2 0.0 1.5 0.0

1090 linalool 0.7 - - - - 0.0 - 0.0 -

1161 terpinen-4-ol - 04 - - 04 - 1.3

1176  o-terpineol 0.1 - - - 0.1 - 0.2

1351  neryl acetate - - - - - 0.6 - - -
Hydrocarbon Sesquiterpenes 336 408 657 531 38.5 34.0 22.3 36.1 62.4

1308 silphiperfol-5-ene B - - - - - - - - tr

1322  o-elemene 0.1 - - - - - -

1324  O-elemene 46 - 8.3 - - 0.1 tr

1328  7-epi- silphiperfol-5-ene - - - - - - 1.5

1335  a-cubebene - - - - - - - - -

1360  a-copaene 0.6 0.1 14 1.2 0.2 0.1 0.3 0.3 0.3

1367  B-bourbonene - - 0.3 0.3 - 0.0 - 0.1 0.2

1373 B-cubebene - - 0.1 0.2 0.1 0.0 - 0.2 -

1375  [-elemeno 14 1.0 0.6 0.7 0.9 0.2 - 0.1

1389  a-gurjunene - - - - - - - 0.0

1396  o-cis-bergamotene - 0.2 - - - - - -

1400  B-caryophyllene 5.7 64 143 183 2.7 11.5 0.8 1.8 1.2

1401  o-santalene - 8.3 - - - - - - -

1408  B-gurjunene - 0.0 - - 0.0 -

1416  trans-a-bergamotene 0.1 0.3 - - - -

1416  y-elemeno - - - - 0.1 - - - -

1418  aromadendrene - 0.2 0.1 0.1 - 0.1 - 0.0 0.2

1421  a-amorphene 0.2 - - - 0.2 - - - -

1423  (2)-B-farnesene - 0.2 - - - -

1427  epi-B-santalene - 0.7 - - - - - - -

1433  a-humulene 1.1 04 1.7 2.0 0.3 0.8 - 04 0.6

1439  (E)-B-farnesene+B-santalene - 25 - - - - - - -

1439  (E)-B-farnesene 0.3 - - 0.1 - - -

1438  sesquisabinene - - - - - - - 24

1440  allo-aromadendrene - - 0.3 0.2 - - - 0.1 -

1457  y-muuroleno 01 0.2 0.1 01 0.3 - - -

1457  amorpha-4,7(11)-diene - - - - - - 7.6 15.4

1461  cadina-1(6),4-dieno+germacreno D - 10.5 - - - - - - -

1463 germacreno D 2.6 - 193 124 6.0 9.9 - 19.7

1470  epi-bicyclo-sesquiphellandrene - - - - 0.0 - -

1462 NI - - - - - 8.0

1466  [-selinene - 0.2 0.1 0.3 - -

1470  O-selinene 0.3 - - - - -

1470  cis-B-guaiene - - 0.5 - -

1472  c-alasquenet+f-curcumene - - - - - - 0.9 - -

1477  bicyclogermacrene 2.0 52 223 125 43 8.6 - 10.1 3141

1478  o-zingiberene - - - - 4.1 - - - -

1481  a-muurolene 0.2 0.2 0.3 0.4 0.4 0.2 - 0.1 -

1485 germacrene A 1.9 0.7 0.7 0.8 14 0.3 9.7 0.3 tr

1489  (-bisabolene - 2.6 - - - - - - 43

1492 BHT 1.8 - 15 2.3 04 - - 1.9 -

1492  BHT+y-cadinene - - 04 2.0 -

1497  y-cadinene 0.1 0.2 0.3 0.1 0.3 0.1 - 0.1 0.6

1495  (2)-y-bisabolol - 0.2 - - - - - - -

1501 NI - - - - - 71 -

1502 germacrene C 5.0 - - - - - - 3.9

1502  O-cadinene 55 - 1.7 1.1 - 0.9 - 0.9 -

1503  0-cadinene+B-sesquiphellandrene - 1.1 - - - 0.7 - 0.8
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1503  germacrene C+B-sesquiphellandrene - - - - 7.2 - 0.1

1512  cadin-1,4-diene - - - - - tr -
1518  a-cadinene - - - - - 0.0 0.2 -
1540  germacrene B 0.0 - 0.6 0.5 04 0.1 0.2 -
Oxygenated Sesquiterpenes 13 322 8.0 19.3 2.2 2.6 38.2 31 221
1512  (E)-v-bisabolol - 0.1 - - - - -
1533  elemol - - - - 0.2 - -
1551  (E)-nerolidol 0.2 - - 04 - 0.1 -
1562  germacrene D-4-ol 0.1 - - - - - -
1556  spathulenol+germacrene D-4-ol - - - - - - 0.4 23 -
1555  spathulenol 0.2 2.2 6.2 144 - 1.3 15 0.1 1.7
1569 caryophyllene oxide 0.7 04 1.0 3.0 1.3 0.8 0.5 0.5 0.1
1571 globulol 0.1 0.5 0.8 15 0.2 04 - 0.2 0.9
1572  epi-globulol - - - - 05 - - - 0.6
1581 NI 1.8 - 1.9 1.6 - 04 - 0.3 -
1591  5-epi-7-epi-a-eudesmol - - - - - - - - 0.2
1612  cis-cadin-4-en-7-ol - - - - - - - - 0.2
1618  T1-cadinol - - - - - - - - -
1622 NI - - - - - - 8.1 - -
1622 NI 2.5 - - - 34 - - - 1.2
1632 NI 24.0 - - - 114 - - - -
1633  a-muurolol - - - - - - - - 0.7
1646  a-cadinol - - - - - - - - 1.0
1654 NI - - - - 7.0 - - - -
1657  verboccidentafuran - 0.6 - - - - 14.2 6.4
1669 NI - - - - 11.3 - -
1676  a-bisabolol - - - - - - 114 -
1678  epi-o-bisabolol - - - - - - - - 49
1731  laevigatin - 28.2 - - - - - - -
1758  Z-lanceol - - - - - - - - 0.3
1854  3-oxo-verboccidentafuran® - 10.3 - 4.0

294 212 195 136 9.7 60.5 5.6 56.4 0.0
350 730 736 724 40.6 36.5 60.5 39.2 84.6

RI: Retention Index in a DB5 column; a: E. ivifolium aerial parts; b: E. laevigatum aerial

parts; cl: E. inulifolium leaves; c2: E. inulifolium inflorescences; d: E. picturatum aerial parts;
e: E. polystachyum aerial parts; f: E. tremulum aerial parts; g: E. gaudichaudianum aerial

parts; h: E. itatiayense aerial parts. *identified by NMR spectra.

The essential oil from E. tremulum and E. itatiayensis also had some unidentified
sesquiterpenoids. Rl 1854 was common for both species (10.27 and 4.0%), whilst
E. tremulum had another unidentified at Rl 1622 (8.09%). Both species, however,
had expressive amounts (14.06 and 6.4%) of the rare minor furansesquiterpene
verboccidentafuran 2, present in the essential oil of E. laevigatum; amorpha-4,7(11)-
diene (7.45 and 15.42%, respectively), as well as some traces of laevigatin 5 for one

species.

In an attempt to isolate these unidentified compounds the essential oil from E.
tremulum (2 ml) was submitted to RP-MPLC. The first eluted fraction was composed
by a single peak of pure 1. Through 'H and *Carbon NMR analyses the structure 1

was proposed, which is in agreement with data from DOMINGUES et al (1988).
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From *C RMN and DEPT 3 methyl, 2 methylene and 5 methine carbons were
inferred, one of them from a keto group. From 'H-NMR, HMBC and NOESY
experiments structure 1 was proposed, however, we did not observe correlation
between H6 and any other proton or carbon in the structure. From the small coupling
constant between H5 and H10 in *H NMR (~4.5 Hz), a cis fusion between decalin
rings was inferred, either a muurolane or an amorphane group. Biogenetic
considerations from the presence of amorpha-4,7(11)-diene in the same oils led us

to propose this amorphane skeleton.

Furaneudesmanes are very common sesquiterpenoids, specially in the
Asteraceae tribe Senecionae. Furancadinanes however, are very rare structures.
Ketofuransesquiterpene 1 has been previously isolated from another Asteraceae
species, Smallhantus uvedalia (syn. Polymnia uvedalia, tribe Millerieae, from the
same subfamily Asteroideae, DOMINGUES et al., 1988).

Atempts to correlate data from the literature with other unidentified compounds
were made based on putative biosynthetic rout (scheme 1) from amorpha-4,7(11)-
diene to 2 (based on known biosynthetic rout from the monoterpene analogs
pulegone and menthofuran, Bertea et al, 2001) and from 2 to 1 based on known
biosynthetic conversion of premnaspirodiene to solavetivone and valencene to
nootkatone by HPO (Hyociamus muticum premnaspirodiene oxygenase,
TAKAHASHI et al., 2007). Structures 6, 9 and 12 were not found in the literature
(Scifinder) and mass spectral data from structures 7, 8, 10, 11, 13 and 14 did not
match the ones obtained from the unidentified compounds in the essential oil of E.
tremulum or E. itatiayensis, most of them, however, have only been isolated from

Asteraceae species (Baccharis and Artemisia), specially E. adenophorum
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(Ageratina adenophora), indicating a possible chemotaxonomical value for these

kind of oxygenated cadinane.

1 NOESY

Scheme 1. HMBC and NOESY correlations for 1.

Table 3: *H and 3C NMR shifts from 1.

C multiplicity | H multiplicity

1 28.5 s 2.05 m

2 40.4 d 2.82 dtd
2.78 dtd

3 198.7 | a - -

4 1338 |a - -

5 1453 |s 6.60 m

6 34.6 S 3.60 brs

7 1178 | a - -

8 150.6 | a - -

9 30.7 d 2.78 m

10 1417 s 2.21 m

11 1186 | a - -

12 137.8 |s 7.08 brs

13 18.5 t 2.05 d

14 9.2 t 1.75 dd

15 15.5 t 1.05 d
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Scheme 2: Putative biosynthetic routes to 1 from amorph-4,7(11)-diene.

High variability was found in the percentage of 1 in the essential oil of E. tremulum
in different collections we have made with isolation purpose, so we chose a stable
population in Guaiba municipality and ten different individuals were collected
simultaneously once a month prior to, during and after bloom. Variability in the
percentage of compounds was published in dealed with in another publication of our

group.

3. Conclusions

This is the first report on the chemical composition of the essential oils of E.
itatiayensis. Its composition was found to be very similar to the volatile composition
of E. tremulum. Both species are nestled in different section of genus Eupatorium in
Cabrera & Klein’'s botanical system, but in different genera from the same

Eupatorieae subtribe (Disynaphiinae) in the King & Robinson’s system.
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From the oils, a very rare ketofuransesquiterpene with an amorphane skeleton was
isolated. This compound, 3-oxo-verboccidentafuran, has been previously isolated
from a species in another subtribe from Eupatoriae. Co-occurrence of this
compound on both species, together with verboccidentafuran relates them to E.
laevigatum a species from a different section in Cabrera & Klein’s system, and
different genus and subtribes in King & Robinson’s systems. This two new reports
of production of furancadinanes (amorphanes) in Asteraceae, reinforces its lack of
chemotaxonomical significance on supraspecific level, since very few species, in
phylogenetically very distant genera and subtribes are capable of biosynthesizing

them.

Acknowledgements

The authors are grateful to CNPq for their financial support.

References

Adams RP. (2009). Identification of Essential Oil Components by Gas Chromatography/Mass
Spectroscopy. Carol Stream, Allured Publis. Corp.

ARZE, Javier Bernardo Lopez et al. Essential Oils from Bolivia Il. Asteraceae: Ophryosporus
heptanthus (Wedd.) H. Rob. et King. Journal of Essential Oil Research, v. 16, n. 4, p. 374-376,
2004.

BERTEA, Cinzia M. et al. Demonstration That Menthofuran Synthase of Mint (< i> Mentha</i>) Is a
Cytochrome P450 Monooxygenase: Cloning, Functional Expression, and Characterization of the
Responsible Gene.Archives of biochemistry and biophysics, v. 390, n. 2, p. 279-286, 2001.

CABRERA, A. L.; KLEIN, R. M. Flora llustrada Catarinense. | parte. 1989.

DE OLIVEIRA, Alaide B. et al. The Essential oil of Eupatorium laevigatum.Journal of Essential Oil
Research, v. 2, n. 1, p. 49-50, 1990.

DOMINGUEZ, X. A. et al. Cadinene derivatives from< i> Smallanthus
uvedalia</i>. Phytochemistry, v. 27, n. 6, p. 1863-1865, 1988.

DUNG, Nguyén Xuéan et al. Volatile constituents of the stem and leaf oils of Eupatorium coelestinum
L. from Vietnam. Journal of Essential Oil Research, v. 10, n. 5, p. 478-482, 1998.

GARCIA SANCHEZ, E. et al. A revision of Eupatorium (Compositae: Eupatorieae) from
Michoacan. Phyton (Buenos Aires), v. 80, p. 139-146, 2011.

GLEASON, Henry Allan; CRONQUIST, Arthur. Manual of vascular plants of northeastern United
States and adjacent Canada. 1991.

149



GOMEZ, F. et al. 2, 2-Dimethylchromenes from< i> Eupatorium
aschembornianum</i>. Phytochemistry, v. 21, n. 8, p. 2095-2097, 1982.

GONZALEZ, Antonio G. et al. Eupatarone, A 2-acetylbenzofuran from< i> Eupatorium
sternbergianum</i>. Phytochemistry, v. 21, n. 7, p. 1826-1827, 1982.

HEYWOOD, V. H.; HARBORNE, J. B.; TURNER, B. L. 1977 The biology and chemistry of the
Compositae: vol. 1-2. London, Academic Press, v. 2, p. 1-7, 1977.

ITO, Motomi et al. Phylogeny and phytogeography of Eupatorium (Eupatorieae, Asteraceae): insights
from sequence data of the nrDNA ITS regions and cpDNA RFLP. Journal of Plant Research, v.
113, n. 1, p. 79-89, 2000.

KING, Robert Merrill, ROBINSON, Harold. The genera of the Eupatorieae
(Asteraceae). Monographs in Systematic Botany, v. 22, 1987.

LANCELLE, Hugo G. et al. Chemical composition of four essential oils from Eupatorium spp.
biological activities toward Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae). Revista de la
Sociedad Entomolégica Argentina, v. 68, n. 3-4, p. 329-338, 2009.

PELSER, Pieter B.; WATSON, Linda E. Introduction to Asteroideae.Systematics, evolution and
biogeography of Compositae, v. 495, p. 502, 2009.

SANCHEZ-MENDOZA, Maria Elena et al. Bioassay-guided isolation of an anti-ulcer chromene from<
i> Eupatorium aschenbornianum</i>: Role of nitric oxide, prostaglandins and sulfydryls. Fitoterapia,
v. 81, n. 1, p. 66-71, 2010.

SCHILLING, Edward E. Systematics of the Eupatorium album complex (Asteraceae) from eastern
North America. Systematic Botany, v. 36, n. 4, p. 1088-1100, 2011.

SCHMIDT, Gregory J.; SCHILLING, Edward E. Phylogeny and biogeography of Eupatorium
(Asteraceae: Eupatorieae) based on nuclear ITS sequence data. American Journal of Botany, v.
87,n.5, p. 716-726, 2000.

SCHOSSLER, Patricia et al. Volatile compounds of Baccharis punctulata, Baccharis dracunculifolia
and  Eupatorium  laevigatum obtained using solid phase microextraction and
hydrodistillation. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 20, n. 2, p. 277-287, 2009.

SOUZA, Tiago Juliano Tasso de. Determinag&o da composicdo quimica e avaliagédo preliminar das
atividades antioxidante e anticolinesterasica dos o6leos volateis de espécies de Eupatorium
L.(Asteraceae). 2007.

ZHANG, Fengjuan et al. Identification of volatile compounds released by leaves of the invasive plant
croftonweed (Ageratina adenophora, Compositae), and their inhibition of rice seedling growth. Weed
Science, v. 60, n. 2, p. 205-211, 2012.

150



3. CAPITULO Il - ESTUDO DO EXTRATO DICLOROMETANO DE ESPECIES
DE Eupatorium COM ENFASE EM LACTONAS SESQUITERPENICAS






3.1 INTRODUCAO

A famila Asteraceae em geral pode ser quimicamente caracterizada pela producgéo
de lactonas sesquiterpénicas. Estas substancias, no entanto, tendem a ser
guimicamente mais complexas na subfamilia Asteroideiae do que no restante da
familia, mesmo estando ausentes em algumas subtribos (Tageteae e Calendulae)
e sendo bastante raras em Astereae. Especialmente na tribo Eupatorieae, a
ocorrénica de lactonas 8 B-substituidas € um traco compartilhado que reforca sua
proximidade com Heliantheae (PELSER e WATSON, 2009).

Algumas revisdes sobre a diversidade quimica em subtribos de Eupatorieae
(Critoniinae, Disynaphinae, Oxylobinae, Eupatoriinae) especialmente focadas em
diterpenos e lactonas sesquiterpénicas foram elaboradas ha alguns anos (DE
GUTIERREZ et al, 2001; HERZ, 2001; HERZ, 2003; HERZ, 2004). De modo geral,
depreende-se que apesar de lactonas sesquiterpénicas serem recorrentes nas
diversas subtribos, elas ndo sdo onipresentes, havendo muitas ocorréncias de
espécimes, espécies e mesmo géneros inteiros em que sesquiterpenoides
lactonizados nao foram localizados durante a prospeccdo quimica. Em muitas

espécies de Eupatorium esse tipo de substacia também ja foi isolada.

Quando presentes, estas substacias podem ser desde muito simples a altamente
funcionalizadas, o que pode ter valor taxon6mico importante, especialmente nesta
familia em que os diversos modos de propagacédo, reproducao, hibridizacdo e
microespeciacdo, costumam confundir os limites entre espécies e dificultar o
estabelecimento de relac6es filogenéticas entre os taxons (ITO et al., 2000a, ITO
et al., 2000b, SCHILLING, 2011, SCOTT et al., 2012).

As lactonas sesquiterpénicas, apresentando um radical isopropila oxidado e
convertido a uma lactona, usualmente uma y-lactona, sao de grande interesse, pois
apresentam importantes atividades terapéuticas (DE KRAKER et al., 2002), como
atividade anti-inflamatéria (MELO et al., 2005); atividade inibitéria sobre a liberacao
de elastase neutrofilica humana (ARAKAWA et al., 2008) e atividade antioxidante
hormética (ativacdo em baixas doses das respostas antioxidantes do organismo),
entre outras (UMEMURA et al., 2008).
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Dada a grande diversidade quimica e atividades farmacoldgicas dessa classe de
substancias, bem como a frequéncia com que sdo encontradas em Asteraceae,
este capitulo tem por objetivo a investigacdo da presenca de lactonas

sesquiterpénicas em espécies de Eupatorium nativas do Rio Grande do Sul.
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3.2 OBJETIVO GERAL

Como uma contribuicdo ao conhecimento da quimica de terpenoides de
espécies de Eupatorium, o objetivo do trabalho descrito neste capitulo foi a
caracterizacdo da presenca de lactonas sesquiterpénicas nas partes aéreas de

espécies de Eupatorium (s.l.) nativas no Rio Grande do Sul.

3.2.1 Objetivos especificos

- Obtencédo do extrato diclorometano por lavagem de folhas e inflorescéncias

integras de seis espécies de Eupatorium para triagem.

- Andlise do extrato diclorometado em IV (Infravermelho) para caracterizacao da
presenca e intensidade da banda de absorcao caracteristica de lactonas.

- Obtencdo do extrato diclorometano por lavagem de folhas e inflorescéncias
integras de E. inulifolium e E. casarettoi e fracionamento cromatografico dos

extratos obtidos.

- Obtencao do extrato rico em lactonas de E. laevigatum pelo método de Herz-
Hogenauer

- Utilizacdo do método de Herz-Hégenauer modificado (HERZ e HOGENAUER,
1961) para obtencédo de um extrato especifico para lactonas das partes aéreas de

E. laevigatum.

- Obtencdo do extrato lactbnico de E. tremulum pelo método
daderivatizacao/extracdo com dimetilamina-lodeto de metila

- Aplicacao da técnica especifica para obtencdo de extrato enriquecido em a-

metileno-y-lactonas a partir do extrato diclorometano de E. tremulum.
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3.3 REVISAO DA LITERATURA

Definicdo

As lactonas sesquiterpénicas sao um grupo bastante diversificado na classe
dos terpenoides. Mais de 4000 estruturas diferentes ja foram elucidadas (LIU et al
2013), sendo que a grande maioria delas é encontrada em plantas da familia
Asteraceae, bem como em Apiaceae, Acanthaceae, Anacardiaceae,
Amaranthaceae entre outras (DURAIPANDIAN et al , 2012). Essas substancias tém
como caracteristica distintiva a forte absorcéo na regido de 1760 cm* do espectro
de infravermelho, conforme Figura 3.1 (IRANSHAHI et al, 2007), o que pode ser
facilmente utilizado em triagens para a localizacdo de espécies produtoras desta
classe de terpenos.
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Figura 3.1: Espectro de IV de um extrato rico em lactonas (quadro superior 1765) e pobre em
lactonas (quadro inferior 1709) (IRANSHAHI et al, 2007).
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Tabela 3.1: banda de absorcao IV tipicas de ésteres e lactonas (Adaptado de Pavia, 2008 e

Nakanishi, 1962).
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Distribuicdo e Localizacao

O padréo de distribuicdo das lactonas sesquiterpénicas nas plantas esta
normalmente correlacionado com o padrdo de seus precursores, 0S
sesquiterpenoides (germacreno A e amorfa-4,7(11)-dieno). Ou seja, séao
encontrados em tricomas glandulares nas flores das Asteraceae em que O
precursor € sintetizado nesse tipo de estrutura (Artemisia, Tanacetum, Pyrethrum,
Smallanthus) e nos canais laticiferos quando esta é estrutura secretora de

sesquiterpenoides (Lactuca sp., Cichorium sp.), etc.

MENIN e colaboradores (2012) isolaram uma germacreno A sintase da
alcachofra e a correlacionaram positivamente com o teor de cinaropicrina (lactona
sesquiterpénica responsavel pelo amargor) nos diferentes 6rgaos (a alcochofra nédo
possui tricomas glandulares ou canais laticiferos, como ocorre em Tanacetum e

Lactuca), mas a relagcdo com os dutos secretores nao foi avaliada.

Em 2011, MAJDI e colaboradores descreveram a producéo de partenolideo

em Tanacetum parthenium (partenolideo é um derivado epoxidado do

157



costunolideo). Essa substancia esta positivamente correlacionada com a
expresséo de germacreno A sintase (ocorrem num gradiente, desde ausentes nas
raizes até a concentracdo maxima no ovario das flores tuberosas do capitulo floral
durante o inicio da floracdo) e com a concentracdo de tricomas glandulares nos
diferentes 6rgdos. Dessas correlagcfes se conclui que o partenolideo € sintetizado
via germacreno A nos tricomas glandulares das flores. Nesse experimento, o
partenolideo foi extraido diretamente dos tricomas por lavagem com cloroférmio,
que € uma metodologia de extracdo que so solubiliza o material externo a planta
(Figura 3.2).

LOPES e colaboradores (2013) demonstraram a biossintese dos
melampolideos uvedalina e enidrina em Smallanthus sonchifolius (Asteraceae) via
MEP, com incorporacao de epoxitiglato via isoleucina e localizaram esse processo

nos tricomas glandulares pela utilizacdo de imageamento com MALDI-EM.

X500

Figura 3.2: Tricomas glandulares de T. parthenium antes e apds lavagem com cloroférmio. Essa
técnica possibilita a extracdo do conteddo glandular sem extrair o material interno da planta
(Adaptado de MAJDI, 2011).

Estrutura e Biogénese

Estruturalmente, boa parte dos esqueletos das lactonas sesquiterpénicas
sdo idénticos aos esqueletos de sesquiterpenoides. Entretanto, a grande maioria
delas estd biossinteticamente relacionada ao germacreno A, pela modificacdo
posterior desse precursor sesquiterpenoidico ja lactonizado, e nédo pela

lactonizacdo posterior dos esqueletos rearranjados, como poderia parecer em uma
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simples comparacédo das estruturas. Uma excecao a essa regra sao as lactonas
sesquiterpénicas derivadas do amorfa-4,7(11)-dieno, como a artemisinina, para as
quais foram identificadas enzimas especificas que levam do precursor ja ciclizado
aos derivados lactonizados (TEOH et al, 2006).

Enzimas implicadas na oxidacdo de terpenoides em Lactuceae, por
exemplo, sédo caracterizadas pela grande quantidade de substratos que sao
capazes de oxidar (desde que possuam um radical isoprop(en)ila: germacrenos,
bisabolenos, selinenos) (DE KRAKER et al, 2003). Pelo contrario, a enzima com
essa atividade em Artemisia annua, CYP71AV1, é extremamente especifica,
catalisando a oxidag&o em trés passos: do amorfa-4,7(11)-dieno, a amorfa-4,7(11)-

dien-12-ol, a amorfa-4,7(11)-dien-12-al e finalmente, deste a acido amorfa-4,7(11)-

dien-12-oico, sem aceitar outros substratos, conforme Esquema 3.1 (TEOH et al,
2006).

|
O

amorfa-4,7(11)-dieno amorfa-4,7(11)-dien-12-ol amorfa-4,7(11)-dien-12-al
- artemisinina

acido artemisinico

Esquema 3.1: Biossintese de lactonas sesquiterpénicas utilizando amorfa-4,7(11)-dieno como
precursor (Adaptado de TEOH, 2006).

Ainda, considerando a estrutura das lactonas sesquiterpénicas,
normalmente a lactonizag&o ocorre no radical isopropila ou isopropenila, tanto em
C6 quanto em C8, depois que esses carbonos sao hidroxilados. Como o radical
isoprop(en)ila esta sempre em posigao B (por razdes biogenéticas), e as hidroxilas
em C6 e C8 podem estar tanto em posi¢ao a quanto 3, existem basicamente quatro
grupos de lactonas quanto a posi¢cao do anel ciclopentano y-lacténico: 6,12 cis e
8,12 cis; 6,12 trans e 8,12 trans, conforme Esquema 3.2 (YOSHIOKA et al, 1973).0
precursor primario das lactonas sesquiterpénicas é o costunolideo, derivado direto

da lactonizacdo do germacreno A, a partir do qual todas as outras estruturas sao
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formadas (exceto aquelas relacionados a artemisinina). Modificacdes posteriores
desse precursor dao origem aos quatro grandes principais grupos de estruturas de
lactonas sesquiterpénicas: os germacranolideos (com os quatro subgrupos
apresentados no Esquema 3.2), os elemanolideos, os eudesmanolideos e 0s
guaianolideos. Além disso, quanto a conformacdo das duplas ligagGes internas,
existem quatro grupos de germacranolideos: trans,trans-germacranolideos,
heliangolideos, melampolideos, e cis,cis-germacranolideos (TASHKHODZHAEV &
ABDUAZIMOV, 1997). Modificacbes posteriores desses esqueletos originam
estruturas biogeneticamente cada vez mais evoluidas, formando um gradiente com
valor quimiotaxonémico (FISCHER et al, 1979; TASHKHODZHAEV &
ABDUAZIMOV, 1997).

A implicagcdo do germacreno A na rota biossintética das lactonas
sesquiterpénicas ja foi provada diretamente pelo isolamento de todas as enzimas
relacionadas ao processo em muitas espécies de Asteraceae, como as Lactuceae
Cichorium intybus e Lactuca sativa, a Carduoideae Cinara scolymus, a
Anthemideae Tanacetum parthenium e outras (DE KRAKER et al., 1998; DE
KRAKER et al., 2002; DE KRAKER et al., 2003; IKEZAWA et al., 2011; LOPES et al.,
2013), sendo o costunolideo a lactona sesquiterpénica basica. Alguns rearranjos
do costunolideo ocorrem apo6s a epoxidacédo das ligacaoes duplas internas (4,5 —
guaianolideos; 1,10—eudesmanolideos) (Esquema 3.3). Modificacdo enziméaticas
posteriores e funcionalizagdo em varias posicfes originam as mais diversas

estruturas que compdem esta classe de terpenos.
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Esquema 3.2: Biossintese de lactonas sesquiterpénicas utilizando o germacreno A como precursor.
Entre colchetes, os quatro isbmeros geométricos (E,Z) em relacéo as ligagbes duplas internas no
esqueleto sesquiterpénico. Acima, os quatro isbmeros em relagcdo ao anel lactdnico (6 ou 8, cis ou

trans) (Adaptado de FISCHER et al, 1979).
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o

eudesmanolideo

costunolideo

guaianolideo

Esquema 3.3: Costunolideo como precursor das quatro classes mais numerosas de lactonas

sesquiterpénicas (costunolideo também é o precursor das lactonas com esqueleto germacrano).

O conjunto do gene e da enzima codificada CYP540 (CYP71BL1) foi
recentemente isolado de Helianthus annum (girassol), cuja atividade € a catalise da
hidroxilagao 8B do acido germacrenoico A. A busca por sequéncias similares em
Lactuca sativa resultou na identificacdo de uma enzima (CYP71BL2) que catalisa
a hidroxilagdo 6a do mesmo acido. Assim, as duas enzimas realizam atividades
com diferentes régio- e estereosseletividades. A caracterizacdo dos produtos
formados revelou ainda que o acido 8B-OH-germacrenoico A é relativamente
estavel, enquanto o acido 6a-OH-germacrenoico A lactoniza-se espontaneamente
mesmo em temperatura ambiente e pH neutro, formando a mais simples das

lactonas sesquiterpénicas, o costunolideo.

A diferenca em estabilidade das duas moléculas se deve principalmente a
conformacao preferencial do anel induzida pela presenca do grupo acido
isopropilico em posi¢éo B; nessas conformagdes, a hidroxila em a fica muito mais
proxima ao grupo carboxilico do que a hidroxila em 3 (de certo modo, isso pode ser
correlacionado com observagdes muito antigas de que 6a-OH-8,12-lactonas e 8-

OH-6,12-lactonas, apos abertura do anel em meio alcalino, sempre relactonizam
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como 83-OH-6,12-lactonas (YSHIOKA et al, 1973)). A comparacao dos genes para
as duas enzimas, com milhares de sequéncias depositadas em bancos
especializados revelou a presenca de genes com alta similaridade com CYP71BL2,
costunolideo sintase, em praticamente toda a familia asteraceae, juntamente com
as enzimas germacreno A sintase e germacreno A oxidase, responsaveis pela
biossintese do germacreno A e sua transformacdo em 4cido germacrenoico A,
respectivamente. CYP71BL2 apenas nao foi localizado na tribo Heliantheae,
coincidentemente onde séo localizados homologos de CYP71BL1. Dessa forma,
postula-se que a hidroxilagdo em 83 ou a presenga da enzima CYP71BL1, seja
uma evolugao recente em Heliantheae, decorrente de uma mutagdo em CYP71BL2
ocorrida em um ancestral dessa tribo, enquanto a produgcédo de germacreno A, sua
oxidacdo a acido germacrenoico A e a hidroxilacdo e simultanea lactonizacao
deste, seja um traco basal e conservado em todo o restante da familia (pelo menos
ao nivel genético) (IKEZAWA et al, 2011). Como a lactonizagao de acido 83-OH-
germacrenoico nao ocorre espontaneamente, deve haver algum sistema

enzimatico que a catalise, mas ainda nao foi identificado.

Uma caracteristica distintiva de lactonas sesquiterpénicas em Asteraceae e
em Apiaceae € a estereoquimica em C6. Lactonas sesquiterpénicas do grupo
guaianolideo em Asteraceae sao 6a,12-trans enquanto as de Apiaceae sao 6[3,12-
cis, entretanto, a sua biossintese ainda nao foi suficientemente estudada (HOLUB

& BUDESINSKY, 1986).

No Esquema 3.4 esta representado um quadro geral da diversidade
estrutural de lactonas sesquiterpénicas. A partir de uma estrutura inicialmente muito
simples, o costunolideo, germacranolideos, eudesmanolideos e guaianolideos séo
formados. Modificacdes dessas estruturas, como a sintese de eudesmanolideos ou
pseudoguaianolideos, indica certa evolugdo quimica das plantas que as realizam.
Ja as modificagbes do esqueleto pseudoguaianolideo sdo evolutivamente bem

mais recentes, conforme Esquema 3.4.
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Esquema 3.4: Germacreno A como precursor das lactonas sesquiterpénicas (apenas lactonas 6,12
sdo mostradas no esquema). Cada grupo entre colchetes indica um novo passo evolutivo nas
espécies que os sintetizam (Adaptado de YOSHIOKA et al, 1973; FISCHER et al, 1979).

Atividades

Foi apresentada uma revisdo das lactonas sesquiterpénicas ja isoladas na
tribo Chicorieae (Lactuceae) de Asteraceae. Nessa tribo estdo agrupas muitas

espécies comestiveis (alface, chicoria, almeirdo), e as lactonas sesquiterpénicas &
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atribuido o amargor caracteristico das mesmas. Além disso, como
sesquiterpenoides exercem uma grande variedade de atividades, que incluem
toxicidade para algumas linhagens tumorais e inducédo de enzimas desintoxicantes,
o conteudo de sesquiterpenoides de espécies da tribo Chicorieae pode contribuir
para as propriedades promotoras da saude atribuidas as mesmas. Quimicamente,
as mais de 350 estruturas ja isoladas de espécies da tribo se restringem a apenas
3 esqueletos: guaianolideos (243), eudesmanolideos (73) e germacranolideos
(44), com um padrdo muito diversificado de substituicbes, especialmente
glicosilacdo (ZIDORN, 2008).

De uma espécie da tribo Anthemideae, Tanecetum parthenium, foi isolado o
partenolideo, o principal responsavel pelas atividades contra febre e enxaqueca
atribuidas a esta planta. A lactona é comercializada para o tratamento da
enxaqueca, e recentemente sua atividade antitumoral por inibicdo de NF-kB tem
merecido destaque. Entretanto, a substancia apresenta muito baixa
hidrossolubilidade, o que dificulta sua utilizagdo na terapia, mas a recente producao
de derivados hidroxilados e esterificados pode facilitar sua utilizagdo terapéutica.

A grande maioria das lactonas sesquiterpénicas farmacologicamente ativas
possuem uma lactona do tipo ciclopentano a-metileno y-lactona a,B-insaturada.
Esse tipo de estrutura é bastante reativa, podendo interagir com sulfidrilas
proteicas, inativando-as (ndo € o caso para as lactonas ciclopentano a-metila y-
lactona). Esse € 0 mecanismo proposto, por exemplo, para a lactona 1pB-
hydroxyalantolactone, isolada dos extratos de Inula japonica, para a qual se atribui
a atividade de inibicdo da ubiquitinacdo durante a ativacdo de NF-kB desencadeada
por TNFa. A 1B-hydroxyalantolactone se ligaria covalentemente a cisteina do sitio
ativo da enzima ubiquitinadora, impedindo a ubiquitinacdo da necessaria a cascata

inflamatoéria (LIU et al, 2014).

Esquema 3.5: Representacdo da reacdo de a-metileno-y-lactonas com sulfidrilas..
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Tapsigargina e helenalina sdo duas lactonas com esqueleto guaianolideo
(6,12 e 8,12, respectivamente). A primeira inibe as bombas Ca-ATPase do reticulo
endoplasmatico e sarcoplasmatico. A helenalina inibe a via do NF-kB através da
inibicdo da ligacdo de p65 ao DNA, sendo utilizada topicamente como anti-
inflamatoéria, mas tem recebido muita atengcdo devido a implicacdo de NF-kB no
cancer. A santonina (eudesmano) apresenta um longo histérico de utilizagédo como
antiparasitario (DUPLAN et al, 2014). Muitas lactonas sesquiterpénicas com
estrutura a-metila-y-lactona também excercem atividades farmacoldgicas, como a

tapsigargina, a artemisinina e a santonina.

Eupatorium

Entre as lactonas ja isoladas de Eupatorium encontram-se
germacranolideos, guaianolideos, heliangolideos (KING e ROBINSON, 1987
HERZ, 2001), germacradienolideos, elemanolideos, elemadienolideos,
eudesmanolideos, melampolideos, partenolideos, cronquistiolideos, grazielolideos
e isoguaiagrazielolideos (HERZ, 2001; HERZ, 2004; HUO et al., 2004; YUE et al.,
2004). Muitas lactonas isoladas de espécies de Eupatorium foram avaliadas quanto
a sua atividade citotoxica in vitro contra células de varias linhagens tumorais - E.
cannabinum (WOERDENBAG et al, 1988); contra células P-388 e A-549 — E.
lindleyanum (HUO et al. 2004); E. chinense (LIAW et al. 2008); atividade inibitoria
sobre a degranulacdo em células RBL-2H3 de leucemia basofilica de ratos - E.
chinense (ITOH et al, 2009) e atividade repelente contra formigas — E.
quadrangulare (OKUNADE e WIEMER, 1985).

3.4 MATERIAIS E METODOS

3.41 Material vegetal

As espécies foram coletadas de populacdes nativas do Estado do Rio
Grande do Sul. A identificagédo boténica foi realizada pelo botanico Prof. Dr. Sérgio
L. Bordignon. Uma exsicata de cada exemplar foi depositada no herbéario da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — ICN, conforme Tabela 3.2.

3.4.2 Extracgao por lavagem com diclorometano
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Inicialmente, para triagem, uma amostra de 5 g de folhas nao rasuradas e/ou
flores de cada planta coletada foi extraida (lavada) com 30 mL de diclorometano
durante 30 s em Erlenmeyer. A solucdo extrativa foi filtrada em algodédo e
concentrada em evaporador rotativo a 40°C. Os extratos foram ressuspendidos em
1,6 mL de metanol, centrifugados a 8000 rpm (5min), filtradas com filtro TPFE 45/25
e secos em fluxo de N2 e entéo analisadas em IV.

Posteriormente, o material vegetal fresco intacto (1,5 kg de partes aéreas de
E. inulifolium e 5,0 kg de E. casarettoi) foi submetido a extracéo por lavagem com
diclorometano em uma proveta de 1 L. Para isso, galhos da planta foram imersos
na proveta contendo 1 L de diclorometano e agitados manualmente durante 30 s.
Ao final desse tempo, novos galhos foram submetidos ao processo com 0 mesmo
solvente. O solvente da solucéo extrativa foi evaporado em evaporador rotatério

sob presséao reduzida em banho termostatico a 40 °C.
3.4.3 Extracao Herz-Hogenauer

Partes aéreas frescas trituradas de E. laevigatum (240 g) foram maceradas
com 1 L de diclorometano em um frasco de vidro protegido da luz com papel
aluminio por uma semana. A solugéo extrativa foi filtrada e o solvente foi eliminado
em evaporador rotativo (HERZ e HOGENAUER, 1961).
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Tabela 3.2: Lista de coletas para pesquisa de lactonas sesquiterpénicas.

ICN: Codigo do Herbario; GPS: sistema de geoposicionamento global

Eupatorium Sect Segdo
Secéo Sect. Cylindrocephala Sect. Subimbricata : Lo
(Cabrera) Dimorpholepis | Symphyopappus
Espécie E_ivifoli E laevi E inulifoli E i E pol h E | E. E .
(Cabrera) . ivifolium . laevigatum . inulifolium . picturatum . polystachyum . tremulum gaudichaudian . casarettoi
L. Lam. Kunth Malme DC. Hook. & Arn. um DC Hieron.
Sir_monl'mia Chromolaena Austroeupatorium , Raulinoreitzia Raulinoreitzia Gr_azielia -
(King e ivifolia (L.) Chromolaena inulifolium (Kunth) Austroeupatorium crenulata tremula (Hook. & gaudichaudea | S. casarettoi (Hi
Robinson) S laevigata (Lam.) : picturatum (Malme) . na (DC.) eron.) R.M.King
R.M.King & R.M.King & H.Rob R.M.King & R.M.King & H.Rob (Sprengel) Arn. ) R.M.King & R.M.King & & H.Rob
H.Rob. o ' ’ H.Rob. o ) " | R.M.King & H.Rob. H.Rob. .H .Rob ’ ’

Subtribo
(King e

Robinson)
o ) ”

GPS S 29°14'29.6” S 29°16'03.5” S 29927'55.2" S 29916'28.1” S 29°16'03.5” s3002457 | S2° 1\/3 58.9" | 5 0005729.27”

W 050°44'06.1” | W 050°44'21.3° | W 050°33'25.8" | W 050°44'20.8" W050°4421.3" | W051°21'41.14" | o oo o, | W050°08'08.50"
Altitude 2692 ft=821m | 2297f=700m | 1916ft=583m | 2050 ft = 625 m 2297 ft = 700 m 20 ft =6 m 2365 21: 721 20 ft =6 m
Hora 14:50 h 16:00 h 1245 h 16:30 16:00 h 10:00h 15:50 h 11.00h
Data 13/04/2010 13/04/2010 13/04/2010 13/04/2010 13/04/2010 14/01/2011 13/04/2010 13/03/2010
ICN 150829 146973 146978 146979 146980 106808 146974 148331
6rgéo flores | folhas | flores | folhas flores | folhas | flores | folhas partes aéreas flores | folhas | partes aéreas | flores | folhas
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O extrato (9,51 g) foi suspendido em agua:metanol (80:20) e submetido a
tratamento com acetato de chumbo para precipitacéo de clorofilas e gorduras. Esse
procedimento foi realizado duas vezes, com volumes diferentes de solucédo de
acetato de chumbo, devido a dificuldade para solubilizacdo da amostra na primeira

tentativa, com rendimentos de 0,5 e 7,5 g, respectivamente.
3.4.4 Extragao para a-metileno-y-lactonas

Partes aéreas frescas trituradas de E. tremulum (1.0 kg) foram maceradas
com 3 L de diclorometano em um frasco de vidro protegido da luz com papel
aluminio por uma semana. A solugéo extrativa foi filtrada e o solvente foi eliminado
em evaporador rotatorio, resultando 80 g de um extrato viscoso. Uma aliquota de 6
g foi dissolvida em AcOEt (10 mL) e foi adicionada dimetilamina (solucédo aquosa
33%, 2 mL). Depois de 1h a mistura foi diluida com AcOEt (5 mL) e lavada com
agua (3x 10 mL). A fase orgéanica foi concentrada (1mL) e &cido acético glacial
EtOOH (2 mL) foi adicionado com homogeneizagcédo continua. Os acetatos foram
extraidos em agua (6 x 10 mL) e a fase aquosa foi lavada com AcOEt (6 x 10 mL),
neutralizada com solugdo saturada de Na2COs, e entdo reextraida com AcOEt (6 x
10 mL). O extrato AcOEt foi seco (MgSO3), filtrado e concentrado (~80 mL). lodeto
de metila (1 mL) foi adicionado e a mistura reagiu por 2 h. Uma solu¢édo saturada
de Na2COs foi adicionada (pH ~9) e a mistura resultante deixada a temperatura
ambiente por 1 h. Depois foi adicionado agua (5 mL) e a mistura foi extraida com
AcOEt (6 x 10 mL), seca em (MgSOs) e evaporada sob pressao reduzida a 40 °C
(Esquema 3.6) (LIMA et al, 1985; ALVES, 2012).
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Esquema 3.6: Derivatizagdo/extragcdo de a-metileno-y-lactonas: t.a. (temperatura ambiente), Me2NH

(dimetilamina); Mel (iodeto de metila). Detalhes no texto (sec&o 3.4.5).

3.4.5 Analise em Infravermelho

As analises de espectroscopia no Infravermelho foram realizadas em um

equipamento Spectrum BX da Perkin Elmer, com amostra solida ou pastosa, sem

diluicao.

3.4.6 Cromatografia gasosa
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Extratos de lactonas sesquiterpénicas foram ressuspendidos em
diclorometano. As analises foram realizadas em um equipamento CG 7890A
acoplado ao detector de massas 5975¢c EM (Agilent Technologies, CA, USA) ou
QP5000 (Shimadzu, Quito, Japao), equipados com coluna DB-5 (25 m, 0,25 mm de
diametro interno e filme de 0,25 ym de espessura) operando com energia de
ionizagdo de 70 eV e temperatura de interface de 250°C. A temperatura foi
programada de 60°C a 300°C a 3°C/min, com hélio como gas carreador a 80 kPa e
fluxo de 1 mL/min. Alternativamente, um método com temperatura programada de

60°C a 300°C em 12 min foi utilizado para analise das fracoes.
3.4.7 Cromatografia em coluna flash

Para cromatografia em coluna aberta foi utilizada silica gel 60G 70~230
Mesh e solventes pentano, hexano, éter etilico, acetato de etila, metanol Merck e
Vetec.

3.4.8 CLAE

Para a analise das frac6es da CC flash da fracdo acetato de etila do extrato
diclorometano de E. inulifolium foi utilizado CLAE/DAD (Waters, detector PDA) com
coluna de fase reversa C18 (250x4.6 mm, 5um, marca MN) utilizando um gradiente
de ACN:agua 0 a 100 em 20 min (o tempo total foi ajustado para 30 ou 40 min,
mantendo-se o fluxo, dependendo da complexidade da amostra), com 4 min de

manutencdo em 100% de eluente organico ao final da corrida.

3.4.9 Espectroscopia de RMN

As analises de espectroscopia de RMN foram realizadas em um
equipamento FTNMR de 60 MHz da Anassazi (Central analitica da FACFAR). As
analises em 300 MHz foram realizadas em um equipamento Varian Inova (Central
Analitica do IQ/UFRGS) ou Bruker DPX400 (LabRMN da UFSM). Utilizando CDCl3

como solvente.
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3.5 RESULTADOS

Foram avaliadas inicialmente, pelo método de lavagem com diclorometano
e andlise IV do extrato 6 das espécies coletadas. Posteriormente, duas delas foram
novamente extraidas e o extrato foi fracionado e analisado. Alternativamente, a
extragdo proposta por Herz-Hbgenauer para lactonas foi realizada em E.
laevigatum e a extracdo especifica para a-metileno-y-lactonas foi aplicada a

E.tremulum.

3.5.1 Triagem para lactonas sesquiterpénicas superficiais

O estudo das lactonas sesquiterpénicas de Eupatorium seguiu a metologia
proposta por IRANSHAHI e colaboradores (2007): lavagem com diclorometano,
evitando assim a extracdo de clorofila, e posterior analise em IV para deteccao de
banda de lactona. A banda caracteristica de lactonas sesquiterpénicas ocorre logo
acima de 1760 cm™. As espécies analisadas e os resultados encontram-se na
Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Absor¢éo no IV dos extratos superficiais de espécies de Eupatorium.

Espécie Orgéo Acmt Formato da banda
E. ivifolium Folhas 1672 fraca, aguda
E. ivifolium Flores 1692 fraca

E. laevigatum Folhas 1720 fraca

E. laevigatum Flores 1652 fraca

E. inulifolium Folhas 1737 forte, estreita
E. inulifolium Flores 1732 fraca, estreita
E. picturatum Folhas 1706 aguda

E. picturatum Flores 1654 fraca

E. polystachyum Partes aéreas 1679 forte, aguda
E. gaudichaudianum | Partes aéreas 1692 forte, aguda

Como pode ser observado, nenhum dos extratos analisados apresenteu a
banda de absorcdo pronunciada (forte e larga) na regido esperada, como
caracteristico de y-lactonas, sinalizando a presenca em concentracdo muito baixa
ou até mesmo a auséncia deste tipo de composto na maioria dos extratos
analisados. Os espectros encontram-se no na Figura 3.3 e no Anexo |. A Tabela

3.4 apresenta o maximo de absorcao IV de lactonas sesquiterpénicas selecionadas
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ja isoladas de espécies de Eupatorium, com diferentes nucleos e com C13 a-
metileno ou a-metila. Todas apresentam a banda de lactona acima de 1760 cm™™.
Suas estruturas podem ser visualizadas na Figura 3.4. Nessa mesma figura pode-
se perceber que as lactonas sesquiterpénicas frequentemente séo funcionalizadas
pela esterificacdo com acidos com estrutura isoprénica (acido tiglico, &cido
angélico, acido isovalérico e seus epoxidos). Essas estruturas absorvem na faixa
de 1700-1750 do infravermelho (ésteres), mas sua absorcdo néo se confunde com

a absorcao tipica de y-lactonas.

Ainda na Tabela 3.3, na Figura 3.3 e no Anexo |, pode ser observado que,
diferentemente dos outros extratos analisados, o extrato das folhas de E. inulifolium
apresenta uma banda bastante forte e muito caracteristica em 1737 cm que,
apesar de ndo poder ser descrita como larga, como se esperaria de uma banda de
absorcdo de uma lactona, pode certamente indicar a presenca em concentracao
elevada de um composto com uma carbonila. Sobre a absorcao no infravermelho
pode-se dizer que bandas em 1715 cm, caracteristicas de cetonas, estdo no
centro de dispersao das absor¢des observadas em compostos carbonilicos, logo
acima (1725 cm) aparecem os aldeidos, e em 1735 cm™ os ésteres. Uma banda
de absorcdo em 1735 cm, poderia ser originada tanto por um éster simples, quanto
ciclico (lactona), desde que contendo seis ou mais membros (ndo tensionado). Um
namero menor de membros no anel, com consequente aumento de tensédo, seria
refletido em um aumento da frequéncia de absorcdo (1770 cm™ para 5 membros,
como usual em lactonas sesquiterpénicas e 1820 cm™ para 4 membros). Estes
aumentos de frequéncia observados em anéis menores e mais tensos, poderiam
ser exacerbados por ligacdes duplas adjacentes ao oxigéncio nao carbonilico
(1760-1800 cm) ou contrabalanceados por ligagGes duplas adjacentes a carbonila
(1725-1750 cm-1) (Tabela 3.1) (PAVIA et al., 2005; NAKANISHI, 2008).
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Figura 3.3: Espectro infravermelho dos extratos das folhas e das inflorescéncias de E.inulifolium.
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Tabela 3.4: Absorbancia do IV de artemisinina e de lactonas isoladas de espécies do género Eupatorium (regido de 1600-1800 cm-1).

espécie nacleo nome lactona éster | aldeido | cetona | alceno
1 E. glaberrimum heliangolideo 4’-desidrochromolaenideo 1760 1690
2 | E. ballotaefolium heliangolideo conoprasiolideo-5-O- 1772 1735 1705
acetato
3 E. altissimum heliangolideo 8B-tigloiloxipreeuparundin 1760 1730 1710
4 E. nelsonii germacranolideo 4’-hidroxiliacilindrolideo 1755 1710 1645
5 E. intermedium germacranolideo 8p-angeloiloxi-9B-- 1780 1730
hidroxicostunolideo
6 E. intermedium germacranolideo disifiolideo 1775 1750 1725 1640
B-lactona
7 E. intermedium elemanolideo disinafiolideo 1835;y-lactona | 1730 1685
1775
8 E. lindeleyanum cadinanolideo eupalinilideo M 1761 1709 1676
9 E. lasiophthalmum guaianolideo 1.[3’10p_ep0.X|_,25_ 1772 1667
hidroxikauniolideo
10 Artemisia annua cadinanolideo artemisinina 6-lactona -
1750

1: AHMED et al (1985); 2: BOHLMANN et al 1980; 3: BOEKER et al (1986); 4: BOHLMANN et al (1985); 5: BOHLMANN et al (1981); 6: BOHLMANN et al
(1981); 7: BOHLMANN et al (1981); 8: YE et al (2008); 9: De GUTIERREZ et al (1990)

175




Figura 3.4: Algumas lactonas sesquiterpénicas isoladas de espécies de Eupatorium. Nomes,
referéncias e absorcdo IV para cada substancia podem ser localizadas na Tabela 3.3.

Dentre as seis espécies analisadas neste trabalho, apenas as amostras
obtidas da lavagem das folhas de E. inulifolium apresentaram uma banda de
absorcao forte caracteristica de carbonilas, suficiente para indicar abundancia do
material no extrato. Entretanto, seu valor, consideravelmente abaixo de 1750 cm™
indica que ndo seja uma y-lactona. Segundo IRANSHAHI e colaboradores (2007),
apenas bandas acima de 1765 cmt, fortes e largas, deveriam ser consideradas em
triagens. Outras fontes ddo ainda o valor de 1770 cm™ como referéncia para y-
lactonas, sendo os valores entre 1750 e 1735 cm™ encontrados em &-lactonas e

ésteres abertos, respectivamente.

Como exposto, nenhuma das amostras analisadas no ensaio preliminar
revelou a presenca da banda de absorcdo no IV caracteristica de y-lactonas
sesquiterpénicas. Entretanto, afim de avaliar a possibilidade de que outros

compostos mais abundantes contendo carbonilas, estivessem mascarando a
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banda de absorcdo de y-lactonas, as espécies E. casaretoi, E. inulifolium e E.
tremulum foram extraidas em maior quantidade e submetidas a técnicas

especificas para lactonas.

3.5.2 Lactonas sesquiterpénicas superficiais

Foi realizada extragéo por lavagem com diclorometano de material de trés

espécies coletadas em maior quantidade.
3.5.2.1 Extrato diclorometano superficial de Eupatorium casarettoi

Foi realizada a lavagem superficial de partes aéreas de E. casarettoi, com
posterior evaporacaodo solvente, obtendo-se ao final 238 g de um extrato resinoso

de aspecto vitreo.

Material vegetal: 5 kg
Diclorometano: 5L

Residuo Seco: 238 g (4,8%)

O extrato seco (10 g) foi pulverizado com gel de silica e submetido a
cromatografia em coluna aberta (Flash) (20x10 cm) com solventes de polaridade
crescente, obtendo-se 17 fragdes. Foram coletadas fracfes de 100 mL, conforme
Tabela 3.5 e o rendimento de cada fracdo esta descrito na Tabela 3.6: Inicialmente
foi planejada a andlise dessas frac6es no Infravermelho para identificacdo daquelas
fracbes potencialmente compostas por lactonas sesquiterpénicas, entretanto,
devido a dificuldades técnicas com o equipamente durante aquele periodo, as
analises prosseguiram levando em conta outros critérios, como rendimento do

extrato e ocorréncia de precipitagdo ou cristalizacao, por exemplo.

Tabela 3.5: Fracionamento do extrato diclorometano superficial das partes aéreas de E. casarettoi.

Silica 60 g
Amostra 10g (fragbes) 100 mL
Solvente Hexano (H) 1,2,3,4
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Eter etilico (E) 5,6,7

Diclorometano (D) 8,9,10
Acetato de etila (A) 11,12,13,14
Etanol (Et) 15,16

Metanol/acido acético (M) | 17

Tabela 3.6: Rendimento das fracdes do extrato diclorometano de E. casarettoi:

Fracéo Massa (g) (%)
1 H H1 0 0,0%
2 H2 0 0,0%
3 H3 0 0,0%
4 H4 0 0,0%
5 El 0 0,0%
6 E E2 1,85 18,5%
7 E3 2,25 22,5%
8 D D1 2,64 26,4%
9 D2 0,91 9,1%
10 D3 0,4 4,0%
11 Al 0,2 2,0%
12 A A2 1,3 13,0%
13 A3 0,1 1,0%
14 A4 0,4 4,0%
15 Et Etl 0,1 1,0%
16 Et2 0,1 1,0%
17 M M1 0,1 1,0%

Total 10,35 103,5%

H: fracdes hexano; E: éter etilico; D: diclorometano; A: acetato de etila: Et: etanol: M: metanol

O rendimento das fracdes indica que o extrato particionou pouco, ficando
distribuido entre as fracdes éter etilico e diclorometano, principalmente. Todas elas
tiveram perfil cromatogafico em CCD (sistema eluente hexano:cloroférmio (60:40))
bastante semelhantes entre si (dados ndo mostrados).

As fragbes DD3 (fracéo 10, diclorometano), e DE23 (fracbes 6 e 7, E2 e E3)

foram analisadas mais detalhadamente.

Fracdo D3

A fragcdo DD3 formou um precipitado branco apenas soluvel em tolueno, e
sua analise cromatogréafica CG/MS revelou a presenca de aldeidos de cadeia longa

como principais componentes: aldeido miristico, cerético, montanico e melissico
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(C24, C26, C28 e C30), bem como seus alcoois correspondentes. Nao foi possivel
calcular o indice de retencdo para identificacdo dessas substancias, entretanto, o
espectro de massas € idéntico ao apresentado para esses aldeidos na literatura, e
a série homdloga apresenta os mesmos picos principais (GUTIERREZ et al, 2006;
PEREZ-CAMINO et al, 2003). Os espectros de massa e cromatogramas
representativos encontram-se no ANEXO 2.
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Figura 3.4: Espectros de massas do hexacosanal. A) Espectro de massas do Hexacosanal obtido na

andlise da fracdo D3.B) Espectro de massas do Hexacosanal obtido da literatura (PEREZ-CAMINO
et al, 2003).

Aldeidos de cadeia longa podem facilmente desidratar e seu ion molecular

nao é visualizado no espectro de massas. O ion de maior relacdo m/z é oriundo da
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perda de agua (M-18). Além disso, aldeidos também podem sofrer rearranjo de
McLafferty, origindando ion 82, caracteristico destas substancias (Esquema 3.7)

R\/\/\/\/\/lO]\H;
\/\/\1L/\/\j\ I

N(H,C
m/z=82

Esquema 3.7: Desidratacéo e rearranjo de McLaferty em aldeidos.

A outra série homéloga presente no cromatograma, também € alifatica, como
se deduz de seus espectros de massa (alcoois), de forma que podemos sugerir que
o precipitado recolhido dessa fracdo seja proveniente das ceras cuticulares de E.
casarettoi, ndo sendo entdo mais utilizado no estudo, uma vez que ceras nao fazem
parte do objetivo deste trabalho e apresentam o inconveniente de muito baixa

solubilidade.

A Tabela 3.7 lista as massas moleculares dos homélogos de 20-34 carbonos,

alcanos, alcoois, aldeidos acidos e ésteres metilicos.
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Tabela 3.7: Massa de compostos alifaticos (a massa observada para aldeidos é M-18, massa do

ion molecular-massa da agua):

alcano  &lcool  aldeido  é&cido ester metiico do Nome

acido comum

C20 282 298 296 312 326 araquidico

C21 296 312 310 326 340

C22 310 326 324 340 354 beénico

C23 324 340 338 354 368

C24 338 354 352 368 382 miristico

C25 352 368 366 382 396

C26 366 382 380 396 410 cerdtico

C27 380 396 394 410 424

C28 394 410 408 424 438 mantanico

C29 408 424 422 438 452

C30 422 438 436 452 466 melissico

C31 436 452 450 466 480

C32 450 466 464 480 494

C33 464 480 478 494 508

C34 478 494 492 508 522

Massa em u.m.a. (unidade de massa atémica).

Fracdo DE23

As fracOes 6 e 7 do extrato diclorometano das partes aéreas de E. casarettoi,
foram misturadas e identificadas como DE23 (Extrato original Diclorometano,
fracdo Eter etilico 2 e 3) com perfil cromatografico em CCD muito semelhante, foram
submetidas a uma nova CC Flash, com misturas de polaridade crescente de
hexano:diclorometano (100:0 a 0:100).

O solvente das diferentes fra¢des foi evaporado em rotavapor, ressuspenso

em éter etilico e submetido a CG/EM para avaliagédo do perfil.

As fracbes DE23-1 e DE23-2 sdo compostas majoritariamente por ésteres
metilicos dos acidos hexacosanoico e octacosanoico (cerético e montanico), bem
como componentes nao identificados; as fracbes DE23-3 e DE23-4 sdo compostas

majoritariamente por alfa-amirina. Nas demais fragdes nao foi possivel identificar
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0s componentes e nenhuma delas apresentou-se suficientemente pura ou com

rendimento para realizagéo de RMN.

Apés a analise cromatografica dessas fragdes, verificou-se que nédo havia
nenhuma delas suficientemente purificada e com o rendimento necessario para dar
sequéncia as etapas do isolamento (cromatogramas e espectros de massa no
Anexo 3).

3.5.2.2 Extrato diclorometano superficial de Eupatorium inulifolium

Foi realizada a lavagem superficial de partes aéreas de E. inulifolium da
mesma forma que com E. casarettoi, obtendo-se ao final 20 g de um extrato ceroso.
Dois (2) gramas desse material foram submetidas a cromatografia flash, obtendo-

se 12 fracdes, conforme apresentado na Tabela abaixo.

Extrato diclorometano por lavagem da planta fresca intacta:

Material vegetal: 1,5 kg
Diclorometano: 3L
Residuo Seco: 20 g (1,3%)

Foi obtido um extrato de aspecto ceroso. Uma pequena fracdo deste foi
submetida a cromatografia flash.O extrato seco foi pulverizado com gel de silica e
submetido a cromatografia em coluna aberta (Flash) com solventes de polaridade

crescente. Foram coletadas fracdes de 100 mL (Tabela 3.8).

Tabela 3.8: Fracionamento do extrato diclorometano superficial das partes aéreas de E.

inulifolium.
Silica 60 g
Amostra 29 (fragcbes) 100
Solvente Hexano (H) 1,2,3,4
Eter etilico (E) 5,6,7,
Acetato de etila (A) 8,9,10
Metanol 11, 12
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A fracdo 9, acetato de etila (denominada EinulAc — Eupatroium inulifolium
fracdo acetato de etila ), foi selecionada com base no menor nimero de manchas
em CCD de gel de silica (eluida com hexano:cloroformio 50:50 e revelada com
vapores de iodo metalico) para novo fracionamento em coluna flash, com hexano:

cloroférmio, cloroférmio: metanol, conforme Tabela 3.9.

Tabela 3.9: Fracdes do extrato diclorometano de E. inulifolium:

Silica 60 g

Amostra 29 (fracOes)

Solvente Hexano 1,2
Hexano:cloroférmio 1:1 3,45
Cloroférmio 6,7,8
Cloroférmio:metanol 1:1 9,10,11
metanol 12

As fracbes foram analisadas em HPLC com detector UV-DAD para

determinacao de seu perfil cromatografico (ndo foi determinado rendimento).

Para a analise das frac6es da CC flash da fracdo acetato de etila do extrato
diclorometano de E. inulifolium foi utilizado HPLC com coluna de fase reversa. Esse
sistema foi escolhido a fim de evitar a degradacéo de alguns compostos, como as

lactonas sesquiterpénicas, com o calor do injetor do cromatografo a gas.

Anélise das fracOes:

De modo geral foram observados poucos picos nos cromatogramas das
fracbes. A fracdo 3, Hexano:cloroformio 1:1; foi a que apresentou um pico
aparentemente com maior pureza, como pode ser observado abaixo, com o0s
cromatogramas obtidos em 210 nm e em 258 nm, respectivamente (Figura 3.5 e
Figura 3.6).
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Os espetros de UV indicam maximo de absor¢cdo em 210 nm. Outros picos

nas fragcoes analisadas apresentam 0 mesmo espectro e comportamento
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cromatografico semelhante, indicando tratar-se de alguma forma de isbmeros ou
derivados. Por exemplo, na fragcdo 2, juntamente com o pico em 12,54 min,
observou-se um pico com espectro semelhante em 12,17 min, além de algumas

impurezas, mas com absorcdo muito baixa (Figura 3.7 e Figura 3.8).

A fracdo 3 foi codificada como Einulacl. Apresentou rendimento de 50 mg,
massa suficiente para a realizacdo de alguns experimentos de RMN, entretanto
tentativas de determinar sua massa molecular em CG/EM foram infrutiferas pois a

mesma aparenta degradar-se em contato com o injetor do equipamento.

Experimentos de RMN:

Foram realizados para Einulacl experimentos de !H-RMN em um
espectrometro Varian Inova de 300 MHz e os demais (*3C e correlacdes) em um
espectrometro Anasazi de 60 MHz. Os dados sdo apresentados abaixo, nas
Figuras 3.9 e 3.10, entretanto, ainda estdo em processo de avaliacdo para a

elucidacéo estrutural da molécula e ndo serdo discutidos neste momento.

A busca na literatura cientifica por faixas de valores usuais para carbonilas
de lactonas sesquiterpénicas indica que deslocamentos de 160 a 180 ppm séo o0s
mais comuns, variando muito pouco em funcéo da classe, ou do tipo de substitui¢do
no anel lacténico (a-metileno ou a-metila). Na Figura 3.11, estdo apresentados os
deslocamentos do C12 para mais de duas mil lactonas sesquiterpénicas. Nas
estruturas em que o sinal do C12 néo esta na faixa de 160-180 ppm (na regido em
torno de 2000 no grafico, por exemplo) é porque se trata de lactonas atipicas, em
que a lactonizagdo nao ocorre no radical isoprop(en)ila. Entretanto, Einulacl
apresenta absor¢cdo semelhante a do extrato superficial das folhas de E. inulifolium
(ANEXO 1), ~1740, num claro indicio de ndo se tratar de uma lactona, mas de um

éster.
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Figura 3.8: Cromatogramas da subfracéo 2: 278 nm.
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Experimento 'H-RMN de Einulac1:

o .

Figura 3.9: Expectro de *H-RMN de Einulacl.
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Experimento **C-RMN de Einulac1:

Figura 3.10: Expectro de 3C-RMN de Einulacl
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Figura 3.11: Deslocamento quimico do C12 de lactonas sesquiterpénicas.

3.5.3 Lactonas sesquiterpénicas internas- Extracdo Herz-Hbgenauer

Para avaliar a possibilidade da extracéo por lavagem néo ser eficiente para
a extracao das lactonas sesquiterpénicas nas partes aéreas de E. laevigatum, pelo
fato de que poderiam estar armazenadas em canais secretores internos, por
exemplo, partes aéreas desta espécie foram extraidas por maceracdo em
diclorometano. Como essa extracdo carrega muita clorofila, foi aplicado o método
de HERZ-HOGENAUER (1961) para obtencdo de um extrato enriquecido em

lactonas.

O extrato (9,51 g) foi suspendido em agua: metanol (80:20) e submetido a
tratamento com acetato de chumbo para precipitacdo de clorofila e gorduras. Esse
procedimento foi realizado duas vezes, com volumes diferentes de solugcéo de
acetato de chumbo, devido a dificuldade para solubilizacdo da amostra na primeira

tentativa, com rendimentos de 0,5e 7,5 g.



Tabela 3.9: Tratamento do extrato de E. laevigatum com acetato de chumbo.

Massa tratamento com acetato de chumbo
Tara do baldo 359,29 ¢
baldo+extrato mole 368,80 g
Extrato 9,51¢g
tara frasco 4,8911 g 1° PP com acetato de chumbo
frasco+amostra 5,44 g (50mL)
Amostra 0,549 g = 5,8%
tara frasco 8,422 g 1° PP com acetato de chumbo
frasco+amostra 15,879 (300 mL)
Amostra 7,448 g = 78,3%

A analise espectroscoépica do material obtido revelou sinais semelhantes ao

gue ja haviam sido observados na extracdo por lavagem com diclorometano .

3.5.4 Lactonas sesquiterpénicas internas - Extracao/derivatizacdo com

dimetilamina-lodeto de metila

O extrato macerado de E. tremulum foi submetido a técnica especifica para
fracionamento de a-metileno-y-lactonas. A técnica resultou em rendimento
desprezivel, impossivel de analisar, indicando claramente que também em E.

tremulum as lactonas sesquiterpénicas ndo sao acumuladas.

3.6 DISCUSSAO

7

A familia Asteraceae é caracterizada quimicamente pela producdo de
substancias de origem terpénica, em especial as lactonas sesquiterpénicas.
Estudos gendmicos inclusive indicam que os trés genes essenciais para este
processo (Germacreno A Sintase, Germacreno A Oxidase e Costunolideo Sintase)
sao conservados em toda a familia, desde os taxons basais (Barnadesia), até os
evolutivamente mais recentes, como Eupatorieae (com desvios apenas em
Heliantheae e algums taxons muito proximos). Contudo, estes estudos indicam
apenas a presenca dos genes, ndo a funcionalidade das proteinas ou das rotas

metabodlicas.
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Revisdes quimicas da tribo Eupatorieae ou de suas subtribos, usualmente
sao focadas em diterpenos e lactonas sesquiterpénicas porque essas duas classes
de substéancias séo de fato, as mais caracteristicas na tribo. Entretanto, ndo sao
ubiquas. Na subtribo Eupatoriinae, enquanto algumas espécies eventualmente nao
acumulam nenhum terpeno (E. leucolepis), outras ndo acumulam nenhuma lactona
sesquiterpénica, como as espécies de Eupatorium transferidas por KING e
ROBINSON (1987) para o género Stomathantes, ou as espécies de Eupatorium
senso strictu, que formam o grupo Uncasia, de ocorréncia mais restrita a América
do Norte. Ambos os grupos ndo acumulam lactonas sesquiterpénicas (HERZ, et al
2001). As espécies E. inulifolium e E. picturatum incluidas neste trabalho pertencem
a esse mesmo grupo, pois na classificacdo alternativa de KING e ROBINSON
(1987) foram transferidas para o género Austroeupatorium, que pertence a tribo
Eupatoriinae. Relatos para o género Austroeupatorium nao registraram a
ocorréncia de lactonas sesquiterpénicas, mas de labdanos e norlabdanos
(BOHLMANN et al., 1977; BOHLMANN et al.,1984; OBERTI et al., 1984; TRIANA
et al., 1993).

Dentre as espécies que constituem a tribo Critoniinae, 40 foram analisadas
e apenas 14 produzem lactonas sesquiterpénicas (HERZ, 2004); Ja na tribo
Oxylobinae, das 47 espécies de Ageratina analisadas, apenas 10 produzem
lactonas. Isso, de certa forma, é contrabalancado pela producdo de terpenoides
mais raros (derivados do timol), cromenos e diterpenos (Ageratina adenophora =
Eupatorium adenophorum). Em Kaunia, 3 das 5 espécies produzem guaianolideos
e em Oxylobus sdo encontrados eudesmanolideos e em 3 das 4 Piptothrix séo

encontrados heliangolideos.

Na tribo Disynaphinae, Acanthostyles produz apenas diterpenos labdanos,
da mesma forma que Symphyopappus itatiayensis e S. reticulatus. S. compressus,
por outro lado, produz diterpenos labdanos e lactonas guaianolideos.
(VICHNEWSKI, et al., 1979; BOHLMANN et al., 1982; BOHLMANN et al., 1984,
CAULA et al, 1991, MUSCHIETTI et al.,, 1994, CARRERAS et al., 1998;
GUTIERREZ et al., 2001). E. casarettoi (syn= S. casarettoi) incluido neste trabalho,
pertence a este mesmo grupo, portanto, a nao ocorréncia de lactonas

sesquiterpénicas ndo € algo incomum no grupo.
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Ainda nesta tribo, sdo classificados E. polystachium, E. tremulum e E.
gaudichaudianum, (syn= Raulinoretzia crenulata, R. tremula e Grazielia
gaudichaudiana). Um espécime de G. gaudichaudiana foi coletado em Minas
Gerais e quimicamente analizado. Também n&o foram localizadas lactonas
sesquiterpénicas nessa analise, mas diterpenos ent-caurano. Outras espécies do
género, pelo contrario, produzem um tipo especial de lactona sesquiterpénica, com
um anel B-lacténico juntamente com o anel y-lacténico mais usual (TALEB et al,

1999). Para as outras espécies nao foram localizados relatos de analise quimica.

O isolamento e identificacdo de lactonas sesquiterpénicas de espécies do
género Eupatorium era um dos obijetivos inicialmente propostos para este trabalho.
A utilizacdo de uma técnica simples, com lavagem de pequenas quantidades de
material vegetal com diclorometano e analise do extrato obtido em IV, permitiu
descartar a grande maioria dos espécimes coletados como fonte promissora
dessas substancias, por ndo apresentarem a banda caracteristica de y-lactonas
sesquiterpénicas em torno de 1750-1760 cm. Outro método de extragdo (Herz-
Hogenauer) também foi utilizado para E. laevigatum com resultados similares.
Dentre as espécies analisadas E. inulifolium apresentou o espectro de IV mais
promissor, apesar da banda proeminente estar um pouco abaixo do predito para
lactonas sesquiterpénicas (1737 cm™?). O extrato dessa planta foi fracionado
utilizando-se cromatografia em coluna flash isolando-se uma substancia de origem

terpénoidica cuja estrutura esta em processo de elucidacao.
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4. CAPITULO Ill - CONSTRUCAO DE UM BANCO DE DADOS DE 13C






51  INTRODUCAO

As lactonas sesquiterpénicas sdo um dos maiores grupos de metabdlitos
dentro da classe dos terpenoides. Apresentam grande diversidade estrutural e de
funcionalizacéo, além de distribuicdo generalizada em Asteraceae, e em algumas
outras familias. Estruturalmente, quatro fatores contribuem para a diversificacdo: a
estereoquimica e regioguimica do anel lacténico; a saturagédo da metila em C13; os
diferentes modos de ciclizagdo/abertura do precursor costunolideo originando os 4
esqueletos primarios de lactonas sesquiterpéncias (garmacranolideo,
eudesmanolideo, guaianolideo e elemanolideo) e o padrdao de
oxidacao/substituicdo dos esqueletos sesquiterpénicos. Destes quatro grupos
principais, 0s germacranolideos séo os que possuem maior nimero de estruturas

ja isoladas.

O método mais comum de identificacao estrutural € a ressonancia magnética
nuclear de 3C, por nédo apresentar desdobramento dos sinais (ao contrario da RMN
'H) e por cada sinal ser muito caracteristicos do ambiente atdmico. De modo geral,
o espectro de RMN de 3C é de mais féacil interpretacdo do que o de H RMN.
Entretanto, além do treino e conhecimento tedrico, para a identificagdo de uma
determinada estrutura € muito importante a disponibilidade de um bom banco de
dados, abrangente, detalhado e cuja consulta seja prética.

Dessa forma, o objetivo deste capitulo foi a construcao de um banco de
dados RMN 13C de lactonas sesquiterpénicas que seja pratico, detalhado e
abrangente, para utilizacdo tanto no auxilio a elucidacao estrutural de substancias
gue venham a ser isoladas pelo grupo, quanto no treino de habilidades relacionadas

a interpretacdo de espectros de RMN e, ainda, que possa ser distribuido a

comunidade académica.
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5.2 OBJETIVO GERAL

Construcdo de um banco de dados digital de RMN 3C de lactonas

sesquiterpénicas.

5.2.1 Objetivos especificos

- Avaliacdo da literatura especializada e selecdo de compilacdes abrangentes e
detalhadas sobre RMN 3C de latonas sesquiterpénicas.

- Selecdo de uma plataforma que facilite tanto quanto possivel o intercambio do

material desenvolvido e sua utilizacéo.
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5.3 REVISAO DA LITERATURA

A importancia da existéncia de ferramentas de auxilio a identificacdo
estrutural de lactonas sesquiterpénicas reside no fato de estas substancias
possuirem potencial quimiotaxonémico, especialmente em Asteraceae, e as muitas
atividades bioldgicas ja descritas para lactonas sesquiterpénicas, bem como a
existéncia de mais de 4000 estruturas ja isoladas e identificadas para essa classe

de compostos.

As lactonas sesquiterpénicas s&o formalmente derivadas dos
sesquiterpenos, entretanto, observa-se menor diversidade estrutural nas lactonas
do que nos seus precursores. A grande maioria das lactonas ja isoladas apresenta
um destes seis ndcleos principais: germacrano, eudesmano, guaiano,
pseudoguaiano, elemano e eremofilano. Geralmente possuem uma fungédo a-
exometileno-y-lactona (ou algum derivado equivalente formado pela modificacédo
das duplas ligacées, conforme Figura 4.1) formada pela oxidac¢do do carbono 12 e
lactonizacdo com uma hidroxila no carbono 6 ou no carbono 8, formando os 12,6-

olideos e os 12,8-olideos.

\ CH,R'
0 0 0 0 R
Q 0 0 0

A B C D

Figura 4.1: Tipos de estruturas y-lact6nicas.

Entretanto, estruturas em que ocorre oxidagdo dos carbonos 14 ou 15, e
lactonizacdo em C2 ou C6 também sdo encontradas, mesmo que muito mais
raramente (BUDESINSKYe SAMAN, 1995), e estas, obviamente, ndo possuem o

grupo a-exometileno.

Apesar de haver poucos nucleos comuns a todas as estruturas de lactonas

sesquiterpénicas, uma grande complicacdo para sua elucidagéo estrutural advém
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do fato de muitas delas apresentarem uma grande diversidade de substituintes
acila, em diversas posi¢bes (Figura 4.2), o que pode explicar o numero de

substancias publicadas cuja estrutura € posteriormente revisada.

Ac Epang Mebu-2,2-0F Mebu-20H30Ac Mebu-20TAC-3-CM

Figura 4.2: Estruturas comuns de substituintes derivados acila em lactonas sesquiterpénicas. Ac
(acetato), Epang (epoxiangelato), Mebu-2,3-OH (metil-butil-2,3-OH), Mebu-2-OH-3-OAc (metil-butil-
20H-3-acetato), Mebu-20TAC-3-OAc (metil-butil-2-tricloroacetato-3-acetato)

A existéncia de bancos de dados abrangentes e de facil utilizagdo é um fator
importante para a viabilizacdo da realizacédo de tarefas comuns em um laboratério
de fitoquimica, como por exemplo, a identificacdo estrutural de substancias
quimicas isoladas de extratos ou 6leos volateis de espécies vegetais de interesse

farmacéutico.

No que se refere especificamente aos 6leos volateis, os trabalhos de R. P.
Adams (ldentification of Essential Oils by lon Trap Mass Spectrometry) em suas
varias edicdes, contendo espectros de massas de mais de duas mil substancias de
origem alifatica, terpenoidica ou fenilpronoidica, se constitui em umas das bases
da pesquisa nesse campo. Como grandes vantagens dessa compilacdo podem ser
citadas, além do fato de reunir dados sobre muitas moléculas em uma unica fonte,
a sua facilidade de utilizacdo, tanto por apresentar esses dados em uma ordem
intuitiva para o pesquisador habituado a esse campo (elencados por seu indice de
retencdo), como também por apresenta-los graficamente, de forma semelhante a
gue sao apresentados quando registrados no equipamento durante uma analise
cromatografica/espectroscopica, acompanhados da estrutura molecular, e ndo na

forma tabular em que muitas vezes é encontrado nas revistas especializadas
(ADAMS, 2001; ADAMS, 2007).

Segundo alguns autores, como Meyer e colaboradores (1999), a
apresentacao de um conjunto de dados em forma grafica facilita a percepcao de

padrbes, além de esta ser a forma preferivel para a apresentacdo de conjuntos
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grandes de dados. Recurso semelhante a este pode, muitas vezes, ser adquirido
juntamente com o equipamento utilizado nas analises (cromatografo a géas
acoplado a espectrometro de massas), em forma eletrbnica, na qual apresenta
ainda a comodidade extra de um software de busca de similaridade espectral.
Juntas, estas ferramentas promoveram enormes avancos na area da pesquisa de
Oleos volateis, facilitando, por assim dizer, a caracterizacdo de inUmeras espécies,
e permitindo que maiores esforcos fossem direcionados para o isolamento e
identificacdo estrutural de compostos desconhecidos destas bases de dados ou ja

previamente identificados e que se tencionasse obter em maior grau de pureza.

Outras areas da fitoquimica ndo apresentam esta comodidade. Apesar de
existirem bancos de dados de espectros de massa, infravermelho, e de *H RMN e
de 13C RMN, a muitos deles falta a abrangéncia e acessibilidade que os espectros

de massa de 6leos volateis oferecem ao pesquisador.

Durante a revisdo bibliografica deste capitulo localizamos algumas
compilacdes de dados de RMN de lactonas sesquiterpénicas (MOSS et al 1974,
MARCO e CARDA, 1987; DIAZ et al 1985), entretanto, a maioria delas era dedicada
a apenas determinado nucleo estrutural, ou apresentava os deslocamentos sem
atencdo a atribuicdo (carbono exato a que determinado sinal estd vinculado) ou

ainda ndo era muito metédico quanto aos grupos estruturais da lactonas.

Como um exemplo pratico desta diferenca citaremos o trabalho de
BUDESINSKY e SAMAN (1995), uma excelente compilacdo, abrangente e
detalhada, de espectros de RMN 3C de mais de duas mil moléculas de lactonas
sesquiterpénicas divididas nas diversas classes estruturais (germacranolideos,
eudesmanolideos, guaianolideos, pseudoguaianolideos, elemanolideos). Dentro
de cada classe, as estruturas estao agrupadas pela regioquimica do anel lacténico
(6,12 ou 8,12) e ainda, dentro desse grupo, dividas entre a-metileno-y-lactonas e
a-metila-y-lactonas. Mais ainda, cada sinal de RMN 3C tabelado esta atribuido ao
respectivo carbono no nucleo sesquiterpénico ou nos radicais acila que

normalmente esterificam essa classe de compostos.

A disponibilidade de um banco de dados com este grau de informacéo
poderia exercer, na pesquisa de lactonas, influéncia semelhante a que exercem no

campo de 6leos volateis os ja citados trabalhos de R. P. Adams (2007). Entretanto,
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apesar da abrangéncia e riqueza de detalhes referentes a estrutura quimica e a
atribuicdo inequivoca de deslocamentos quimicos para os carbonos do ndcleo de
cada estrutura bem como de eventuais radicais a ela ligados, essa compilacédo
apresenta todos os seus dados de forma tabulada, o que torna a busca

extremamente improdutiva.

Além disso, a alta qualidade técnica deste trabalho ndo é acompanhada pela
qualidade grafica do mesmo, como pode ser visualizado na Figura 4.3.
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Figura 4.3: Excerto de uma tabela de dados de RMN de 13C de BUDESINSKYe SAMAN (1995),
evidenciano a baixa qualidade gréafica do mesmo.
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A inspecdo de mais de duzentas paginas de tabelas na busca de dados
similares aos obtidos nos experimentos de RMN 3C de uma molécula seria por si
s6 uma tarefa cansativa, exigindo alguns dias de dedicacdo do pesquisador.
Entretanto, na pratica isto € mais complicado do que parece em uma primeira
andlise. Os dados de RMN sao publicados geralmente ap6s a identificacao
estrutural da molécula a que pertencem, e cada sinal € atribuido a um carbono
especifico. Este carbono € identificado por um nimero, de forma pouco intuitiva, de
acordo com a rota biogenética pela qual a molécula foi, presumidamente,
biossintetizada. A tabulacdo dos dados na publicacdo utiliza, por conseguinte, a
ordem (crescente/decrescente) destes numeros pelos quais os carbonos sao
identificados como critério organizador, ndo havendo assim qualquer ordem

intrinseca nos dados de RMN em si.

Identificar o espectro de uma molécula particular deste contexto exigiria a
comparacao de mais de dois mil conjuntos de no minimo 15, chegando até a mais
de 30 valores, completamente desordenados. Os dados obtidos de um experimento
de RMN 13C, entretanto, sdo apresentados em ordem (crescente/decrescente) de
deslocamento quimico, e a comparacdo direta com os dados tabelados é
impossivel, exatamente porque ndo se sabe a correlacdo entre 0s sinais obtidos no
experimento e os carbonos na estrutura da molécula (alias, realizar essa correlacao

€ justamente o objetivo ou o que permitira a identificacao/elucidacao da estrutura).

Em face dessa dificuldade, idealizamos realizar a transformacgéo desta base
de dados tabular em uma base gréfica, capaz de apresentar ao usuario a mesma
rigueza de dados, de forma significativamente mais eficiente, oferecendo a
possibilidade de comparacao visual dos dados espectrais em forma semelhante a
que séo obtidos no experimento, diminuindo assim a carga de trabalho exigida no

processo de comparacao e tornando o mesmo mais eficiente.
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5.4 METODOLOGIA

5.41 Selecdo de compilac6es de dados de RMN *3C para lactonas

sesquiterpénicas

Ap6s a pesquisa bibliografica selecionamos dentre as referéncias
localizadas (MOSS et al 1974; MARCO e CARDA, 1987; DIAZ et al 1985), uma que
apresentou uma colecdo relevante de dados, referentes a moléculas
representativas de todos os nucleos sesquiterpénicos usuais, com separacao de
12,8 e 12,6-olideos e com atribuicdo de cada sinal ao carbono numerado
biogeneticamente (BUDESINSKY e SAMAN, 1995).

5.4.2 Selecéo da plataforma para constru¢édo, armazenamento e
disponibilizagdo do banco de dados

Para hospedar a base de dados do arquivo original .pdf foi escolhido
inicialmente, por sua facilidade de utilizacdo, sem necessidade de treinamento
especifico em linguagens de programacao, o editor de planilhas Excel® 2007 da

Microsoft, ideal para o trabalho com dados tabulares.

A linguagem de programacdo VBA (Visual Basic for Applications), esta
integrada em todos os produtos Microsof Office® e foi utilizada para a criacao das
macros responsaveis pela apresentacédo dos dados ao usuario na forma gréafica. O
Excel® permite ainda a utilizacdo de controles ActiveX que facilitam a importacao
das estruturas moleculares das lactonas e sua apresentacdo ao usuario utilizando

as mesmas macros.

Para esse fim, todas as 2071 estruturas foram redesenhadas respeitando a
esteroquimica apresentada no arquivo original e acrescentando os radicais acila,
gue estavam descritos separadamente no original. Para tanto, utilizou-se o
programa ACD/Chemsketch® ver. 11.01 e as figuras foram exportadas em formato

.bmp.

5.4.3 Selecéo da plataforma para constru¢cao, armazenamento e
disponibilizagdo do banco de dados

Um conjunto de macros foi desenvolvido para:
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Agrupar as estruturas em funcdo de seu nucleo estrutural e apresentar ao usuério

uma lista com a opc¢ao de escolha do grupo que deseja visualizar;

Carregar a lista das substancias contendo aquele nucleo especifico e apresentar

em uma lista de opc¢Oes para escolha da substancia que deseja visualizar;

Carregar os dados de RMN referentes & molécula escolhida e apresenta-los em

uma tabela e em um gréfico;

Carregar, de um arquivo de figuras a parte, aquela correspondente a estrutura
guimica do composto selecionado e apresenta-lo junto ao grafico contendo os
dados de RMN.

Alternativamente, foram criadas macros para:

Carregar a figura com a estrutura quimica e a tabela e o grafico com os dados de
RMN para cada substancia, sempre que o cédigo numeérico especifico da mesma

seja digitado em um campo criado com este fim;

Autocompletar (ou apresentar a opcéo para completar) sempre que as letras
iniciais do nome de uma lactona sesquiterpénica sejam escritas em campo

especifico para isso.

205



5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Lactonas sesquiterpénicas sdo compostos terpenoides com um nucleo
sesquiterpenoide (15 atomos de carbono). Em espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de '3C (RMN *3C), cada um destes carbonos origina um sinal
(raramente sobreposto) em uma regido que depende da vizinhanca eletrénica do
atomo em questdo. Estes sinais sdo apresentados numa escala de ppm (parte por
milh&o). Sinais de carbono, normalmente sdo encontrados entre -10 até 220 ppm
(Figura 4.4). De forma bastante generalizada pode-se dizer que:

e carbonos metilicos [-CHs] originam sinais na regido de 5-20 ppm.

e carbonos metilénicos [-CH2] originam sinais na regido de campo mais
baixo (>ppm) de 20-30 ppm.

e carbonos metinicos [-CH] originam sinais na regido de 30-50 ppm;

e carbonos ligados a atomos eletronegativos [C-O, C-Cl] apresentam sinais
na regido de 50-90 ppm (ou mais, caso sejam metilénicos ou alcenos);

e carbonos em alcenos originam sinais na regido de 120-160 ppm,;

e carbonos em carbonilas [C=O] originam sinais em ~180 ppm para
lactonas, ~200 ppm para cetonas;
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Figura 4.4: Faixas de deslocamentos quimicos para carbonos em diferentes ambientes eletrénicos.
(http://winter.group.shef.ac.uk/crystal/projects-ug/sillitoe/html/cshift.htm).
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Assim, um espectro de RMN de '3C de uma lactona sesquiterpénica
apresenta, normalmente, 15 sinais distribuidos ao longo desse espectro e o valor
destes sinais varia em funcdo no numero de ligagcdes duplas ou substituintes
hidroxila e cetona [C-OH, C=0], por exemplo, bem como suas posic¢oes relativas.
Ao comparar dados praticos com os dados tabelados, por exemplo, ha compilacéo
de BUDESINSKYe SAMAN (1995), certamente teriamos dificuldade em perceber
que especificamente, um destes conjuntos de dados (dentre mais de dois mil
apresentados) € equivalente ao que obtivemos nos nossos experimentos. Além
disso, tabelas espectrais de RMN 13C costumam apresentar separadamente os
dados do nucleo e de eventuais radicais substituintes, complicando ainda mais o

trabalho de comparacao.

Tomemos como exemplo um conjunto aleatério de deslocamentos que
tivessem sido obtidos em um experimento de RMN 13C. Eles estédo ordenados por

ordem crescente de deslocamento, a partir dos obtidos no experimento:

174 181 247 357 52 522 615 664 713 783 128 1285 130 134 169.8

A comparacdo com dados tabelados (Figura 4.5) tem o inconveniente de que
os dados sao distribuidos por ordem crescente da numeracao biogenética do

carbono (além da baixa qualidade grafica).
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Ne. Mol formula Name / Chemical shifts
C1 €2 C3 Cd4 5 C6 C7 C8&8 C9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14 C-15  Sol Rel,

160 CISH2003 Parthenolide
a 1253 242° 365" 615 664 825 477 30.2° 41.2°134.7 1305 169.3 1210 173 170 C 190
b 1253 242 362 615 664 B25 477 41.7 302 1347 1395 1693 121.0 173 170 C 539

161 CISH2004 Stizolin
1280 247 357 615 664 783 522 713 520 1300 1340 169.8 1285 181 174 [S bl )
162 CI7H2205 Lanuginolide, 11,13-dehydro
a 1274 243 359 610 665 725 49.6 80.1 47.3 1296 1339 1690 1252 183 173 A I8
b 1275 243 360 609 667 800 498 724 47.6 129.7 1339 170.1'125.3 182 173 c 121
163 CJ7H2205 Lipiferolide
a 129.1 440 364 618 668 764 494 745 245 1320 137.9 169.1 1219 197 172 P17y
b 129.1 245 364 618 668 764 494 745 44.0 1320 1379 169.1 121.9 197 172 P 680
¢ 1239 438 358 618 665 754 493 735 242 1314 1361 168.5 1225 196 171 C 126

164 C20H2605 Germacra-1(10),11{13)-dien-12,6a-olide, 4a,5p-epoxy-88-tigloyloxy
1288 243 359 619 666 757 497 740 440 131.7 1363 1686 1226 196 172 Cc n
165 C20H2606 Eupassopilin

a 1285 239 356 6L.8B 662 756 491 740 435 1312 1360 168.5 1223 194 169 ¢ 313
b 1285 239 356 618 662 756 49.1 74.0 43.5 131.2 1360 1685 1223 194 169 c n

166 C25HI208 " Eulantanaefolide B
120.1 242 358 620 666 757 49.5 743 438 1313 1360 1684 1225 196 171 (SR
167 C28H32010CI3N  Eulanthaefolide + TAI
1262 242 358 619 665 754 494 748 437 1311 1360 168.2 1225 197 170 [ )
168 C25H3208 Parthenolide, 88-(3’-angeloyloxy-4’-hydroxyethylacryloyloxy)
a 1203 243 359 618 666 753 496 744 440 1312 1360 168.4 1227 205 172 ¢ o
h 1293 243 359 618 66.6 753 496 744 440 1312 1360 1684 1227 205 172 ¢ oo

169 CiSH2004 Germacra-1(10),11(13)-dien-12,6cc-olide, 4c.,5p-epoxy-9c-hydroxy
1219 235 363 613 666 824 376 376 704 137.5 1308 1694 121.1 164 173 (A )
170 Ci7H2205% Germacra-1{10),11{13)-dien-12,6c-olide, Ya-acetoxy-4u,5p-cpoxy

1227 235 356 612 665 822 387 362 732 1335 1393 169.5°121.3 164 173 ¢ o121

Other carbons: 143 Ac: 169.5 20.2; 144 Tig: 1667 1279 139.0 146 12.0 Ac: 1698 21.0: 146 OMe: 624
151 Tig-4.5-0H: 166.2 1321 1462 588 565; 152 Tig-4.5-OH: 1660 1319 1464 588 56.4: 1532 A
170.8 210, 153b Ac: 1702 21.0: 154 Tig-4.5-OiProp: 163.8 1323 1422 60.7 59.6 1023 236 23.6: 156
fig: 1679 138.2 1397 15.4° 12.6% 157 Ang: 1668 1272 1395 159 20.5: 159 Ang-5-OH: 1661 1313
1426 143 56.4; 162a Ac: 1702 21.0: 162b Ac: 168.9° 21.0; 163a Ac: a: 163b Ac: 1699 20.6: 163¢ Ac
169.5 20.9; 164 Tig: 166.4 1279 1387 145 12.2; 165a Tig-4-OH: 1659 1267 1426 59.1 12.4; 165h
Tig-4-0H: 1659 1267 1426 59.1 12.4; 166 Tig-4-OH-5-0Ang: 1647 126.7 1479 594 575 677 1269
1395 158 20.4; 167 Tig-4-OTAC-5-OAng: 1639 1297 140.6 629 57.2 167.0 1266 1309 158 20.4. 168
Acr-2-CH{OArg)CH,OH: 1644 138.6 698670 127.5 1682 127.1 1395 159 19.7. 168h
Arr2-CHIDAno WCH (AH 1647 1186 AOR ATN 127745 1AR2 1271 13C¢A 1SQ 107 170 A 1AX KX 11

Figura 4.5: Excerto de dados de 3C RMN de 11 lactonas sesquiterpénicas (Adaptado de

BUDESINSKY e SAMAN, 1995).

Se entretanto, tivermos a possibilidade de representar estes dados em forma

gréfica, e compara-los com os dados bibliograficos, também em forma gréfica, onde

além disso, os dados bibliograficos estejam representados com os sinais relativos

aos seus substituintes ja inseridos no mesmo conjunto gréfico (Figura 4.7), a

identificacdo da molécula em estudo se torna apenas uma tarefa de comparacao

visual.
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Figura 4.6 Representacgao gréafica dos dados de RMN 13C para exemplo no texto.
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Figura 4.7: Representacgao grafica dos sinais de RMN das moléculas na Figura 4.5.
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Figura 4.7: Continuacdo: Representacdo grafica dos sinais de RMN das moléculas na Figura 4.3.
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Podemos assim facilmente associar os dados da Figura 4.5 com o 4a,53-
epoxi-9a-hidroxi-germacra-1(10),11(13)-dien-12,6a-olideo. Ainda, podemos
perceber as diferencas sutis que uma hidroxila em posigao 8a teria sobre o espectro
(Figura 4.8), bem como a posicao dos sinais de substituintes comum em lactonas,

0 que ajudaria na eventual identificacdo do outros substituintes em um caso real.

Germacra-1(10),11(13)-Dien-12,6A-Olide, 4A,5B-Epoxy-9A-Hydroxy
i3 ) L
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169 ©
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Figura 4.8: Espectros de RMN 13C da Stizolina e do 4a,53-epoxi-9a-hidroxi-germacra-1(10),11(13)-
dien-12,6a-olideo.

Outra caracteristica importante é que as lactonas sesquiterpénicas,
formalmente derivadas de sesquiterpenoides, podem apresentar-se com diferentes
estruturas ciclicas ou policiclicas, assim como seus precursores. Caracteristica

utilizada na sua classificacdo em grupos (germacrano, guaiano, elemano, etc.).

Finalmente, a grande variedade estrutural das lactonas sesquiterpénicas se
deve ndo apenas a presenca de ciclizagbes, ligacdes duplas, radicais hidroxila e
0X0, mas também, e especialmente, a presenca de outros substituintes organicos
em fungdes éter ou éster adicionadas aos radicais hidroxila do nucleo caracteristico
de cada grupo. A presenca desses substituintes organicos implica na presenca de
mais sinais de carbono no espectro de RMN (radicais metoxi, acetato, propionato,
etc.) e dessa forma, uma determinada lactona sesquiterpénica pode apresentar 0s
15 sinais caracteristicos do nacleo, mais 1, 2, 3, ... n... sinais dos radicais organicos

ligados ao nucleo. No exemplo abaixo, além dos 15 sinais do nucleo, séo
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observados os 4 sinais do radical isopropionato (em vermelho) e os 2 sinais do
radical acetato (em verde).

Os experimentos de RMN %3C sé&o realizados com as substancias em
solugdo, comumente de cloroformio deuterado, mas também se pode usar
benzeno, metanol, agua, ou qualquer outro solvente deuterado, e a alteracéo do

solvente pode causar um pequeno deslocamento no sinal observado.

Leucanthanolide M
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836
e
391
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211
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Figura 4.9: Superior: estrutura do moacetato de leucantanolideo. Inferior: Representagdo grafica do
espectro de RMN 13C do monoacetato de leucantanolideo, indicando a posicdo dos sinais dos
substiuintes acila.

5.5.1 Interface

A interface desenvolvida apresenta trés regides (Figura 4.10). Na primeira
regido, no canto superior esquerdo, foram inseridas caixas de rolagem para selecao
da classe de lactonas (3), do nome da lactona (4), do codigo numérico da estrutura
na base original (1) e ainda uma seta direcional para “zapear” a partir de um

determinado codigo numérico escolhido (2).

212



Na segunda regido, central superior, sdo apresentados os dados de RMN
13C do nucleo da molécula selecionada (5) e dos radicais, quando presentes (6).

A terceira regido apresenta estes dados em forma grafica para o nudcleo (8),

e radicais (9) e ainda a estrutura molecular da lactona (7).

(1) Neste campo pode-se digitar o cédigo numérico de qualquer uma das

2071 estruturas presentes na base de dados;

(2) A ferramenta ‘seta direcional’ permite ‘zapear’ as estruturas por seu

codigo numérico em ordem crescente ou decrescente;

(3) A caixa de selecdo permite selecionar qualquer um entre os 37 itens
listados na Figura 4.11, sendo que o item “‘TODOS’, permite trabalhar com todas as
substancias na base (Figura 4.11);

(4) Com base na selecao realizada no item (3), esta caixa de selecéo carrega

todas as moléculas contendo aquele nucleo especifico;

(5) Os dados de RMN dos nucleos sesquiterpénicos, conforme listados na
base original, sdo apresentados nesta linha atribuidos a cada carbono com sua

numeracao;

(6) Os dados de RMN dos radicais organicos, conforme listados na base
original, sdo apresentados nesta linha atribuidos a cada carbono com sua

numeracao;

(7) A estrutura quimica da molécula selecionada é carregada de um arquivo

.bmp e apresentada neste controle ActiveX;

(8) Os dados de RMN do nucleo sesquiterpénico sao apresentados
graficamente neste espaco, preservando numeracdo do carbono ao qual sdo

atribuidos;

(9) Os dados de RMN do(s) radical(is) organico(s) sao apresentados
graficamente neste espaco, preservando numeracdo do carbono ao qual sé&o

atribuidos.

213



TIT_13spec x

spit Imerge| o o
i [ i‘ &= ‘ Please, select a Class! j L] rrrrrrrrrrr
- | —
N Y Y A O O
= [T Frrrrrrnrr1r-

Nome ‘

Figura 4.10:Interface do programa. Legenda: 1: c4digo numérico da estrutura na base original; 2:
setas direcionais; 3: caixa de rolagem para selecionar a classe de lactona sesquiterpénica; 4: caixa
de rolagem para para selecionar o nome da lactona sesquiterpénica; 5: dados tabelados de RMN
do nucleo; 6: dados tabelados dos radicais; 7: estrutura quimica; 8: representacao gréfica dos dados
de RMN do nucleo; 9: representacéo gréafica dos dados de RMN do(s) radical(is).

Exemplo 1: apresentamos na sequencia dados espectroscopicos referentes
ao diidroperoxidopartenolideo, inicialmente na forma tabelada disponivel (Fig. 4.12)

e posteriormente a forma gréafica gerada no programa (Fig 4.13).

Exemplo 2: Apresentamos também um exemplo de visualizacdo de dados
de RMN 3C do 8a-metacriloiloxi-2-epil,4-semiacetal-vernomargoélido. Na Figura
4.14 podemos visualizar os dados da forma como sédo apresentados no artigo de
BUDEZINSKI e SAMAN (1995) e na Figura 4.15 podemos visualizar a
representacdo grafica do mesmo, com a respectiva estrutura quimica. Apenas
clicando na seta direcional é possivel comparar 0 espectro dessa substancia com
outras similares. Por exemplo, um derivado 10-Acetoxi, identificado pelo cédigo
1906 (Figura 4.16) (8a-metacriloiloxi-2-epi-1,4-semiacetal-vernomargélido tem o
codigo 1905).
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TODOS

Germacran-12,6-olide (Methylene)
Germacran-12,6-olide (Methyl)
Germacran-12,8-olide (Methylene)
Germacran-12,8-olide (Methyl)
Germacranolides - Modified
Eudesmen-12,6-olide (Methylene)
Eudesma-12,6-olide (Methyl)
Eudesma-12,8-olide (Methylene)
Eudesma-12,8-olide (Methyl)
Eudesmanolides - Modified
Guaien-12,6-olide (Methylene)
Guaien-12,6-olide (Methyl)
Guaianolides - Modified
Pseudoguaian-12,6-olide (Methylene)
Pseudoguaian-12,6-olide (Methyl)
Pseudoguaian-12-8-olide (Methylene)
Pseudoguaian-12-8-olide (Methyl)
Pseudoguaian-12,6-olides - Modified
Eleman-12,6-olide (Methylene)
Eleman-12,6-olide (Methyl)
Eleman-12,6-olides - Modified
Eleman-12,8-olide (Methylene)
Eleman-12,8-olide (Methyl)
Eleman-12,8-olides - Modified
Eremophilanolide

Eremophilanolides - Modified

other types - Emmotin
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Figura 4.11: Figura representativa da caixa de opg¢des de nucleos de estruturas desenvolvido para
0 programa.
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487 C15H2005 15-deoxy-11,13-dihydra
609 5549 536 13 1276 56 518 705 448 575 410 1795 178 2000 210 ¢ 2
488 CI9H2206 remantholide A
2055 1047 1824 1306 1351) B1.8 A4 1 T82 442 902 611 1756 205 213 202 A W
489 C20H2206 Eremanthol B
2055 1 186.8 1300 1347 81.3 637 776 439 900 604 1742 205 212 203 o30S
490 Atripliciolide, Bp-O-angelate-11,13-dihydro-11a,13-epoxy
104.0 1847 1327 1341 788 475 7TI.1 417 874 3596 1720 500 219 205 ¢ 204
491 FR0H2208 Atripliciojide, 8p-0-angelate-11,13-dihydro-1la,13-epoxy-15-hydroxy
2052 104.7 1824 1384 1185 753 469 704 418 878 1359 1723 499 2.7 621 ¢ 478
CISH2005 Parthenolide , peroxy, dihydro
91.2 257" 279" 606 640 802 478 263 3461455 420 1784 129 1177 182 o un
493 CI5H2003 11 H-Germacra-3Z,10(14)-dien-12,6xc-olide, 1B,5p-cpoxy
720 344 1222 1312 734 850 426" 257 2671504 42.9"1779 139 1142 212 ¢ 243
494 C21H2409 Vernocinerolide, 8-(4'-hydroxymethacrylate)
572 560 444 581 650 805 1627 67.4 358 1384 1276 1652 551 1180 I[85 ¢
495 C21HI008 Arucanotide, 11H,13-tetrahydro
794 1232 1360 287 389 782 345 699 746 76.0 378 1790 88 267 214 20
496 CI5H2204 4fH,11pH-Germacran-12,6c-olide, 3a,8f3-dihydroxy-3§, 100 -cpoxy
385 333 1102 355 378 ROO 600 694 471 785 429 1787 136 285 156 ¢ 580
497 C19H2406 (4S,6R,75,85,10R,115,16R)-Eremantholide C, 4,5-dihydro
205.8 105.1 1926 334 440 815 664 769 423 904 602 1758 226 210 189" ¢ 65
498 CI9H2407 (48,6R,7S,85,10R,115,16R,17R)-Eremantholide C, 4,5-dihydro-17,18-¢cpoxy
2058 1081 1925 332 436 R16& 671 765 422 9u2 600°1750G 213 2049 85 63

Figura 4.12: Dados de RMN do diidroperoxipartenolideo na referéncia.
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Figura 4.13: Representacao grafica dos dados de RMN 13C do diidroperoxipartenolideo no programa.
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363 333 758 727 908 1630 693 278 314 1223 1705 S53 131 270 t St
IRYY C24HI20010H Vernojalcanolide, 13-0O-methyl, 8-methacrylate
4 Ul LY 359 RO 732 770 1571 663 344 B44 1301 1693 432 196 234 Coo420
b K92 294 353 927 757 770 1577 660 339 B42 1294 1691 027 192 22Y [ e
LM C23HI40T Vernojalcanolide, 13-O-cthyl, 8-methacrylate
@ BRY 30K 359 8RY 732 765 1572 662 343 843 1306 1691 615 197 2 CooAa
b KKE 308 359 732 764 770 1571 662 342 842 1305 1691 614 197 2 (G 2
1901 C22113001 1 Vernojalcanclide, 13.0-methyi, 8-acetatc
#9.2 30.6 359 733 761 769 15701 649 341 844 1297 1689 631 191 234 35
1902 2481320012 Vernojatcanolide, 13-O-methyl, 4,8-diacetate
KEO 299 325 B4 731 759 1568 646 339 844 130.6 1686 630 196 KT ¢ 355
§903  C20H2608 Yernomargolide, Sa-tigloyloxy
2008 538 31 734 786 749 406 705 399 855 1336 1693 1254 2749 263 O 3da
190 (200126008 Vernomargolide, 2-epi-1,4-cyclosemiacetal, Bo-tigloyloxy
WY 448 359 716 87.4 803 506 707 354 B39 1373 1685 1261 220 222 U3
1905 C19H 2408 Yernomargolide, 2-epi-1,4-semiacetal, 8a-methacryloyloxy
8 792 B7.3 504 70.1 352 69.8 1378 1685 1260 240 21%¥ G
19406 arpolide, 2-epi-1,4-semiacetal, 10-acetyl-8a-methacryloyloxy
6.5 835%79.9 882 507 704 308 810 13781685 1254F 227 220 ¢ 53)
1907 C21H260) Vernomargnlide, 2-epi-1,4-semiacetal, S-acetyl-8a-methacryloyloxy
1061 439 B1& 509 703 353 70.6 137.1°168.1 125.6° 237 219 ¢ 530
1908 (22128010 2-¢pi-1,4-semiacetal, 5.10-diacetyl-8o-methacryloyl
1048 446 2 S08 700 3.0 815 1368" 1677 1255 226 21V [ ]
1909 C22HISOK Copa- olide, 2f-acetoxy-do-hydroxy-13-methoxy -8o-methocroylosy
SRE 627 43K 722 N £9.4 401 366 1239 1708 642 213 330 ¢Co3E
1900 FSH 2002 I-astigiolide
431 401 27.2 1606 535 ; R 1369 302 356 1196 1668 126 167 286 O U6
Other carbons: 1885 Ac: 169.6 20.8. 1886a Ac: 169.6 208, Ac: 169.6 20.7; 1887 Ac o, 18RE v

169.7 198 1709 21.1; 1891 2xAc:

23Ac 1704 235 171.6 20.3 Mac:
Mac: 1675 1359 1254 177 OM
i82 OFr 664 15.1. 1900b 2xAc:
1901 ixAc: 1713 229 1711 21.1
1689 20.1 OMe: 585 1903: Tig: 1
1905 Mac: 1656 135.8 48 17.8;

140 1314 555

167.7 19.8 1688 20.1: 1
49.9: 1895 OEr 584 14.9; 1898 2xAc: 170.0 203 169.6

19.8

167.8 1364

B3 R =H
894 R = CHy
8IS R = CHCH,

HO e

0
220 eg” T CHOR

1893 R = Me
1900 R = Et

Figura 4.14: Representacdo tabular dos dados de RMN 13C para
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Figura 4.15: Representacgao grafica dos dados de RMN 3C do 8a-metacriloiloxi-2-epi-1,4-semiacetal-vernomargélido no programa.
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Figura 4.15 Continuacéo: Representagao gréafica dos dados de RMN 13C do 8a-metacriloiloxi-2-epi-1,4-semiacetal-vernomargoélido no programa.
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Figura 4.16: Representacgao grafica dos dados de RMN 3C do 10-acetil,8a-metacriloiloxi-2-epi-1,4-semiacetal-vernomargoélido no programa.
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Figura 4.16 Continuacdo: Representacdo grafica dos dados de RMN 13C do 10-acetil,8a-metacriloiloxi-2-epi-1,4-semiacetal-vernomargoélido no programa.
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5.6 Perspectivas

5.6.1 Desenvolvimento de um software de busca de similaridade
Considerando esta breve introducdo, e munidos de um banco com espectros

de RMN de mais de 2000 moléculas objetivamos o desenvolvimento de uma

ferramenta que permita a comparacdo de um espectro de uma amostra real (com

namero de sinais aleatério de 15 a 30, por exemplo) com os dados do banco, na

busca de similaridade total ou parcial.
Mais especificamente:

Caso 1. Dado um espectro com 15 sinais, escanear o banco na busca de uma

correspondéncia exata ou aproximada de outras moléculas com 15 sinais;

Exata:

C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
848 | 204.6 1235 149.0 1215 143.1 818 541 234 354 505 411 1780 124 26.2 191

Parcial:

C 1 2 3 4 5] 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
848 | 204.6 123.5 149.0 1215 143.1 818 54.1 234 354 50.5 41.1 178.0 124 26.2 19.1
849 | 204.1 123.8 145.6 126.9 1446 816 540 231 36.0 50.7 407 177.9 124  26.1 59.8
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Caso 2. Dado um espectro com 15 sinais, escanear o banco na busca de uma
correspondéncia parcial, considerando-se a possibilidade de que haja uma
identificacdo parcial, por exemplo, com uma substancia do banco que apresente
além destes 15 sinais (quase) coincidentes, sinais de um radical extra que néo
estdo presentes na amostra em questdo, o que seria de grande valia na

identificacdo estrutural do composto;

HO

C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
860 (76.8 29.4 249 488 49.0 816 528 23.1 37.3 41.8 413 1783 12.6 12.1 203.2
861 |83.2 25,5 24.6 489 489 815 52.7 229 37.1 413 409 1784 127 12.8 203.1 |102.2 75.1 78.3 721 78.6 63.3

Caso 3. Dado um espectro com mais de 15 sinais, escanear o banco na busca de
uma correspondéncia exata ou bem aproximada, com outras moléculas com o

mesmo numero de sinais;

C 1 2 3 4 5] 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1069 | 446 36.5 747 148.0 453 838 50.3 345 30.6 139.6 1476 1699 1204 1144 113.6 |170.8 21.3

Caso4. Dado um espectro com mais de 15 sinais, escanear o banco na busca de
uma correspondéncia parcial, considerando-se a possibilidade de que haja uma

identificacéo parcial, por exemplo, com:
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a) uma substancia do banco que apresente apenas 15 sinais (quase) coincidentes,
indicando assim que a molécula em estudo conteria 0 nucleo principal identificado
e ainda sinais extra (os quais poderiam ser entdo isolados, para possibilitar a

identificacdo do radical ai presente);

C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1069 |44.6 36,5 747 148.0 453 838 50.3 345 30.6 139.6 147.6 1699 1204 1144 1136 |170.8 21.3
1068 | 441 389 734 1528 455 837 499 340 305 139.7 1478 169.6 1199 1143 111.2

b)uma substéncia do banco que apresente mais de 15 sinais, com um numero
aleatdrio de sinais coincidentes, o que poderia ser também utilizado na identificacao

da molécula em questéo ;

C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1069 | 44.6 36.5 74.7 148 453 83.8 50.3 345 30.6 139.6 147.6 169.9 1204 1144 113.6|170.8 21.3
1070 | 449 38.2 80.6 150.6 50.4 83.7 453 30.7 34.2 149 141.1 170 1194 114 1125|1041 754 786 72 783 63.1

5.6.2 Hospedagem da plataforma e com o software de busca de

similaridade na web

O objetivo final deste capitulo é o desenvolvimento de um software de busca
de similaridade espectral, integrado ao banco de dados, e sua disponibilizagdo no
site da UFRGS para consulta publica.
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6. DISCUSSAO GERAL






A analise multivariada dos dados da composi¢do quimica de 6leos volateis
pode ser aplicada muito eficientemente tanto para a caracterizacao ou identificacéo
de amostras, suas origens, suas variacdes sazonais, bem como para produzir
informacdes sobre a relacdes biogenéticas entre os diferentes componentes de
amostras complexas. Neste trabalho, através da utilizacdo da OPLS e do
pareamento das amostras foi possivel identificar alguns componentes do 6leo
volatil de E. tremulum com ocorréncia diferenciada nos periodos de pré-floracao,
floracdo e poés-floracdo, mesmo em amostras com perfil cromatogréafico
extremamente variavel e nas quais foi inicialmente impossivel determinar
diferencas sazonais utilizando as técnicas multivariadas mais comumente

aplicadas a 0Oleos volateis, como a PCA.

Foi possivel relacionar os alcoois amorfa-4-en-7-ol e epi-a-bisabolol e os
hidrocarbonetos germacreno D, B-bisaboleno e amorfa-4,7(11)-dieno com o seu
ciclo de desenvolvimento, o que € um dado novo para a espécie. Nossa suspeita
inicial de que os compostos furanizados presentes no 6leo volatil da espécie
também estivessem de alguma forma relacionados aos eventos do ciclo vegetativo

ou ao clima nao foram confirmadas.

A guimica volatil de E. tremulum, E. itatiayensis e de E. laevigatum é muito
interessante do ponto de vista biogenético, pela presenca de compostos raros que
apresentam furanizacdo dos esqueletos sesquiterpénicos do grupo cadinano,
relacionando-se assim, a quimica do género Artermisia, onde ocorre lactonizacao
deste mesmo grupo de compostos, ha mesma posicao biogenética. A tentativa de
relacionar biogeneticamente o0s furanosesquiterpenos e as lactonas
sesquiterpénicas foi frustrada pela dificuldade de localizar e isolar lactonas
sesquiterpénicas nas espécies selecionadas para este fim, mesmo com a utilizacéo
de metodologias especificas de extracdo. Entretanto, durante a execugdo desta
etapa do projeto, sentimos a necessidade de otimizar a apresentacdo de dados
espectroscopicos de RMN, o que nos levou a desenvolver um software de
apresentacdo de dados de RMN *3C de lactonas sesquiterpénicas com potencial
para ser extendido e utilizado também como um banco de dados de espectros de

massa para GC/MS.
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7. CONCLUSOES






Os oOleos volateis de E. polystachyum e de E. gaudichaudianum se
caracterizaram predominantemente pela presenca de monoterpenoides
hidrocarbonados, sendo limoneno, mirceno, B-pineno, a-pineno e sabineno
0s majoritarios. Os monoterpenoides identificados nos 6leos volateis dessas
espécies tém ocorréncia generalizada e, portanto, ndo possuem valor

taxondmico.

Entre os sesquiterpenoides hidrocarbonados, os majoritarios foram [3-
cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno nos 6leos volateis de E.
inulifolium e E. polystachium, estando estes dois Ultimos como majoritarios

também no 6leo volatil de E. gaudichaudianum.

Um furanossesquiterpeno, 3-oxo-verboccidentafurano, foi isolado e
identificado do Oleo volatil de E. tremulum. A mesma substancia estava
presente no O6leo volati de E. itatiayensis, assim como o0
verboccidentafurano, seu possivel precursor, identificado no 6leo volatil de
ambas as espécies. Este € o primeiro relato da ocorréncia de 3-oxo-

verboccidentafurano em E. tremulum e em E. itatiayensis.

O dleo volatil de E. laevigatum foi caracterizado pela presenca de laevigatina
e tracos de verboccidentafurano. Assim, a presenca de
furanossesquiterpenos parece ser um trago comum a estas trés espécies: E.

tremulum, E. itatiayensis e E. laevigatum.

Um programa em plataforma Excel® foi desenvolvido para a visualizagéo de
dados espectrais de RMN 3C na forma gréfica. A aplicabilidade do programa

foi demonstrada em comparagédo a um banco de dados tabular.
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ANEXO 1






Andlise infravermelho dos extratos diclorometano superficiais das partes
aéreas de espécies de Eupatorium

Eupatorium ivifolium — partes aéreas
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Figura Al.1l: Espectro infravermelho do extrato diclorometano das partes

aéreas de Eupatorium ivifolium.

Eupatorium gaudichaudianum — partes aéreas
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Figura Al.2: Espectro infravermelho do extrato diclorometano das partes

aéreas de Eupatorium gaudichaudianum.
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Eupatorium polystachyum — partes aéreas
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Figura Al.3: Espectro infravermelho do extrato diclorometano das partes

aéreas de Eupatorium polystachyum.

Eupatorium laevigatum —folhas
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Figura Al.4: Espectro infravermelho do extrato diclorometano das folhas de

Eupatorium laevigatum.
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Eupatorium laevigatum — inflorescéncias
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Figura Al.5: Espectro infravermelho do extrato diclorometano das

inflorescéncias de Eupatorium laevigatum.

Eupatorium picturatum — folhas
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Figura A1.6: Espectro infravermelho do extrato diclorometano das folhas de

Eupatorium ivifolium.
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Eupatorium picturatum — inflorescéncias
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Figura Al.7: Espectro infravermelho do extrato diclorometano das inflorescéncias
de Eupatorium picturatum.
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ANEXO 2






Espectros de massa da fracdo D3 do extrato diclorometano de Eupatorium

casarettoi
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Espectro de massas identificado como tetracosanal (aldeido miristico).
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Espectro de massas identificado como hexacosanal (aldeido cerético).
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Espectro de massas identificado como octacosanal (aldeido montanico).
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ANEXO 3






Espectros de massa da fracdo DE23
Fracdo DE23-1 CG/EM

O pico majoritario foi identificado por seu espectro de massas como o
hexacosanoato de metila.
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Espectro de massas do composto identificado como hexacosanoato de metila.
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Fracdo DE23-2 CG/EM

Os picos majoritarios dessa fracao foram identificados como hexacosanoato
de metila e octacosanoato de metila. Os outros componentes nao foram

identificados.
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Espectro de massas do composto identificado como hexacosanoato de metila.
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Espectro de massas do composto identificado como octacosanoato de metila.
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Fracdo DE23-3 CG/EM

O pico majoritario dessa fracéo foi identificado com alfa-amirina.

|
5 g HIHHIH

o TEOS (G OOSS i DI EX CASS TACC EETEF R S S IDCET= s C RS O
==

A=IOOOO0]

EFlcocoe -
b coeee
hhlooce e
OO0
SO0
EICOCOCOCO0]
OO0
S oeeee)
SO0
=IO
aso S
fc oo es)
o e e e e
oo oo o)

\J -
I ) ‘\\M

o

Y=

Espectro de massas do composto identificado como alfa-amirina

Fracdo DE23-4 CG/EM

Nessa fracao, além de alfa-amirina, existe outro composto majoritario, cuja
identificacdo ndo foi possivel apenas por seu espectro de massa.

278



Vo e e e e e e

i I IR el . L ===
; ;

e L e L LS O LS s L5

Espectro de massas do composto identificado como alfa-amirina.
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Fracdo DE23-5 CG/EM

Nenhum componente dessa fragéo foi identificado.
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Nao identificado

Fracdo DE23-6 CG/EM

Nenhum componente dessa fracao foi identificado.
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Fracdo DE23-7 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-8 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-9 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-10 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-11 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-12 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-13 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-14 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-15 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-16 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-17 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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Fracdo DE23-18 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.

EE EEOEEAES T D EC A I ETERRAS Mot T

asna

- L

A R | TR L ‘\ =n= ooz e
; y T ; r T T 5 T T T T

T
a0 e 2O a0 150D 140 160 150 XD D0 20 =0 =0 XD S0 S0 S0 S50 D <0

Nao identificado

295



SEne@EIA B i) oA SOICETERISDCEANTS

2400000

1.0

00000,
1911
1220
00000,
p==su i
200000
o I Mq T PR el W 3u2 =as aas

@@mmmm]@@@@@ﬂ)@@@@@@@@

Nao identificado

Abundance
Scanm 704 (8.3 7 mind: ECAS-DIC-ETER-IAS. [Ddatau s
SO
5500000
5000000
ju E=2S Ma

AS50O00000

“AOOOO0O0

BSOOOOO 119o.a

BOOOOOO

2500000

2000000

1 SOO0000

1 OOO0000

500000 o> 286,
ol m \H i ““ m “ L L . 341 = 391 A2, l 503 a . 5770
100 1S5S0 ZOO =250 =200 I;() 4(1) 450 Em 550

==

Nao identificado

296



NI

seoooo)

esoouod

“4a1.0

820

a1z2=2a

Scen /AL @EES ) oS OICETERISDAEEATS

m 1=m0 a=na =% 1
‘\\\\\“‘HH\ T—Y—

2z7z1 =Bl | U3 = an3
: =

T T T T T T T
4 6 85 100 120 140 180 1850 D Z2Z20 20 B0 X0 30O 0 O FO 30 30 a0 a0

& = X TED O

NI

="}

Ul W == =p=
s o L) H‘H\M k] el il L 1

297



Nao identificado
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Fracdo DE23-19 CG/EM

Nenhum componente dessa fragdo foi identificado.
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