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Resumo

O presente trabalho apresenta o estudo quimico das folhas da espécie
vegetal Baccharis salzmannii DC (Asteraceae), coletada na cidade de
Jacobina-BA. A investigacdo quimica realizada com o extrato etandlico das
folhas, levou ao isolamento dos flavondides 5,7,4"-Tri-hidroxi-flavona
(apigenina) e 5,7,4"-Tri-hidroxi-flavanona (narigenina), do diterpeno acido
caurendico, além de trés compostos de carater inédito na literatura(-)-
(5R,6S,8R,9S,10R)-clerod-3-en-6,15,18,19-tetraol, (-)-(5R,6S,8R,9S,10R)-
clerod-3-en-6,15,18-triol e do sesquiterpeno [7,10;1,5] patchou-4(12)-eno. Para
o isolamento dos metabdlitos secundéarios foram utilizadas técnicas
cromatograficas usuais como cromatografia flash, cromatografia por excluséo
em sephadex, cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de
alta eficiéncia. A elucidacdo estrutural das substancias isoladas foi realizada
através do uso de técnicas espectrométricas de Infravermelho, Massa e
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono, utilizando
experimentos uni e bidimensionais, além de comparacdo com dados

reportados na literatura.
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Abstract

This work presents the chemical study from the leaves of the species
Baccharis salzmannii DC (Asteraceae) collected in the city of Jacobina, Bahia.
The phytochemical investigation of the ethanol extract of leaves provided the
isolation of the flavonoids 5,7,4 '-trihnydroxy-flavone (apigenin) and 5,7,4'-
trinydroxy-flavanone (narigenina), of the diterpene kaurenoic acid, two
clerodane compounds, namely, (-)-(5R,6S,8R,9S,10R)-6,15,18,19-tetrahydroxy-
cleroda-3-ene,(-)-(5R,6S,8R,9S,10R)-6,15,18-trihydroxy-cleroda-3-ene reported
for the fist time in literature, and of the sesquiterpene patchoulane [7.10;1,5]
patchou-4(12)-ene. For isolation of the metabolites were used usual
chromatographic  techniques as flash  chromatography, exclusion
chromatography on sephadex, thin layer chromatography and High
Performance Liquid Chromatography. For structural elucidation of the isolated
compounds was performed through the use spectrometrical techniques, infrared
(IR), nuclear magnetic resonance (NMR) uni and bidimensional experiments,

mass spectrometric (MS), and comparison with the literature data.
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1-Introducao.

As plantas séo utilizadas como terapia para os seres humanos desde a
antiguidade. Apesar de todo o avanco tecnolégico, as plantas continuam sendo
utilizadas na medicina popular e em estudos cientificos para o desenvolvimento
de novos medicamentos.

A familia Asteraceae é o grupo sistematico mais numeroso dentro das
Angiospermas, compreendendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies.
Séo plantas de aspecto extremamente variado, incluindo principalmente
pequenas ervas ou arbustos e raramente arvores. Cerca de 98% dos géneros
sdo constituidos por plantas de pequeno porte, e sdo encontradas em todos 0s
tipos de habitats, mas principalmente nas regides tropicais montanhosas na
América do Sul (VERDI, 2005).

O género Baccharis € o maior da familia Asteraceae possuindo cerca de
500 espécies distribuidas através do Norte e Sul da América. Estas espécies
sdo distribuidas nas regides quentes e temperadas do Brasil, Argentina,
Colébmbia, Chile e México. A alta concentracdo de espécies no Brasil e nos
Andes indica que esta area é o provavel centro de origem do género (VERDI,
2005).

Espécies de Baccharis sdo geralmente arbustos com 0,5 a 4,0 m de
altura que apresentam elevado valor sécio-econémico. No Brasil, possuem
ampla dispersdo nos estados de Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Rio
Grande do Sul, onde sao utilizadas para controle ou tratamento de varias
doencas, e sdo consumidas na forma de chas com indicacbes para males do
estbmago, figado, anemias, inflamacdes, diabetes, doencas na préstata, sendo
também descritas como remédio para 0 processo de desintoxicacdo do
organismo (MELO, 2001).

Baccharis genistelloides € um exemplo de erva medicinal muito usada
para uma variedade de doencas, tais como desordens digestivas e do figado,
malaria, Ulceras, diabetes, anemia, diarréia, inflamacdes urinarias, amigdalite,
verminoses, enquanto que, Baccharis trimera a “carqueja”, € indicada para
problemas do figado e vesicula biliar como calculos, além de problemas

digestivos, Ulcera, gastrite, ma-digestdo (VERDI, 2005).
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A literatura relata que cerca de 120 espécies de Baccharis foram
estudadas quimicamente e entre estas, em torno de 30 apresentam estudos de
atividade bioldgica. De modo geral, 0s compostos que mais se destacam sao
os flavondides, além de diterpenos clerodanos e labdanos, embora também se
tenha sido observado com certa frequéncia a presenca de diterpenos cauranos,
triterpenos, &cidos cumaricos, tricotecenos, sesquiterpenos e fenilpropandides.
[VERDI, 2005].

Dentro deste contexto, o presente trabalho descreve a investigacao
quimica das folhas da espécie Baccharis salzmannii, visando o isolamento e a
caracterizacdo estrutural de metabdlitos secundarios com possivel potencial
farmacolégico. A auséncia de estudos fitoquimicos relacionados a esta

espécie, motivou seu estudo.
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2 - ConsideragOes Botanicas.

2.1- Consideragfes botanicas sobre a Familia Asteraceae.

Asteraceae compreende 1100 géneros e aproximadamente 25000
espécies, arranjadas em trés subfamilias e 17 tribos. No Brasil apresenta
grande importancia, visto que em diversos levantamentos floristicos tem
participado com em torno de 10% do total de espécies vasculares. Os frutos
freqlentemente apresentam papus persistente e transformado em uma
estrutura de dispersdo, sendo a anemocoria e a zoocoria as formas de
dispersdo mais significativas. A eficiéncia na dispersdo confere as Asteraceae
extrema importancia no conhecimento da recuperacdo de areas degradadas,
onde participam tanto como pioneiras na colonizagdo de ambientes
degradados, quanto na ocorréncia em clareiras e bordas de mata (HEIDEN,
2007; VERDI, 2005).

2.2 - Consideracgdes botanicas sobre o Género Baccharis.

O género Baccharis e um grande grupo com mais de 500 espécies
distribuidas nas regides temperadas e tropicais do Brasil, Argentina, Colémbia,
Chile e México (VERDI, 2005).

Comumente as espécies de Baccharis que possuem cladodios séo
denominadas popularmente de carqueja. Os claddédios consistem em
expansoes laterais do caule cuja funcédo é a fotossintese e fazem o papel da
folha, uma vez que estas estéo totalmente ausentes, mostram-se reduzidas, ou
com funcédo fisiolégica restrita para a planta. O nome carqueja foi dado
primeiramente a espécie Baccharis genistifolia, onde depois, se estendendeu
as outras espécies como a Baccharis trimera (BUDEL, 2005).

Devido ao género Baccharis possuir aproximadamente 500 espécies,
comparativamente existe poucos trabalhos de morfoanatomia e de controle de
gualidade envolvendo as mesmas, principalmente no que diz respeito ao Brasil
gue possui aproximadamente 120 espécies (BUDEL, 2005).

2.3 - Consideracdes botanicas sobre a espécie Baccharis salzmannii DC.

Baccharis salzmannii DC € um arbusto didico, ereto, 1,9 a 3 m de altura
e de caule glutinoso. As folhas alternas, 0,6-9,3 cm x 0,4-4,2 cm, séo elipticas,
obovadas ou oblongo-obovadas de apice obtuso a agudo, bracteas involucrais

5-7- seriadas, imbricadas, esverdeadas, glutinosas, persistentes com
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receptaculo convexo, epaleaceo. Suas flores sdo alvas a esverdeadas. O

7

ovario é atrofiado por aborto com pépus de inumeras cerdas brancas
(ARISTONIO, 2006).

Foto: E. R. Silveira

Figura 1. Fotos da espécie Baccharis salzmannii em seu habitat natural, com

destaque para folhas e flores.

25
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.



Capitulo 3

Levantamento
Bibliografico




CAPITULO 3
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3.0 Levantamento Bibliogréfico sobre o género Baccharis.

Neste levantamento bibliografico sdo apresentadas as espécies do
género Baccharis estudadas quimicamente, bem como, suas atividades
biolégicas apresentadas. Os dados foram fornecidos através de ferramentas de
busca como SciFinder Scholar e Science Direct até 2010 onde verificou-se
registros de estudos para 120 espécies do género Baccharis. Dentre as
espécies mais estudadas destacam-se: B. articulata, B. dracunculifolia, B.
megapotamica, B. incarum, B. trimera, B. trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B.

coridifolia, B. grisebachii e B. tricuneata.

3.1 Atividades Farmacolégicas do género Baccharis.

Das 120 espécies do género Baccharis que foram estudadas
guimicamente, em torno de 30 espécies apresentam estudos de atividade
biolégica (VERDI, 2005).

Dentre os diterpenos testados, os labdanos gaudichaudols A-C (Figura
2, pagina 27), os clerodanos gaudichaudona e o acetato de articulina (Figura 3,
pagina 28) mostraram significante atividade citotoxica contra algumas células
testadas (FULLAS, 1994, STAPEL, 1980). O diterpeno clerodano dilactbnico de
Baccharis trimera (figura 47, pagina 39) apresentou efeito vasorelaxante para a
musculatura lisa vascular em ratos. Esse efeito pode estar relacionado a
vasodilatacdo e melhora da circulacdo sanguinea constatada pela medicina
popular para esta planta (TORRES, 2000).

OH

HO

OH

HO OH

HO OH

1 2

Figura 2. Estrutura dos diterpenos labdanos gaudichaudols A (1) e C (2).
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Figura 3. Estrutura dos diterpenos clerodanos gaudichaudona (1) e acetato de
articulina (2).

Os tricotecenos eram conhecidos, até pouco tempo, como metabolitos
produzidos exclusivamente por fungos, principalmente dos géneros Fusarium e
Myrothecium. Em 1976 este tipo de metabdlito foi primeiramente detectado em
plantas superiores ao ser isolado de Baccharis megapotamica, sendo
denominado baccharin (figura 4), onde foi ativo contra leucemia implantada em
ratos (VERDI, 2005). Esses diterpenos constituem uma nova classe de
compostos potencialmente importantes no desenvolvimento de farmacos
anticancer e estdo presentes principalmente em espécies coletadas na
Argentina e nas regides sul e sudeste do Brasil, Rio Grande do Sul, Parana e
Séo Paulo (KUPCHAN, 1976).

™ e
o)
\ 0
\o
O.OH
H— \O‘
o OH H
HO

Figura 4. Estrutura do tricoteceno baccharin
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Uma relacdo dos constituintes quimicos isolados das espécies do
género Baccharis pode ser visto na tabela 4, pagina 44.

3.2-Principais constituintes encontrados no género Baccharis.
3.2.1-Flavonoides.

Os flavondides, juntamente com os diterpenos, sdo 0s compostos de
maior ocorréncia no género Baccharis, e sao descritos como bons marcadores
guimiotaxondmicos para 0s mais baixos niveis hierarquicos da familia
Asteraceae. Estes compostos apresentam-se normalmente como agliconas
livres e muito raramente na forma glicosilada, o que é uma caracteristica da
familia Asteraceae. Existem 298 ocorréncias de flavonodides no género
Baccharis, perfazendo um total de 109 compostos diferentes, sendo 24 com
unidade flavanona e 85 com unidade flavona, das quais 48% apresentam-se
oxigenadas em C-3. O padrdo de oxigenacao mais freqtiente ocorre em C-5 e
C-7 do anel A, e C-4’ do anel B. O grupo metoxila aparece com maior
freqiéncia em C-7 e C-6 do anel A e C-4’do anel B (VERDI, 2005). A tabela 2,
pagina 33 demonstra algumas substancias com esqueletos flavonoidicos

isolados do género Baccharis.

3.2.2-Terpenos.

Os diterpenos sao 0os compostos encontrados em maior quantidade no
género Baccharis. Dentre estes, destacam-se principalmente os de esqueleto
clerodanos e, menos comum, esqueletos labdanos e cauranos (figura 5, pagina
30).0s clerodanos tem seu nome derivado da (-)-clerodina, o primeiro diterpeno
da classe dos clerodanos (figura 6, pagina 30) que foi isolado a partir da
espécie Clerodendron infortunatum L. Os neo-clerodanos estédo relacionados
com os ent-labdanos, nos quais a cadeia carbbnica ligada a C-9 esta o-
orientada, enquanto os ent-neoclerodanos sao biogeneticamente relacionados
aos labdanos da série normal, os de maior ocorréncia no reino vegetal, onde a
cadeia carbobnica ligada ao carbono C-9, encontra-se B-orientada (figura 7,
pagina 30; MACIEL, 2006; RODRIGUEZ et al.,1994).

E bastante comum a utilizacdo de prefixos que designam modificacdes

no esqueleto de clerodanos. A utilizacdo do prefixo ent indica inversao de todos
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centros estereogénicos. A designacgéo seco indica a quebra de alguma ligacéo

do esqueleto anelar e enquanto que a nor indica a auséncia de um carbono na

estrutura.
16 12
16 12
11 12 11 1" 13 17
H 20 44 20 13 'Y 16
) ‘ 17 14 1 7 14 1 ‘ 9. 4
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Figura 7. Estrutura dos esqueletos ent e neo clerodanos
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Os triterpenos apresentam 103 relatos em 48 espécies de Baccharis. O
composto de maior ocorréncia é o acido oleandlico, que foi encontrado em 24
espécies, seguido pelo 6xido de baccharis que foi encontrado em 17 espécies.

A tabela 3, pagina 38 mostra Terpenos isolados a partir de espécies do género
Baccharis.

31
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.



CAPITULO 3| 32

LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Tabela 1. Algumas espécies com atividade biol6gica no género Baccharis.

Espécie Compostos/Extratos Bioatividade Referéncia
Baccharis andmala Folhas antimicrobiana BUDEL, 2008
Baccharis artemisioides diterpenos “antifeedant” SOSA, 1994
clerodanos
Baccharis articulata Extrato Antioxidante OLIVEIRA, 2003
Baccharis boliviensis extrato e 4cido Alelopatica CAZON, 2000
ferrulico
Baccharis crispa diterpenos “antifeedant”, ENRIZ, 2000; PALACIUS,

clerodanos, antimicrobiana, 1983

flavonoides, extrato

antioxidante

Baccharis diterpenos Citotoxica FULLAS, 1994

gaudichaudiana clerodanos, labdanos
e flavonoides
Baccharis genistelloides Extrato antiviral, GONZALES, 2000.
gastroprotetiva ABAD, 1999;

Baccharis illinita Extrato Antinociceptiva FREITAS, 2009
Baccharis incarum Extrato sintese protéica PEREZ-GARCIA, 2001
Baccharis latifolia Extrato sintese protéica PEREZ-GARCIA, 2001

Baccharis linearis acido oleandalico, alelopatica, ARGANDONA, 1993
extrato, terpenos e citotoxica
flavonoides
Baccharis megapotamica Tricotecenos aleloguimica, KUTI, 1990;
toxidade BERGMANN, 1993
cerebral,

antileucémica

Baccharis papillosa

Flavonoides

Antioxidante

ESCOBAR, 2009.

Baccharis trimera

diterpenos clerodano

e flavonodide

Vasorelaxante

GOSMANN, 2010
PAUL et al, 2009
TORRES, 2000
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Tabela 2. Flavonédides isolados a partir de espécies do género Baccharis.

OH
OH
HO o
H OMe
OH o}
1)
4',5,7-Tri-hidroxi-3-metoxi-flavona . .o
HO'
OH OH
2)
Astragalina
3-B-D-glucopiranosideo 4',5,7-tri-hidroxi-
flavona

(3)
Isotrifoliina
3-B-D-glucofuranosidio- 3,3',4',5,7-
penta-hidroxi-flavona (4)

Luteolin
3',4'5,7-Tetra-hidroxi-flavona

HO o O
l OH

O

OH
(5)
Pinobancasina (6)
3,5,7-Tri-hidroxi-flavanona Norizalpinina

3,5,7-Tri-hidroxi-flavona

33
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.



CAPITULO 3| 34
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

OMe

OH

(7)
Tamarixetina
3,3°,5,7-Tetra-hidroxi-4” metoxi-flavona

HO
OH
9
Ponciretina
5,7-Di-hidroxi-4'-metoxi-flavanona

OMe

(11)
Caempferol 4'-O-metil éter;
3,5,7-Tri-hidroxi-4'-metoxi- flavona

(13)
Campferol
3,4'5,7-Tetra-hidroxi- flavona

OH
HO [e) /©/

OH

(8)
Narigenina;
4'5,7-Tri-hidroxi-flavanona

OMe

(10)
Acacetina
5,7-Di-hidroxi-4'-metoxi- flavona

OMe

(12)
Pectolinariogenina
5,7-Di-hidroxi-4',6-dimetoxi-flavona

OMe

(14)
Apigenina dimetil éter
5-Hidroxi-4',7-dimetoxi-flavona
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(15)
Apigenina
4'5,7-Tri-hidroxi-flavona

MeO

MeO

(17)
Skrofuleina
4' 5-Di-hidroxi-6,7-dimetoxi-flavona

OH

MeO
OMe

MeO

(19)
Eupatrina
4' 5-Di-hidroxi-3',6,7-trimetoxi-flavona

OMe

HO

MeO

(21)
Navadensina

5,7-Di-hidroxi-4',6,8-trimetoxi-flavona

OH

OH

HO O

O

(16)
Eriodictiol
3',4' 5,7-Tetra-hidroxi-flavanona

OH

MeO

MeO

(18)
Cirsiliol
3',4'5-Tri-hidroxi-6,7-dimetoxi-flavona

OMe

(20)
Gardenina B
5-Hidroxi-4',6,7,8-tetrametoxi-flavona

HO 0 ©

OH

MeO

OH

(22)
Alnustinol
3,5,7-Tri-hidroxi-6-metoxi-flavanona
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HO (@)

: OMe

OH

OH

(23)
3,5,7-Hidroxi-4’'metoxi-flavanona

OH

MeO

MeO

(25)
Penduletina
4' 5-Di-hidroxi-3,6,7-trimetoxi- flavona

OMe

OMe

(27)
5,7-Di-hidroxi-3,3',4'-trimetoxi-flavona

(29)
Sarotrina
4' 5 7-Tri-hidroxi-3,6,8-trimetoxi-flavona

OMe

OH (@]
(24)
Quercetina 3'-metil éter
3,4',5,7-Tetra-hidroxi-3'-metoxi-flavona

OMe

(26)
3,5,7-Tri-hidroxi-3',4'-dimetoxi-
flavona
OH

MeO

MeO

(28)
Calcicopterina
5,4'-Di-hidroxi-3,6,7,8-tetrametoxi-
flavona

MeO

(30)
Genguanina
5,4'-Di-hidroxi-7-metoxi-flavona
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OH

(31)
Gardenina D
3,5 "-Di-hidroxi-6,7,8,4'-tetrametoxi- (32)
flavona Sideritoflavona

3',4' 5-Tri-hidroxi-6,7,8- trimetoxi-flavona

OH

OH O
(33)
Herbacetina

4' 5 7-Tri-hidroxi-3,8-dimetoxi-flavona
OH

(34) Galetina
3,4'5,6,7-Penta-hidroxi-flavona

OH

HO

(35) MeO
Jaranol OH o)
4' 5-Di-hidroxi-3,7-dimetoxi-flavona (36)
Hispedulina

4' 5 7-Tri-hidroxi-6-metoxi-flavona
OH

OMe

(37)
4' 5-Di-hidroxi-3',6,7,8-tetrametoxi-
flavona
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Tabela 3. Terpenos isolados a partir de espécies do género Baccharis.

Diterpenos de esqueleto Clerodano.

(38)
Deoxibartemidiolidio

(/ o/
(40)
Acido 8B-hidroxi-7-oxo-ent-cleroda-3-
en-16,19-dilactona,15,18-didico.

(42)
13,14-Di-hidro-marrubiagenina

OMe

(39)
15,16-epoxi-7B,18-di-hidroxi-15-
metoxi-ent-clerod-3-eno

COOH
(41)
Marrubiagenina

(43)
cis-cleroda-3,13(14)-dien-15,16-olide-
18-O-[B- -galactopiranosil]-
peracetilester.
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(44)
Acido hautrivaico (45)

Malonato de bacchalineol

O
o/
Me OAc
\ Me
O
OMe \\O
(46)
bartemidiolidio (47)

Acetato de Articulina
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Diterpenos de esqueleto do tipo Caurano.

(48)
Caur-16-eno

(50)
Cauran-16-ol

(52)
Caur-16-en-18-al

(54)
Acido 16,17-Epoxi-cauran-18-6ico

(49)
Caur-16-en-18-ol

CH,

) (51)
Acido caurendico

OH
(53)
Caur-15-en-17,18-diol.

(55)
Acido17-hidroxi-caur-15-en-19-6ico
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Diterpenos de esqueleto do tipo Labdano.

HO

OH

Me

AcO
HO OH

(56)
Gaudichaudol A OH

Me
HO OH

OH
s
C.
(0]
OH
(57)
Gaudichaudol B
Me Me
HO OH

(58)
Gaudichaudol C
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(59)
14-Metil- ergosta-8,24(28)-dien-3-0

) (61)
Acido oleandlico

(63) Acido ursolico

(60)
Oxido de Baccharis

(62)
Eritrodiol
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Outros Compostos isolados do género Baccharis.

HO  COzH
°
HO ~ o =
|
OH
OH
OH
) (64)
Acido clorogénico
°
HO = =
OH
/
(66)
Artepillin C

COzH

HO
OMe
(65)
Acido trans-fertlico

(67)
Roridin A
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Tabela 4. Relacdo dos constituintes quimicos isolados de espécies do género

Baccharis.
Espécies Estrutura Referéncias
Baccharis alaternoides 1 BOHLMANN, 1982.
Baccharis angustifolia 2,3,4 WAGNER, 1972.
Baccharis artemisioides 38, 46 TONN, 1989.
Baccharis articulata 38, 39, 40, 47 DAI, 1993.
Baccharis bigelovii 4,5,6,7 WOLLENWEBER, 1986.
Baccharis conferta 8,9, 10,11, 12,13 WEIMANN, 2002
Baccharis conferta 14, 61, 62 WEIMANN, 2002
Baccharis coridifolia 67 GARCIA, 2002.

Baccharis draculinfolia

23, 63, 64, 65, 66

KUMAZAWA, 2003;
MIDORIKAWA, 2003.

Baccharis gaudichaudiana

43, 49, 56, 57, 58; 59,
60

FULLAS, 1994,
AKAIKE, 2003; ZDERO, 1989.

Baccharis genistelloides

14,15, 16, 17, 18, 19

KUROYANAGI, 1985.

Baccharis grisebachii

20, 21, 22, 44

FERESIN, 2003; JAKUPOVIC,
1990.

Baccharis heterophylla

30

WOLLENWEBER, 1986;
JAKUPOVIC, 1990.

Baccharis illinita

4,9, 15, 55

VERDI, 2004.

Baccharis incarum

45

GIVOVICH, 1986.

Baccharis ligustrina

8, 36

MOREIRA, 2003.

Baccharis minutiflora

48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55

BOHLMANN, 1982.

Baccharis neaei

37, 38, 39

FAIN,1992.

Baccharis quitensis

28, 31, 32

WOLLENWEBER, 1986.

Baccharis salicifolia

10,13,15, 24, 25, 26,
27

WOLLENWEBER, 1986.

Baccharis sagittalis

41, 42, 43

FERESIN, 2003; DIEGO, 2002.

Baccharis sarothroides

28, 29, 33, 34, 35

WOLLENWEBER, 1986.

Baccharis vaccinoides

12,17, 36

WOLLENWEBER, 1986.
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4- Parte Experimental
4.1 Métodos Cromatograficos

4.1.1 Cromatografia de Adsorcao.

As cromatografias de adsorcdo foram realizadas utilizando-se colunas
de gel de silica 60 (@ 63 — 200 um) e de silica para cromatografia “flash” (& 40
— 63 pm), da Merck. O comprimento e o didmetro das colunas variaram de
acordo com as aliquotas das amostras e a quantidade de gel de silica utilizada.
As colunas utilizadas nas cromatografias de adsorcdo sob pressdo média
(cromatografia flash) foram de vidro resistente a presséo, e continham bulbos
no apice, para armazenamento de solvente. Foi empregada nessa técnica,
bomba de ar comprimido modelo inalar compact N° 4724059 de Ind. de
Aparelhos Médicos Ltda.

Para a cromatografia de camada delgada (CCD) utilizou-se
cromatoplacas de silica 60 (@ 2 — 25 ym) sobre placas de vidro da marca
CARLO ERBA e sobre aluminio da Merck ambos com indicador de
fluorescéncia na faixa de 254 nm.

Os eluentes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram:
hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol puros ou combinados em
proporcdes crescentes de polaridade. Os eluentes utilizados nos tratamentos
por cromatografia de adsorcdo sobre pressdo meédia foram escolhidos apés
analise prévia das fracbes por CCD a fim de permitir ao constituinte desejado
(ou aquele com menor Rg) apresentar Rg proximo de 0,3. Estes eluentes
escolhidos foram utilizados no empacotamento da silica nas colunas e como
eluentes de partidas no procedimento cromatogréfico.

A revelacdo das substancias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por
exposicao a luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm), em
um aparelho Spectroline modelo ENF 240 C/F, e ainda por aspersao em
solucéo (1:1) de vanilina a 1% em etanol com solucédo de &cido perclérico a 5%
em agua destilada. As placas cromatograficas foram submetidas a

aquecimento a 100 °C por 3 minutos.
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4.2. Métodos de Anélise Espectroscopica.
4.2.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN *H) e de carbono-13 (RMN Q).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H) e de carbono-13 (RMN *3C) uni e bidimensionais, foram obtidos em
espectrometros Brucker, modelo Advance DPX-500, pertencentes ao Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear, da
Universidade Federal do Ceard (CENAUREMN-UFC), operando na frequéncia
do hidrogénio a 500,13 MHz e a frequéncia do carbono a 125,75 MHz,
respectivamente.

Os solventes utilizados nas dissolu¢gdes das amostras para obtencéo dos
espectros foram a acetona [(CD3),CO)], metanol [MeOD] e piridina (CsDsN)
deuterados, comercializadas pela Merck e Aldrich.

Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em parte por milhdo
(ppm) e referidos, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuais do solvente deuterado
utilizado, acetona (64 2,04 ppm) metanol (64 4.78, 3.31 ppm) para o RMN *H, e
acetona (6c 30,07 ppm), metanol (é¢c 49,0 ppm), piridina (6c 123.5, 135.5,
149.2) nos espectros de RMN *3C.

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN *H
foram indicadas segundo a convencao: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo
dubleto), t (tripleto), g (quarteto) e m (multipleto).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by polarization Transfer),
foi utilizada na determinacdo do padrdo de hidrogenacdo dos carbonos em
RMN '3C, descrito segundo a convencdo: C (carbono ndo-hidrogenado), CH

(carbono metinico), CH, (carbono metilénico) e CH3 (carbono metilico).

4.2.2 Espectroscopia naregido do infravermelho (IV).

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000 da central analitica
do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal
do Ceara (DQOI/UFC), utilizando pastilhas de KBr.
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4.2.3 Espectrometria de Massas.

Os espectros de massa de baixa resolucdo foram registrados num
espectrébmetro Shimadzu, modelo QP 5000/DI-50, através de impacto
eletrénico a 70 eV, pertencente a Central Analitica do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

4.3 Métodos Fisicos.
4.3.1 Ponto de Fuséao (PF).

Os pontos de fusdo foram determinados em equipamentos de
microdeterminacdo Mettler, com placa aquecedora FP90, pertencente ao
Departamento de Quimica Orgéanica da Universidade Federal do Ceara. As

determinacdes foram realizadas com gradiente de aquecimento de 3 °C/min.

4.4 Estudos dos Constituintes Quimicos N&ao-Volateis de Baccharis
salzmannii.

O material vegetal foi coletado no municipio de Jacobina-BA, pelo
professor Dr. Edilberto Rocha Silveira, pertencente ao Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara, em marco
de 2009. O material foi identificado identificado pela profa. Maria Lenise

Guedes da Universidade federal da Bahia.

4.4.1 Obtencéo do extrato etandlico de Baccharis salzmannii.

840,0 g das folhas de Baccharis salzmannii foram triturados e
dessecados, e posteriormente submetidas a uma extracdo exaustiva com
etanol a frio. Apos destilacdo do solvente sob pressao reduzida, obteve-se um
extrato de aspecto esverdeado denominado de BSFE (121,3 Q).

2,36 kg dos talos foram triturados e secos, e posteriormente submetidos
a uma extracdo exaustiva a frio com etanol. Apds destilagdo do solvente sob
pressdo reduzida, obteve-se um extrato de aspecto amarelado que foi
denominado de BSTE (419).
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4.4.2 Particéo liquido-liquido do Extrato Etandlico das Folhas de Baccharis
salzmannii — BSFE.

A particdo liquido-liquido de BSFE (121,3 g) foi realizado com a
dissolugcéo do extrato em solucdo H,O:MeOH 1:1 transferindo-se, em seguida,
a solucao resultante para um funil de separagéo de 2,0L. Foram utilizados os
solventes diclorometano, acetato de etila e metanol, obedecendo uma ordem
crescente de polaridade. Ao final, foram obtidos trés fracbes resultantes
(Tabela 5).

Tabela 5. Fracionamento de BSFE.

Denominacgéo Eluente Peso (9)
BSFE-PD Diclorometano 80,6
BSFE-PA Acetato de etila 15,0
BSFE-PM Metanol 6,0

4.4.3 Fracionamento Cromatografico da fracdo BSFE-PM.

Uma aliquota da fracdo BSFE-PM (3,0 g) foi adsorvida em gel de silica
60 (@ 63 — 200 um) e posteriormente acondicionada em uma coluna normal de
4.5 cm de diametro, previamente empacotada com 54,3 g de gel de silica 60 (9
63 — 200 um). Para a eluicdo foram utilizados os solventes hexano, acetato de
etila e metanol, seguindo ordem crescente de polaridade. Ao final do
experimento, foram coletadas 200 fracbes com volume médio de 10 mL cada
(Tabela 6). As fracdes foram analisadas em CCD e posteriormente reunidas em

12 fracdes resultantes, de acordo com as suas semelhancas.

Tabela 6. Fracionamento de BSFE-PM.

Denominacgéo Eluente Peso (mg)
F1 (1-44) Hexano/AcOEt 30% 12.9
F2 ( 45-69) 5.7
F3 (70-83) Hexano/AcOEt 50% 63.0
F4 (84-99) 106.9
F5 (100-103) 36.0
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F6 (104-120) 91.7
F7 (121-126) Hexano/AcOEt 80% 151
F8 (127-132) 17.6
F9 (133-138) 35.1
F10 (139-173) Acetato/MeOH5% 91.0
F11 (174-180) Acetato/MeOH 50% 92.3
F12(181-200) MeOH 302.1

4.4.4 Fracionamento Cromatogréafico de BSFE-PM (139-173).

A fracdo BSFE-M (139-173) apresentou um solido cristalino amarelado
que foi lavado com uma mistura binaria de diclorometano/metanol (1:1),
levando a obtencédo de 6,0 mg de um solido que foi denominado de BS-1. Apos
analise espectrométrica, BS-1 foi caracterizado como sendo o flavonoide

apigenina.

4.4.5 Fracionamento Cromatografico da fracdo BSFE-PM (70-83).

A fracdo BSFE-PM (70-83) (63,0 mg) foi adsorvida em gel de silica 60 (&
40 — 63 pm) e posteriormente acondicionada em uma coluna flash de 2 cm de
didametro, previamente empacotada com 30.2 g de gel de silica 60 (& 40 — 63
pm. Utilizou-se para a eluicdo os solventes hexano, acetato de etila e metanol,
seguindo ordem crescente de polaridade. Ao final deste procedimento, foram
coletadas 115 fracdes (Tabela 7) que foram reunidas em 5 fracBes resultantes,

de acordo com suas semelhancas em CCD.

Tabela 7. Fracionamento de BSFE-PA/M (70-83).

Denominacgéo Eluente Peso (mg)
(1-42) Hexano/ AcOEt 20% 10,8
(43-56) Hexano/ AcOEt 50% 25,0
(57-75) 1,4
(76-103) AcOEt 100% 2,6
(104-115) MeOH 4,8
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A fracdo BSFE-PM (70-83) (43-56) apresentou-se como um solido
cristalino amarelado que foi denominado de BS-2. Ap6s analise
espectroscopica e comparagdo com dados da literatura, BS-2 foi caracterizada

como sendo o flavondide narigenina.

4.4.6 Fracionamento Cromatografico da fracdo BSFE-PM. (segundo
fracionamento).

O restante da fracdo BSFE-PM (3,0 g), proveniente do procedimento do
item 4.4.2, foi adsorvida em gel de silica 60 (& 63 — 200 um) e acondicionada
em uma coluna normal de 4.5 cm de diametro, previamente empacotada com
58.21 g de gel de silica 60 (@ 63 — 200 um). Utilizou-se para a eluicdo os
solventes hexano, acetato de etila e metanol, seguindo ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas 140 fracGes (Tabela 8), que foram posteriormente
reunidas em 14 fracOes resultantes de acordo com suas semelhancas, apos

analise em CCD.

Tabela 8. Fracionamento Cromatografico da fracdo BSFE-PM2.

Denominacgéo Eluente Peso (mg)
F1(1-17) 6,6
F2 (18-33) Hexano/ AcOEt 30% 51
F3 (34-51) 36,0
F4 (52-56) 37,9
F5 (57-68) Hexano/ AcOEt 60% 41,0
F6 (69-74) 19,7
F7 (75-79) Hexano/ AcOEt 90% 37.0
F8 (80-92) 73.1

F9 (93-100) AcOEt 100% 17,0

F10 (101-120) AcOEt /MeOH 15% 18,0

F11 (121-130) 263,4

F12(131-136) 418,4

F13(136-139) AcOEt /MeOH 40% 457,2
F14(140) MeOH 223,0
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4.4.7 Fracionamento Cromatogréafico da fragdo BSFE-PM2 (121-130).
A fragdo BSFE-PM2 (121-130) 263,4 mg foi adsorvida em gel de silica
60 (@ 63 — 200 um) e posteriormente, acondicionada em uma coluna normal de
2 cm de diametro, previamente empacotada com 31,0 g de gel de silica 60 (9
63 — 200 pm). Utilizou-se para a eluigdo os solventes hexano, acetato de etila e
metanol, seguindo ordem crescente de polaridade. Ao final do procedimento
foram coletadas 79 fracdes de 10 mL, que foram posteriormente reunidas em 9
fracOes resultantes (Tabela 9) de acordo com suas semelhancas, apds analise
em CCD.
Tabela 9. Fracionamento cromatogréfico de BSFE-PM2 (121-130).

Denominagéo Eluente Peso (mg)

F1 (1) 3,0
F2 ( 2-6) 11,7
F3 (7-12) Hexano/ AcOEt 80% 71,0
F4 (13-18) 2,5
F5 (19-26) 3,9
F6 (27-38) 1,5
F7 (39-70) AcOEt 100% 65,1
F8 (71-78) 70,4

F9 (79) MeOH 61,7

4.4.8 Fracionamento Cromatogréafico da fracdo BSFE-PM2 (121-130) (39-
70).

A fracdo BSFE-PM2 (121-130) (39-70) (65,1 mg) foi adsorvida em gel de
silica 60 (@ 40 — 63 um) e posteriormente acondicionada em uma coluna flash
de 2,5 cm de diametro, previamente empacotada com 36.7 g de gel de silica 60
(@ 40 — 63 pm). Para eluicdo foram utilizados os solventes diclorometano,
acetato de etila e metanol, seguindo uma ordem crescente de polaridade. Ao
final deste procedimento foram coletadas 84 fracdes, que foram reunidas em 6

fracOes resultantes (Tabela 10) de acordo com suas semelhancas em CCD.
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Tabela 10. Fracionamento cromatogréfico de BSFE-PM2 (121-130) (39-70).

Denominagéo Eluente Peso (mg)
F1(1-31) CHCl,/ AcOEt 40% 7,0
F2(32-42) CH.Cl,/ AcOEt 50% 1,5
F3(43-50) CH.Cl,/ AcOEt 70% 1,8
F4(51-68) CH.Cl,/ AcOEt 80% 22,2
F5(69-80) AcOEt 100% 4,5
F6(81-84) MeOH 4,6

A fracdo BSFE-M2 (121-130) (39-70) (51-68) (22,2 mg) apresentou-se
como um 6leo amarelado, homogéneo em CCD, e foi denominado de BS-4.
Apoés a analise espectrométrica, BS-4 foi caracterizado como um diterpeno de

esqueleto clerodano de carater inédito na literatura.

4.4.9 Coluna Filtrante da fragdo BSFE-PD.

A fracdo BSFE-PD (15,0 g), proveniente do procedimento do item 4.4.2,
foi acondicionada em uma coluna normal de 7,5 cm de diametro, previamente
empacotada com 69,7 g de gel de silica 60 (& 63 — 200 pm). Utilizou-se como
eluentes os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em
ordem crescente de polaridade. Ao final do experimento foram obtidas 5

fracOes resultantes (Tabela 11) apés analise em CCD.

Tabela 11. Fracionamento cromatografico de BSFE-PD.

Denominacgéo Eluente Peso (9)
H/D Hexano/ CH.Cl, 1:1 3,0
DI/IA CH.CI,/ AcOEt 1,88
A AcOEt 1,87
AM AcOEt /MeOH 2,41
M MeOH 0,11

53
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.



CAPITULO 4
PARTE EXPERIMENTAL

4.4.10 Cromatografia da fragcdo BSFE-PD-FD.

A fracdo BSFE-PD-FD (3 g) foi adsorvida em gel de silica 60 (& 63 — 200
pm) suficiente para promover a adsorcao, e posteriormente acondicionada em
uma coluna normal de 4.5 cm de diametro, previamente empacotada com
60.70 g de gel de silica 60 (@ 63 — 200 um). Para eluicdo utilizou-se misturas
binarias de hexano/AcOEt e MeOH, em ordem crescente de polaridade. Foram
coletadas 51 fragbes com volume médio de 10 mL cada. As fracdes foram
reunidas em 4 fracdes resultantes (tabela 12) de acordo com suas

semelhancas, apds analise em CCD.

Tabela 12. Fracionamento de BSFE-PD-FD.

Denominacgéo Eluente Massa (mg)
F1(1-18) Hexano/ AcOEt 20% 450
F2(19-24) Hexano/ AcOEt 30% 114,5
F3(25-43) AcOEt 100% 1030
F4(44-51) MeOH 317

4.4.11 Cromatografia da fracdo BSFE-PD-FD (1-18).

A fracdo BSFE-PD-FD (1-18) (450 mg) foi adsorvida em gel de silica 60
(@ 63 — 200 pm) suficiente para promover a adsor¢cdo, e posteriormente
acondicionada em uma coluna normal de 3 cm de diametro, previamente
empacotada com 36,7 g de gel de silica 60 (& 63 — 200 pum). Para eluicdo
utilizou-se misturas binérias de hexano/AcOEt e MeOH, seguindo uma ordem
crescente de polaridade. Foram coletadas 83 fragces com volume médio de 10
mL cada. As fracdes foram reunidas em 10 fracBes resultantes (tabela 13) de

acordo com suas semelhancas, apés analise em CCD.
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Denominagéo Eluente Peso (mg)

F1 (1-15) Hexano/ AcOEt 5% 9,5
F2 (16-24) Hexano/ AcOEt 10% 82,0
F3 (25-38) Hexano/ AcOEt 15% 169,0
F4 (39-46) Hexano/ AcOEt 20% 53,3
F5 (47-53) Hexano/ AcOEt 30% 35,4
F6 (54-57) Hexano/ AcOEt 35% 11,6
F7 (58-63) Hexano/ AcOEt 40% 21,3
F8 (64-74) Hexano/ AcOEt 50% 22,5
F9 (75-82) AcOEt 100% 8,4

F10 (Metandlica) MeOH 27,0

4.4.12 Cromatografia da fracdo BSFE-PD-FD (1-18) (25-38).

A fracdo BSFE-PD-FD (1-18) (25-38) (169 mg) foi adsorvida em gel de

silica 60 (@ 63 — 200 pm) suficiente para promover a adsorgao, e

posteriormente acondicionada em uma coluna normal de 3 cm de diametro,

previamente empacotada com 25,60 g de gel de silica 60 (& 63 — 200 pum).

Para eluicdo utilizou-se misturas binarias de hexano/ CH,Cl, e MeOH, seguindo

ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 83 fragcbes com volume médio

de 10 mL cada. As fracGes foram reunidas em 4 fracdes resultantes (tabela 14)

de acordo com suas semelhancas, apos analise em CCD.

Tabela 14. Fracionamento de BSFE-PD-FD (1-18)(25-38).

Denominacgéo Eluente Massa (mg)
F1(1-61) Hexano/ CH,Cl, 15% 15,0
F2(62-70) Hexano/ CH,Cl, 40% 4,5
F3(71-82) AcOEt 100% 130,0
F4(83) Metanol 20,0
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4.4.13 Cromatografia da fracdo BSFE-PD-FD (1-18) (25-38) (71-82).

A fragcdo BSFE-PD-FD (1-18) (25-38) (71-82) (131 mg) foi adsorvida em
gel de silica 60 (@ 63 — 200 um) suficiente para promover a adsorcao, e
posteriormente acondicionada em uma coluna normal de 2.5 cm de diametro,
previamente empacotada com 27,57 g de gel de silica 60 (& 63 — 200 um).
Para eluicdo utilizou-se misturas binarias de hexano/CH,Cl, e MeOH, seguindo
uma ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 112 fracdes com volume
médio de 10 mL cada. As fracdes foram reunidas em 3 fracGes resultantes

(tabela 15) de acordo com suas semelhancas, apés analise em CCD.

Tabela 15. Fracionamento de BSFE-PD-FD (1-18) (25-38) (71-82).

Denominacgéo Eluente Massa (mg)
F1(1-66) Hexano/ CH,Cl, 25% 12,3
F2(67-111) Hexano/ CHCl, 70% 111,0
F3(112) Metanol 6,0

A fracdo 67-111 (111 mg) foi recromatografada em CLAE, utilizando a
mistura de solventes Hexano/AcOet (93:7), fluxo de 4,72 mL/mim e coluna de
fase normal. Foram injetados 200 pL de solucéo filtrada da amostra, dissolvida
em fase movel. O cromatograma visualizado a 260-400 nm, mostrou a
separacdo em 5 picos principais: pico 1 (tR=8,064), pico 2 (tR=8,299), pico 3
(tR=11,311), pico 4 (tR=11,678), pico 5 (tR=12,043). O pico 2 apresentou-se
como um sélido branco e foi denominado de BS-3 (7,8 mg). Apés analise

espectroscopica, BS-3 foi caracterizado como o diterpeno acido caurendico.

4.4.14 Cromatografia da fracdo BSFE-PD-FD/A.

A fracdo BSFE-PD-FD/A (1,88 g) foi adsorvida em gel de silica 60 (& 63
— 200 pm) e acondicionada em uma coluna normal de 3,5 cm de diametro,
previamente empacotada com 55,9 g de gel de silica 60 (@ 63 — 200 um).
Utilizou-se para a eluicdo os solventes hexano, acetato de etila e metanol,

seguindo uma ordem crescente de polaridade. Foram coletadas 103 fracdes,
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gue foram reunidas em 14 fracdes resultantes (Tabela 16) de acordo com suas
semelhancas, apos analise em CCD.

Tabela 16. Fracionamento cromatografico de BSFE-PD-FD/A.

Denominagéo Eluente Peso (mg)
F1 (1-8) HexanoAcOEt 5% 6,1
F2 (9-11) 2,9
F3 (12-17) HexanoAcOEt 10% 15,1
F4 (18) HexanoAcOEt 15% 15,2
F5 (19-28) Hexano/AcOEt 20% 103,4
F6 (29-35) Hexano/AcOEt 30% 48,3
F7 (36-41) Hexano/AcOEt 40% 116,9
F8 (42-58) Hexano/AcOEt 50% 370,7
F9 (59-80) Hexano/AcOEt 60% 150,2
F10 (81-86) Hexano/AcOEt 80% 15,0
F11(87-100) Hexano/AcOEt 90% 87,2
F12(101) AcOEt 100% 161,4
F13(102) AcOEt /MeOH 50% 66,5
F14(103) MeOH 60,6

4.4.15 Cromatografia da fracdo BSFE-PD-FD/A-(42-58).

A fracdo BSFFE-PD-FD/A (42-58) (370,0 mg) foi adsorvida em gel de
silica 60 (& 63 — 200 um) e acondicionada em uma coluna normal de 3,0 cm de
didmetro, previamente empacotada com 370,0 mg de gel de silica 60 (@ 63 —
200 um). Utilizou-se para a eluicdo os solventes hexano, acetato de etila e
metanol, seguindo ordem crescente de polaridade. Ao final do procedimento
foram coletadas 79 fracdes, que foram reunidas em 8 fracBes resultantes

(Tabela 17), ap6s anéalise em CCD.
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Tabela 17. Fracionamento cromatogréafico de BSFE-PD-FD/A (42-58).

Denominagéo Eluente Peso (mg)
(1-23) 9,0
(24-28) Hexano/AcOEt 30% 57
(29-44) 9,5
(45-52) Hexano/AcOEt 40% 8,0
(53-62) Hexano/AcOEt 60% 38,0
(63-70) Hexano/AcOEt 70% 171,0
(71-78) AcOEt 100% 47,0
(79) MeOH 65,4

4.4.16 Cromatografia da fracdo BSFE-PD-FD/A (42-58) (63-70).
A fragdo BSFE-PD-FD/A (42-58) (63-70) (171,0 mg) foi adsorvida em gel
de silica 60 (@ 40 — 63 um) e posteriormente acondicionada em uma coluna

flash de 2,5 cm de diametro, previamente empacotada com 22,0 g de gel de

silica 60 (@ 40 — 63 pm). Utilizou-se para a eluicdo os solventes hexano,

acetato de etila e metanol, seguindo ordem crescente de polaridade. Foram

coletadas 93 fracdes, que foram posteriormente reunidas em 6 fracdes

resultantes, de acordo com suas semelhancas em CCD (Tabela 18).

Tabela 18. Fracionamento cromatografico de BSFE-PD-FD/A (42-58) (63-70).

Denominacgéo Eluente Peso (mg)
F1(1-11) 7,3
F2(12-17) CHCI,/AcOEt 20% 26,0
F3(18-23) 14,0
F4(24-82) CHCI,/AcOEt 30% 78,0
F5(83-92) 7.7
F6(93) MeOH 33,7

4.4.17 Cromatografia da fracdo BSFE-PD-FD/A (42-58) (63-70) (24-82).

A fracdo BSFE-PD-FD/A (42-58) (63-70) (24-82) (78,0 mg) foi adsorvida

em gel de silica 60 (@ 40 — 63 um) e posteriormente acondicionada em uma

coluna flash de 2,5 cm de diametro, previamente empacotada com 25,0 g de
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gel de silica 60 (@ 40 — 63 um). Para eluicdo foram utilizados os solventes
diclorometano, acetato de etila e metanol seguindo uma ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas 77 fragGes, que foram posteriormente reunidas em

4 fragOes resultantes de acordo com suas semelhancas em CCD (tabela 19).

Tabela 19. Fracionamento cromatografico de BSFE-PD-FD/A (42-58) (63-70)
(24-82).

Denominagéo Eluente Peso (mg)
F1(1-37) CH,CI,/AcOEt 10% 13,0
F2(38-75) CH,CI,/AcOEt 20% 51,0
F3(76) AcOEt 100% 6,50
F4(77) MeOH 18,0

4.4.18 Cromatografia da fracdo BSFE-PD-FD/A (42-58) (63-70) (24-82) (38-
75).

A fracdo BSFE-PD-FD/A (42-58) (63-70) (24-82) (38-75) (51,0 mg) foi
adsorvida em gel de silica 60 (& 40 — 63 pum) e acondicionada em uma coluna
flash de 2,5 cm de diametro, previamente empacotada com 27,0 g de gel de
silica 60 (@ 40 — 63 pm). Utilizou-se para a eluicdo os solventes hexano,
acetato de etila e metanol, seguindo ordem crescente de polaridade. Ao final do
procedimento foram coletadas 29 fracdes, que foram reunidas em 6 fracdes

resultantes de acordo com suas semelhancas em CCD (Tabela 20).

Tabela 20. Fracionamento cromatografico de BSFE-PD-FD/A (42-58) (63-70)
(24-82) (38-75).

Denominacgéo Eluente Peso (mg)
F1(1-7) 6,0
F2(8-10) 5.8
F3(11-12) CHCI,/AcOEt 40% 7.2
F4(13-20) 28,3
F5(21-28) 1,0
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F6(29) MeOH 7.2

A fracdo BSFE-PD-FD/A (42-58) (63-70) (24-82) (38-75) (13-20)
apresentou-se como um Oleo e foi denominado de BS-5. Apds andlise
espectroscopica, BS-5 foi caracterizado como um diterpeno de esqueleto

clerodano de carater inédito na literatura.

4.4.19 Coluna Filtrante da fracdo BSFE-PD (2° fracionamento).

A fragcdo BSFE-PD (30,0 g), proveniente do procedimento do item 4.4.2,
foi acondicionada em uma coluna normal de 8 cm de diametro, previamente
empacotada com 100 g de gel de silica 60 (@ 63 — 200 um). Utilizou-se como
eluentes os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em
ordem crescente de polaridade. Ao final do experimento foram obtidas 5
fracOes resultantes (Tabela 21) apds analise em CCD.

Tabela 21. Fracionamento cromatogréafico de BSFE-PD2.

Denominacgéo Eluente Peso (9)
FD CH.CI, 1,44
FD/A CHCI,/AcOEt 6,60
FA AcOEt 6,62
FA/M AcOEt/MeOH 5,86
FM MeOH 0,126

4.4.20 Cromatografia da fracdo BSFE-PD2-FD.

A fracdo BSFE-PD-FD (1.44 g) foi adsorvida em gel de silica 60 (g 63 —
200 um) suficiente para promover a adsorcado, e posteriormente acondicionada
em uma coluna normal de 3 cm de diametro, previamente empacotada com
30.0 g de gel de silica 60 (@ 63 — 200 um). Para eluigéo utilizou-se misturas
binarias de hexano/AcOEt e MeOH, seguindo em ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas 91 fraces com volume médio de 10 mL cada. As
fracbes foram reunidas em 13 fracbes resultantes de acordo com suas

semelhancas, apds analise em CCD (tabela 22).
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Tabela 22. Fracionamento cromatografico de BSFE-PD2-FD.

Denominagéo Eluente Peso (mg)
F1 (1-5) 15,5
F2 (6-10) Hexano/AcOEt 5% 443,0

F3 (11-20) 252,4
F4 (21-26) Hexano/AcOEt 15% 156,0
F5 (27-33) 348,7
F6 (34-41) Hexano/AcOEt 20% 135,4
F7 (42-49) 41,0
F8 (50-53) Hexano/AcOEt 25% 10,2
F9 (54-63) Hexano/AcOEt 30% 19,4
F10 (64-68) 6,7
F11(69-75) Hexano/AcOEt 50% 4,8
F12(76-90) AcOEt 100% 14,7
F13(91) MeOH 17,2

4.4.21 Cromatografia da fracdo BSFE-PD-FD (6-10).

A fracdo BSFE-PD-FD (6-10) (443,0 mg) foi adsorvida em gel de silica
60 (@ 40 — 63 um) suficiente para promover a adsor¢do, e posteriormente
acondicionada em uma coluna normal de 3 cm de diametro, previamente
empacotada com 38,72 g de gel de silica 60 (@ 40 — 63 um). Para eluicdo
utilizou-se uma mistura binaria de hexano/AcOEt e MeOH, seguindo ordem
crescente de polaridade. Foram coletadas 66 fragcdes com volume médio de 10
mL cada. As fracdes foram reunidas em 5 fracGes resultantes de acordo com

suas semelhancas, ap6s andlise em CCD (tabela 23).

Tabela 23. Fracionamento cromatografico de BSFE-PD2-FD (6-10).

Denominacgéo Eluente Peso (mg)
F1(1-15) Hexano/AcOEt 5% 15
F2(16-37) 217,0
F3(38-47) Hexano/AcOEt 20% 31,3
F4(48-65) 83,0
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F5(66) Metanol 44,2

A fracdo 16-37 (217,0 mg) foi recromatografada em CLAE, utilizando a
mistura de solventes hexano/isopropanol (80:20), fluxo de 3,0 mL/mim e coluna
de fase normal. Foram injetados 200 pL de solucéo filtrada da amostra,
dissolvida em fase mével. O cromatograma visualizado a 260-400 nm, mostrou
a separagao em 4 picos principais: pico 1 (tR=2.792), pico 2 (tR=3.145), pico 3
(tR=3.334) e pico 4 (tR=3.672). O pico 4 apresentou-se como um 0leo incolor e
foi denominado de BS-6 (5,2 mg). ApOs analise espectroscopica, BS-6 foi
caracterizado como um sesquiterpeno de esqueleto patchoulano, de carater

inédito na literatura.
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Fluxograma geral representando o procedimento experimental para o

isolamento de BS-1, BS-2, BS-3, BS-4, BS-5 e BS-6.

Material vegetal
seco e triturado
(840,0 g)

Extrato Etanélico das Folhas
de Baccharis salzmannii DC
(BSFFE) (121,3 g)

Particdo liquido-liquido

Fracdo
Diclorometano
(80,6 9)
(BSFFE-PD)

Fracdo Acetato de
Etila
(15,0 9)
(BSFFE-PA)

Sucessivas

cromatografias Cromatografia

Fracao

Metanol

(6,09)
(BSFFE-PM)

Cromatografia

em Coluna

CLAE -
Cromatografia

em Coluna

BS-5
(28 mg)

em Coluna

F. 121-130
(263,4 mq)

Cromatografia
em Coluna
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5- Determinacgéao Estrutural.

5.1 -Determinacao de BS-1.

O tratamento cromatogréfico da fracdo metandlica, obtida a partir do
particionamento do extrato etanolico das folhas de Baccharis salzmannii,
resultou no isolamento de um sélido amarelo com ponto de fusdo 344-345 °C,
denominado BS-1.

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de BS-1
(figura 11, pagina 71) permitiu observar uma banda em 3280 cm™ caracteristica
de deformacéo axial da ligacdo O-H; uma banda em 2831 cm™ atribuida a
deformacéo axial de grupamento CHs3; uma banda em 1652 cm™ relativa a
deformacdo axial da ligacdo C=0O de cetona conjugada; além de absorcbes
caracteristicas de deformacao axial de anel aromatico em 1607, 1501 e 1445
cm™. As absorcBes entre 1260 e 1155 cm™ foram atribuidas a deformacdes
axiais da ligacdo C-O, e a banda em 828 cm™ foi atribuida & deformacéo
angular da ligagdo C-H de anel aromatico.

A andlise do espectro de RMN *H (CsDsN, 500 MHz) de BS-1 (Figura 12
e 13, pagina 71 e 72) permitiu identificar a presenca de dois hidrogénios
aromaticos que mantém entre si relacdo meta em oy 6.77 (d, J=2,0 Hz, H-6) e
6.84 (d, J=2,0 Hz, H-8), além de sinais caracteristicos de um sistema tipo A;B
em Oy 7.94 (2H, d, J=8.5 Hz, H-2'/6") e 7.24 (2H, d, J=8.5 Hz, H-3'/5"), um
hidrogénio olefinico em 6y 6.93 (s, H-3) e um hidrogénio em &y 13.80 (s),
caracteristico de hidroxila quelada em um anel de seis membros.

A anélise do espectro de RMN *C-BB (CsDsN, 125 MHz) (Figura 14,
pagina 72) revelou a presenca de treze linhas espectrais atribuidas a quinze
atomos de carbono, levando-se em consideracdo que os carbonos em éc 129.8
e 117.7 sdo magneticamente equivalentes, como ja observado no espectro de
RMN 'H. A tabela 24 na pagina 66 apresenta os deslocamentos quimicos
observados através da comparacdo entre os espectros de RMN **C-BB e RMN
13C-BB DEPT (Figura 14 e 15, pagina 72 e 73) tendo sete carbonos metinicos

(CH) e oito carbonos nao-hidrogenados.
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Tabela 24. Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de BS-1 com padrédo de
hidrogenacdo (RMN **C-BB e RMN *DEPT, CsDsN/125 MHz).

(4] C CH CH; CHs Total
183.6 129.8 (x2)
166.8
165.4 117.7 (x2)
164.1 - - -
163.5 105.9
159.4
123.3 100.9
104.8
95.7
Cz C7H;
(C-OH)s
2 (C-0)
C=0 C15H100s

A analise do espectro de massa de BS-1 (Figura 18, pagina 76) revelou
0 pico do ion molecular em m/z 270 Daltons, sugerindo a formula molecular
C15H100s5, com IDH igual a 10.

Através da analise no espectro HSQC (Figura 16, pagina 73) foi possivel
observar a correlacdo de cada hidrogénio com seus respectivos carbonos
(tabela 25, pagina 69).

A analise do espectro HMBC (figura 17, pagina 74) revelou todos os
acoplamentos a longa distancia entre os hidrogénios e carbonos de BS-1
(acoplamentos %Jcy e 3Jcn). Neste espectro foi possivel observar o
acoplamento do hidrogénio em 6y 6.93 (H-3) com o carbono em éc 183.6, o

gue confirmou a localizacéo da carboxila em C-4
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Figura 8. Correlag6es a longa distancia de H-3 confirmando a localizacéo da

carboxila em C-4.

Através do acoplamento dos hidrogénios em oy 6.84 (H-8) e 6.77 (H-6)
com o carbono em o&c 166.8 (C-7), e do hidrogénio oy 6.77 (H-6) com o
carbono em 6c 163.5 (C-5), foi possivel confirmar a posi¢cdo das hidroxilas em
C-5 e C-7 no anel A, respectivamente. Em adicdo, as correlacbes dos
hidrogénios em 6y 7.94 (H-2"), 7.23 (H-3"), 7.23 (H-5"), 7.94 (H-6") com o
carbono oxigenado em 6c 164.1 (C-47), determinaram a posicdo da hidroxila

em C-4’ no anel B.

6 6.84

H 5 7‘23H
HO‘ 89 @) 57'94H2' 3)«,OH
» J 7 47
7 | 1 i
serrH © 10 : z
¢5 4 2 6 H
OH O s 7uH 7%

Figura 9. Correlacfes a longa distancia confirmando as localizacfes das
hidroxilas em C-4", C-5 e C-7.

A tabela 26 na pagina 70 mostra a comparacdo dos dados
espectroscopicos de BS-1 com a posterior comparacdo com dados da literatura

para flavondides, sugerindo para BS-1 um esqueleto do tipo flavona (Figura 10;
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AGRAWAL, 1989). Assim determinou-se que BS-1 (Figura 10) tratava-se da

5,7,4"-Tri-hidroxi-flavona (apigenina), ja isolado em Baccharis trimera (VERDI,
2005).

r 3’
2 4
- B
8 9 0 1 5
7 2 .
A C 6
6 3
s 10 4

O

Estrutura basica de uma flavona.

3
)’ _OH
) 4
HO & 90 5
7 2 6
6
51043
OH O

Figura 10. Estrutura basica de uma flavona acima e

estrutura da 5,7,4"-Tri-hidroxi-flavona (apigenina) abaixo.
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MHz, CsDsN) de BS-1.
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13C — HSQC e HMBC (500 X 125

HSQC HMBC
Ac OH 2Jch *Jcn
2 165.4 - H-3 -
3 | 1048 6.93 (s, 1H) i i
4 183.6 - H-3 -
5 163.5 - H-6 -
6 | 100.9 6.77 (d, 1H,J=2) i H-8
7 166.8 - H-6, H-8 -
8 | 957 6.84 (d,1H, J=2) i H-6
9 159.4 - H-8 -
10 105.9 - - H-3, H-8
1 123.3 - - H-3, H-3", H-
5
2 129.8 7.94 (d,1H, J=8.5) - H-6", H-2
3 117.7 7.23 (d,1H, J=9) - H-5"
4 164.1 - H-3",H-5 H-2°, H-6
5 | 117.7 7.23 (d,1H, J=9) i i
6 | 1298 7.94 (d,1H, J=8.5) i i
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Tabela 26. Andlise comparativa de dados de RMN *3C-BB (125 MHz, CsDsN)
de BS-1 com dados da literatura (25,2 MHz, DMSO MAIS AGUA; AGRAWAL,
1989).

BS-1 Literatura *
Carbono 6C 6C
2 165.4 165.5
3 104.8 104.3
4 183.6 183.2
5 163.5 162.0
6 100.9 100.3
7 166.8 164.9
8 95.7 95.6
9 159.4 158.7
10 105.9 105.1
1 123.0 122.7
216 129.8 129.8
35 117.7 117.3
4 164.1 161.8
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Figura 11. Espectro na regido do infravermelho de BS-1.
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Figura 12. Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de BS-1.
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Figura 13. Expans&o (6.7 - 8.1 ppm) do espectro de RMN *H (500 MHz,
C5D5N) de BS-1.
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Figura 14. Espectro de RMN **C — BB (125 MHz, CsDsN) de BS-1.
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Figura 16. Espectro bidimensional de *H,**C — HSQC (500 x 125 MHz, CsDsN)
de BS-1.
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Figura 18. Espectro de massa (IE, 70 eV) de BS-1.
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5.2- Determinagéo estrutural de BS-2.

O tratamento cromatogréfico a partir da fracdo metandlica, obtida do
extrato etandlico das folhas de Baccharis salzmannii, resultou no isolamento de
um soélido amarelado com ponto de fusdo 227,8-229,9 °C que foi denominado
de BS-2.

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de BS-2
(Figura 22, pagina 81) permitiu observar uma banda em 3149 cm?,
caracteristica de deformacdo axial da ligagdo O-H quelada, uma banda em
2919 e 2831 cm™ relativa a deformacdo axial de grupamento CH, e CHs,
respectivamente; banda em 1630 cm™, relativa a deformacéo axial da ligacdo
C=0 de cetona conjugada, além de absor¢des caracteristicas de deformacédo
axial de anel aromatico em 1604, 1500 e 1464 cm™. As absorcées entre 1260 e
1155 cm™ foram atribuidas a deformacdes axiais da ligacdo C-O, e a banda em
828 e 729 cm™ foi atribuida a deformacdo angular da ligacdo C-H de anel
aromatico.

A andlise do espectro de RMN *H ((CD3),CO, 500 MHz) de BS-2 (Figura
23 e 24, pagina 81 e 82) permitiu identificar a presenca de seis hidrogénios
aromaticos, dos quais dois que mantém entre si relacdo meta em 6y 5.95 (1H,
d, J=2.5 Hz, H-8/H-6), e quatro sinais relacionados a um sistema para-
dissubstituido tipo A2B, em 6y 7.37 (2H, d, J=8.5 Hz, H-2/6") e dy 6.89 (2H, d,
J=8.5 Hz, H-3/5"). Além disso, foram observados um sinal de hidrogénio de
carbono carbindlico em 6y 5.43 (1H, dd, J=13.0 e 3.0 Hz, H-2), e sinais de
hidrogénios metilénicosem 6y 3.17, (1H, dd, J=17.0 e 13.0 Hz, Ha-3) e em 6y
2.72, (1H, dd, J=17.0 e 3.0 Hz, Hb-3). O sinal em &y 12.16 (s) foi relacionado a
uma hidroxila quelada em um anel de seis membros.

A andlise do espectro de RMN **C-BB (CD3),CO, (Figura 25, pagina 82)
revelou a presenca de treze linhas espectrais atribuidas a quinze atomos de
carbono, levando-se em consideragcdo a equivaléncia magnética dos carbonos
em oc 129,3 e 116.3. A tabela 27 na pagina 76 demonstra a comparacao
entre os espectros de RMN **C-BB e RMN **C-BB DEPT (figura 25 e 26,
pagina 82 e 83) tendo um carbono metilénico (CH,), sete carbonos metinicos

(CH), e sete carbonos nao-hidrogenados (C).
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Tabela 27. Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de BS-2 com padrédo de

hidrogenacdo (RMN **C-BB e RMN “*DEPT, (CD3).CO 125 MHz).

(<) C CH CH; CHs Total
197.2 129.0 (x2) 43.62
167.6 116.3 (x2)
165.4 96.9
164.4 96.0
158.8 80.0 -
130.8
103.3
C, CeHs CH;

(C-OH)3 HC-O
(C-0)
C=0

C15H1205

A analise do espectro de massa (Figura 29, pagina 84) revelou o pico do

ion molecular em m/z 272 Daltons, e confirmou a férmula molecular C15H2,0s,

com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a dez.

Através da analise no espectro HSQC foi

possivel observar os

acoplamentos de cada hidrogénio aos seus respectivos carbonos (Tabela 28 e

figura 27, pagina 79 e 83). Em adicdo, a andlise no espectro de HMBC (figura

28, pagina 84) revelou os acoplamentos a longa distancia entre todos os

hidrogénios e carbonos (acoplamentos “Jcy e *Jcp). Neste espectro foi possivel

observar as correlacdes dos hidrogénios em 6y 2.72 (H-3a), 3.16 (H-3b) e 5.43

(H-2) com o carbono carbonilico em é¢ 197.2 (C-4) localizando a carbonila.
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Figura 19. Correlacdes a longa distancia dos hidrogénios H-2 e H-3 com o
carbono C-4 confirmando a localizagdo da carboxila.
Através do acoplamento dos hidrogénios em 6y 5.95 (H-8) e 5.95 (H-6)
com o carbono em &c 167.6 (C-7), do hidrogénio em &y 5.95 (H-6) com o
carbono em 6c 165.4 (C-5), e dos hidrogénios em &y 7.37 (H-2"), 6.89 (H-3"),
6.89 (H-5") e 7.37 (H-6") com o carbono em &c 158.0 (C-4"), foi confirmada a
localizacdo dos grupos hidroxila em C-5, C-7 e C-4", respectivamente.

° 5|f’|5 5 6.89H
8 s7arH - 3
HO s O 2 , . OH

Z : . 2
1 5,

_ 6 1 : : .
5 595 H .5 0 4 5 s H
OH O s7a7H 868

Figura 20. CorrelagGes a longa distancia dos carbonos confirmando as

localiza¢gBes das hidroxilas em C-5, C-7 e C-4".

A tabela 29 na pagina 80 mostra a comparacdo dos dados
espectroscopicos de BS-2 com a posterior comparacdo com dados da literatura
para flavondides, sugerindo para BS-2 um esqueleto flavonoidico do tipo
flavanona (Figura 21, pagina 78; AGRAWAL, 1989). A andlise dos dados
espectroscopicos obtidos e a posterior comparacdo com dados de RMN *3C

descritos na literatura para flavanonas, revelaram que BS-2 (figura 21) trata-se
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da 5,7,4 -Tri-hidroxi-flavanona (narigenina), de carater inédito no género
Baccharis.
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A C 6
6 3
s 100 4

3
X ,OH
, 4
HO 8 90 5
7 2 6
651043
OH O

Figura 21. Estrutura basica de uma flavanona acima e

estrutura da 5,7,4"-Tri-hidroxi-flavanona (narigenina).
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Tabela 28. Correlagédo Heteronuclear *H, **C — HSQC e HMBC (500 X 125
MHz, (CD3),CO) de BS-2.

HSQC HMBC

Ac OH 2Jch *Jcn
2 | 800 5.43 (1H, dd, J=12.5 e 3.0 Hz) H-3b H-2 H-6
3 | 436 | 2.72 (1H, dd, J=17.0 e 3.0); 3.17 (1H, H-2 i

dd, J=17.0 e 12.5 H)
4 197.2 - H-3a, H-3b H-2
5 165.4 - H-6 -
6 | 969 5.95 (1H, d, J=2.5 H) i H-8
7 167.6 - H-6, H-8 -
8 | 96.0 5.95 (1H, d, J=2.5 H) i H-6
9 164.4 - H-8 -
10 103.3 - - H-3a, H-6
1 130.8 - H-2, H-2", H-6" H-3a, H-3',
H-5"
2 129.0 7.37 (1H, d, J=8.5 Hz) H-3" H-6", H-2
3 116.3 6.89 (1H, d, J=8.5 Hz) H-2" H-5"
4 158.0 - H-3",H-5 H-2", H-6
5 116.3 6.89 (1H, d, J=8.5 Hz) H-6" H-3"
6 129.0 7.37 (1H, d, J=8.5 H2z) H-5" H-2", H-2
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Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.



CAPITULO 5

DETERMINACAO ESTRUTURAL

Tabela 29. Andlise comparativa de dados de RMN **C-BB (125 MHz,
(CD3).CO) de BS-2 com dados da literatura (25,2 MHz, ACETONA; AGRAWAL,

1989).
BS-2 Literatura *
Carbono 6C 6C
2 80.0 80.1
3 43.6 43.7
4 197.2 197.3
5 164.4 165.0
6 96.9 97.0
7 167.6 168.0
8 96.0 96.1
9 164.4 164.5
10 103.3 103.1
1 130.8 130.7
216 129.0 128.8
35 116.3 116.2
4 158.8 158.5
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Figura 23. Espectro de RMN *H (500 MHz, (CD3),CO)) de BS-2.
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Figura 24. Expanséo (2.5 - 3.8 ppm) do espectro de RMN *H (500 MHz,
(CD3),CO)) de BS-2.
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Figura 25. Espectro de RMN **C — BB (125 MHz, (CDs),CO) de BS-2.
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Figura 26. Espectro de RMN **C — DEPT (125 MHz, (CD3),CO) de BS-2.
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Figura 28. Espectro de RMN bidimensional de *H,**C — HMBC ( 500 x 125
MHz, (CD3),CO) de BS-2.
- 119
_OH
1000000 ) Ho7v8\9 o)
i
b 55 9 91
39 ‘ a7
77 107 - 179
....,.......,.......?,?l'..MI....J:‘.,!!.!ill,!!.}..I.Hi!.!::‘.h.!!!!!|!I.,..!il...!..!J..,'I.lﬂﬁl!.q.‘.l,.'ni.. !i.1.I|I.l‘,.1.'.|=..‘,."‘.i‘...mw..,..‘.2:1}.]..,‘...“%.1.?....|.‘..,.'i?‘|?‘..,‘...|I?:Tﬁ...|..lir.'..|.”.,H..‘!.‘..‘,.‘..‘
10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270
miz
Figura 29. Espectro de massa (IE, 70 eV) de BS-2.
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5.3-Determinacgéo Estrutural BS-3.

O tratamento cromatografico da fracdo diclorometano, obtida da particao
do extrato etandlico de Baccharis salzmannii, resultou no isolamento de cristais
na forma de agulha com ponto de fusdo de 175.2 a 179.3 °C, que foi
denominado de BS-3.

A analise do espectro de absor¢do na regido do IV de BS-3 (Figura 31,
pagina 88) permitiu a identificacdo de uma banda em 3.071 cm™ caracteristicas
de deformacao axial da ligacdo C-H de carbono sp% uma banda em 2.934 cm™
caracteristica de deformacédo axial OH de &cido carboxilico; uma banda em
1.691 cm™ caracteristica de deformacao angular de carbonila; e uma banda em
1.267 cm™ caracteristica de deformacao axial de ligagéo C-O.

O espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz, figura 32, pagina 88) permitiu
identificar a presenca de sinais caracteristicos de dois grupos metilas em oy
0.95 (s, 3H, H-20) e o4 1.35 (s, 3H, H-18), um sinal em &y 2.65 (s,1H, H-13)
caracteristico de hidrogénio alilico, e dois singletos em oy 4.75 (s, 1H, H-17a) e
4.81 (s, 1H, H-17b) referentes a hidrogénios olefinicos.

O espectro de RMN *3C-BB (125 MHz) (Figura 33, pagina 89) de BS-3
permitiu identificar a presenca de vinte linhas espectrais. A tabela 30 na pagina
88 apresenta os deslocamentos quimicos observados no referido espectro.
Dentre os sinais observados foram identificados sinais de carbonos olefinicos
em Oc 103.0 e 155.8, e um sinal em &c 183.4 referente a carbonila de acido
carboxilico.

A comparacao entre os espectros de RMN **C-BB e RMN **C-BB DEPT
(Figura 33 e 34, pagina 89) permitiu identificar a presenca de dois carbonos
metilicos (CH3) dez carbonos metilénicos (CH,), trés carbonos metinicos (CH) e

sete carbonos nao-hidrogenados (C) (tabela 30).
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Tabela 30. Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de BS-3 com padrédo de
hidrogenacdo (RMN **C-BB e RMN *DEPT, CDCls, 125 MHz).

(4] C CH CH> CHs Total
183.4 57.1 103.0
155.8 55.2 49.0
44.3 43.9 41.3
43.7 40.8
39.7 39.7 28.9
37.9 15.6
21.8
19.1
18,4
33.1
Cs CsHs CioH20 CzHe
COOH
C20H300>

A partir dos dados obtidos, pdde-se propor para BS-3 a férmula

molecular C,oH300, com IDH igual a 6, em acordo com o sinal do ion molecular

no espectro de massa em m/z 302 Daltons (Figura 35, pagina 90).

A reunido de todos os dados espectroscopicos obtidos, e posterior

comparacéo com dados de RMN **C descritos na literatura para diterpenos do

tipo caurano (Tabela 31, pagina 87; MAHATO, 1994), pdde-se caracterizar BS-

3 como sendo o acido caurendico, ja isolado da espécie Baccharis minutiflora

(BOHLMANN, 1982).

Me
18

COOH
19

12

13

15

CH,

17

Figura 30. Estrutura do acido caurendico
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Tabela 31. Andlise comparativa de dados de RMN **C-BB (125 MHz, CDCl3)
de BS-3 com a literatura [MAHATO, CDCl3, 1994].

BS-3 Acido caurenoico
Carbono 6C 6C
1 40.8 40.8
2 19.1 19.2
3 37.9 37.8
4 43.9 43.9
5 57.1 57.2
6 21.8 21.9
7 41.3 41.4
8 44.3 44.3
9 55.2 55.3
10 39.7 39.8
11 18.4 18.5
12 33.1 33.2
13 43.9 43.9
14 39.7 39.8
15 49.0 49.1
16 155.8 155.9
17 103.0 103.1
18 29.7 29.0
19 183.4 185.0
20 15.6 15.6

Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.

87

87



_ CAPITULOS5
DETERMINACAO ESTRUTURAL

44,9
4

n
\
/ |

i
A i
| 633,22
/ 1
3071,00 i |

%T
1464.88 1260.33

N
{ A

1] 285903

1

Y

2934,59 i

10

7 - 5 I -

4400.0 4000 3000

2000 1500 1000 450.0

Figura 31. Espectro na regido do infravermelho de BS-3.
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Figura 32. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de BS-3.
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Figura 33. Espectro de RMN **C — BB (125 MHz, CDCls) de BS-3.
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Figura 34. Espectro de RMN **C — DEPT (125 MHz, CDCls) de BS-3.
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Figura 35. Espectro de massa (IE, 70 eV) de BS-3.
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5.4- Determinacgéo Estrutural de BS-4.

O tratamento cromatogréfico da fracdo metandlica, obtida da particdo do
extrato etandlico de Baccharis salzmannii, resultou no isolamento de um 6leo
amarelado com [a]*% = - 34° (c 0,001; MeOH) que foi denominado de BS-4.

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de BS-4
(Figura 39, pagina 98) permitiu observar uma banda em 3375 cm™
caracteristica de deformacédo axial da ligagdo O-H de alcool; uma banda em
1650 cm™ relativa a deformacdo axial da ligacdo C=C; além de bandas em
1456 e 1383 caracteristicas de deformacdo angular simétrica de CH; e
assimétrica de CHs, respectivamente, e bandas em 1093 e 1062 cm™ relativas
a deformagéao axial da ligagéo C-O.

A andlise do espectro de RMN *H (MeOD, 500 MHz) (Figura 40, 41 e 42,
pagina 98 e 99) de BS-4 permitiu identificar a presenca de sinais referentes a
trés grupos metilas em 6y 0.77 (3H, s, H-20), 0.84 (3H, d, J=8.0 Hz, H-17 ) e
0.91 (3H, d, J=8.0 Hz, H-16), quatro sinais referentes a hidrogénios de carbono
carbinolico em 6y 3.57 (2H, m, H-15 ), 3.67 (2H, m, H-6), 3.78 (2H, d, J=11,5
Hz, H-19), 4.23 (2H, s, H-18), e um sinal de hidrogénio olefinico em 6y 5.83
(1H, sl, H-3).

No espectro de RMN *C — BB (125 MHz, MeOD) (Figura 43, pagina
100) observou-se a presenca de 20 sinais. Atraves da teoria do deslocamento
guimico, observou-se trés sinais caracteristicos de carbonos metilicos em oc
16.0, 18.8 e 20.3, quatro sinais relacionados a carbonos oxigenados em &c
61.2, 64.3, 67.7, 77.0, além de sinais relativos a carbonos olefinicos em dc
130.5, 144.3, corroborando os dados observados no espectro de RMN *H.

A tabela 32 na pagina 92 mostra a analise comparativa dos espectros de
RMN *3C - BB e RMN *3C- DEPT 135 (Figura 43 e 45, pagina 100 e 102) onde
permitiu identificar a presenca de trés carbonos metilicos, nove carbonos

metilénicos, cinco carbonos metinicos e trés carbonos nao-hidrogenados.
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Tabela 32. Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de BS-4 com padrédo de
hidrogenacdo (RMN **C-BB e RMN “*DEPT, MeOD, 125 MHz).

o C CH CH, CHs Total
144.0 130.5 67.7 20.3
49.0 77.0 64.3 18.8
39.3 47.2 61.2 16.0
35.9 40.8
314 38.1
36.7
30.8 -
27.5
18.9
Cs CsHy CsHi2 CsHo
HC-OH H,C-OH CaoHasO4
(H2C-OH),

A partir dos dados obtidos, pdde-se propor para BS-4 a férmula
molecular CH3s04 com IDH igual a 3, em acordo com o sinal do ion molecular
no espectro de massa em m/z 340 Daltons. A figura 53 na pagina 106 mostra
uma proposta mecanistica para as fragmentacdes justificando os principais

picos registrados no espectro de massa.

A analise dos dados apresentados e a posterior comparacdo com dados
de RMN descritos na literatura para diterpenos [MARTA, 1998; MORALES,

2000], sugere para BS-4 a estrutura de um diterpeno de esqueleto do tipo

clerodano.
12
16
20
N/
10 9
2 8 15
A 5 B
3 4 [ 7
6
19
18

Estrutura basica de um esqueleto clerodano.
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Através da analise no espectro HSQC (Figura 46, pagina 101) foi
possivel observar os acoplamentos de cada hidrogénio com seus respectivos
carbonos. (tabela 33, pagina 98)

A analise do espectro de HMBC (Figura 47, pagina 102) forneceu os
acoplamentos a longa distancia entre hidrogénios e carbonos (acoplamentos
2Jci e 3Jch). Neste espectro foi possivel observar o acoplamento dos
hidrogénios em &y 2.09 (H-2a) e 3.67 (H-6) com o carbono em &c¢ 144.0 (C-4),
além do acoplamento do hidrogénio em &y 5.83 (H-3) com o carbono em &c¢
67.74 (C-18). Em adicdo, foram também observados os acoplamentos do
hidrogénio em &y 3.67 (H-6) com o carbono em o&c 47.28 (C-19), os
acoplamentos dos hidrogénios em oy 1.63 (H-7) e 3.78 (H-19) com o carbono
oc 77.04 (C-6), e o acoplamento dos hidrogénios em &y 1.32 (H-14a) e 1.58
(H-14b) com o carbono em éc 61.23 (C-15). A partir destes dados, foi possivel
identificar a posicao relativa dos quatro carbonos hidroxilados em C-6, C-15, C-
18 e C-19, respectivamente.

1 T g0
6200H 2 10 : 1 : 2 :
9 > 10 9- 9
6367
3 5 H 3 5 :
% 3 5
"4 19 <« 6 6 583 H 7 7
18 C:H * 10 gH ¢ 19 (6)H
OH OH g OH 18 5:!__|TSOH
OH OH
6132
16 H
12 14 y
1 15
13512‘8 4
10 9 g OH
7

Figura 36. Correlacdes observadas no espectro de HMBC confirmando a
localizagcéo das hidroxilas em C-6, C-15, C-18 e C-19.
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Através das correlacbes entre os hidrogénios em 6y 1.58 (H-1a), 2.09
(H-2a) e 4.23 (H-18) com o carbono em 6c 130.5 (C-3); e dos hidrogénios em
on 4.23 (H-18) , 3.78 (H-19), 2.09 (H-2) e 3.67 (H-6) com o carbono em o&c
144,0 (C-4), foi possivel determinar a localizacdo exata da dupla ligacdo nos
carbonos C-3 e C-4 (Figura 37).

1.78

2.09 }—!I 200 1 10

Ho 10 ' 2 9
9 | ) H 367
6 >, < 6

1 4

4 1 i 18 19 OH

OH

423H 18 OH 4'23|I|-|O HO H;.q

OH

Figura 37. Correlagdes a longa distancia confirmando a localizacdo da ligacao

dupla nos carbonos C-3 e C-4.

A estereoquimica dos estereocéntros BS-4 foi definida através do
espectro bidimensional NOESY (Figura 52, pagina 105). A estereoquimica da
hidroxila de C-6 foi identificada através do acoplamento axial-axial do
hidrogénio H-6 com H-7, localizando a hidroxila na posicdo equatorial. A

estereoquimica de C-13 ndo pode ser definida por métodos espectroscopicos.

Correlacdes do mapa de contorno NOESY mostrando a estereoquimica

dos estereocentros.

94
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.

94



_ CAPITULOS5

DETERMINACAO ESTRUTURAL

A reunido de todos os dados espectroscopicos obtidos, e posterior

comparacdo com dados de RMN **C descritos na literatura para diterpenos

clerodanos, tornou possivel caracterizar BS-4 como sendo (-)-

(5R,6S,8R,9S,10R)-clerod-3-en-6,15,18,19-tetraol, de carater inédito na

literatura. A encontra-se de acordo com o pico do ion molecular em m/z
363,2521 no massa de alta resolucéo (figura 54, pagina 107).

Figura 38. Estrutura do (-)-(5R,6S,8R,9S,10R)-clerod-3-en-6,15,18,19-

tetraol.
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Tabela 33. Correlagdo Heteronuclear *H, **C — HSQC e HMBC (500 X 125
MHz, MeOD) de BS-4.

HSQC HMBC
Ac OH 2Jch *Jcn
1 18.9 1.58 (1Ha, m); 1.78 (1Hb, m) H-2b -
2 27.5 2.09 (1Ha, m); 2.20 (1Hb, td) H-3 -
3 130.5 5.83 (1H, sl) 2H-2 2H-18; H-1b
4 144.0 - 2H-18 2H-19; H-2a; H-6
5 49.0 - 2H-19;H-6 | H-3; 2H-18; 2H-1,;
H-7
6 77.0 3.67 (1H, dd, J= 7.4 Hz) 2H-7 2H-19;
7 | 381 1.63 (2H, m) - 3H-17
8 35.9 1.65 (1H, m) 3H-17; H-7 3H-20
9 39.3 - H-20; 3H-20 H-7; 3H-17
10 47.2 1.40 (1H, m) H-12 2H-19; H-2a; 3H-
20
11 36.7 1.35 (2H, m) - 3H-20
12 30.8 1.05 (2H, m) - 3H-16; 2H-14
13 314 1.47 (2H, m) 3H-16 2H-15
14 40.8 1.32 (1Ha, m); 1.58 (1Hb, m) 2H-15 3H-16
15 61.2 3.57 (2H, m) 2H-14 -
16 20.3 0.91 (3H, d, J= 6.6 Hz) - 2H-14; H-12
17 16.0 0.84 (3H, d, J=6.6 Hz) - -
18 67.7 4.23 (2H, s) - H-3
19 64.3 3.78 (1Ha, d, J=11.5 Hz); 4.14 - H-6; H-10
(1Hb, d, J=11.5 Hz)
20 18.8 0.77 (3H, s) - H-20
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Modelo 1
Tabela 34. Andlise comparativa de dados de RMN **C-BB (125 MHz, MeOD)
de BS-4 com Modelo 1 e Modelo 2. (MARTA, CDCls, 1998; MORALES, CDCls,

CAPITULO 5

DETERMINACAO ESTRUTURAL

Modelo 2

2000).
BS-4 Modelo 1 Modelo 2
Carbono 6C 6C 6C
1 18.9 18.2 17.4
2 27.5 26.6 23.7
3 130.5 122.3 124.5
4 144.0 148.2 143.2
5 49.0 37.5 36.25
6 77.0 36.4 36.8
7 38.1 27.3 28.6
8 35.9 36.3 37.3
9 39.3 38.8 39.8
10 47.2 46.4 45.2
11 36.7 38.6 31.6
12 30.8 18.2 35.1
13 31.4 125.9 73.3
14 40.8 111.2 145.2
15 61.2 142.9 111.7
16 20.3 138.6 27.6
17 16.0 16.0 15.8
18 67.7 63.1 64.3
19 64.3 31.4 34.9
20 18.8 18.3 17.4
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Figura 39. Espectro na regido do infravermelho de BS-4.
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Figura 40. Espectro de RMN *H (500 MHz, MeOD) de BS-4.

98
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.

98



_ CAPITULOS5
DETERMINACAO ESTRUTURAL

T N T I T I T I T
T s i N 1

R T T TR e e s

T T T
22 2 1 2.0 19 1.8 Ly 1.6 1.5 1.4 13 1.2 0.8 0.7 08 Q.5 0.4 pPm

Figura 41. Expans&o (0.4 - 2.2 ppm) do espectro de RMN *H (500 MHz,
MeOD) de BS-4.
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Figura 42. Expans&o (3.10 - 4.30 ppm) do espectro de RMN *H (500 MHz,
MeOD) de BS-4.
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Figura 43. Espectro de RMN *C — BB (125 MHz, MeOD) de BS-4.
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Figura 44. Expans&o (0 — 55ppm) de RMN **C — BB (125 MHz, MeOD) de BS-
4.
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Figura 45. Espectro de RMN **C — DEPT (125 MHz, MeOD) de BS-4.
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Figura 46. Espectro de RMN bidimensional de *H,**C — HSQC ( 500 x 125
MHz, MeOD) de BS-4.
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Figura 47. Espectro de RMN bidimensional de *H,**C — HMBC ( 500 x 125
MHz, MeOD) de BS-4.
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Figura 48. Expanséao (0.3 — 1.9 ppm, 25-70 ppm) do Espectro bidimensional de
'H,*C - HMBC (500 x 125 MHz, MeOD) de BS-4.
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Figura 49. Expanséo (3.2 — 5.5 ppm, 35-85 ppm) do Espectro bidimensional de
'H,C — HMBC (500 x 125 MHz, MeOD) de BS-4.

103
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.



_ CAPITULOS5
DETERMINACAO ESTRUTURAL

‘_JL b b

45

8

S0

55

- 60

65

=70

Lb oL }M“ ot L L ..{u .J..I.J AN

80

T T
3.2 3.0 PP

Figura 50. Expanséo (3.0 — 5.4 ppm, 45-60 ppm) do Espectro bidimensional de
'H,*C - HMBC (500 x 125 MHz, MeOD) de BS-4.
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Figura 51. Expanséo (3.0 — 5.4 ppm, 125-165 ppm) do Espectro bidimensional
de *H,*3C — HMBC (500 x 125 MHz, MeOD) de BS-4.
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Figura 52. Espectro de *H, *H NOESY (500 x 500 MHz, MeOD) de BS-4.
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Figura 53. Espectro de massa (IE, 70 eV) de BS-4. Proposta mecanistica para
as fragmentacdes justificando os principais picos registrados no espectro de

massa
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Figura 54. Espectro de massa de alta (MS/MS), modo positivo, de BS-4.

MSMS: Precursor m/z -—- /- Base Peak 375.23(19730604)

] 3752309
30000000
20000000

_ 325‘1344339.2910 PN
10000000- 3111686 [

3 265,1463 293.1764

O . R O OO O 0l BT 2

T I T T T T T T T T T T 1 T ¥ Ll 1 T T T v T T | T T T T T T T v T L3 T T
225 250 275 300 325 350 375 460 425 450 4’|i5
' 'z

Figura 55. Espectro de massa de alta (MS/MS), modo negativo, de BS-4.
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5.5- Determinagéo Estrutural BS-5.

O tratamento cromatografico da fracao diclorometano, obtida da particéo
do extrato etandlico de Baccharis salzmannii, resultou no isolamento de um
6leo amarelo com [a]?°s = - 34° (c 0,001; MeOH) que foi denominado de BS-5.

A andlise do espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho de BS-5
(Figura 58, pagina 113) permitiu observar uma banda em 3375 cm™
caracteristica de deformacéo axial da ligacdo O-H de funcéo alcool; bandas em
2967, 2930 e 2871 cm™; banda em 1649 cm™ relativa a deformacéo axial da
ligacdo C=C, além de bandas em 1458 e 1381, caracteristicas de deformacéo
angular simétrica de CH;, e assimétrica de CH3 respectivamente.

A anélise do espectro de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) (Figura 59, pagina
113) revelou grande similaridade com os dados observados para BS-4. Neste
espectro foi possivel identificar a presenca de sinais relativos a quatro grupos
metilas em 6y 0.73 (3H, s, H-20), 0.82 (3H, d, J=14.7 Hz, H-17), 0.86 (3H, d,
J=11.0 Hz, H-16) e 1.08 (3H, s, H-19); sinais de hidrogénios ligados a carbono
carbindlico em &y 3.57 (2H, m, H-15), 4.04 (1H, d, J=12.8 Hz, H-18a) e 4.17
(1H, d, J=12.8 Hz, H-18b), e um sinal de hidrogénio olefinico éy 5.57 (1H, s, H-
3).

O espectro de RMN *3C — BB (125 MHz, MeOD) (Figura 60, pagina 114)
de BS-5 também mostrou-se bastante similar a BS-4. A Unica diferenca
observada foi a auséncia do carbono metilénico oxigenado em &c 64,3 de BS-
4, e a presenca de um carbono metilico em éc 16.9 adicional em BS-5.

A andlise comparativa dos espectros de RMN *C - BB e RMN *3C-
DEPT 135 (Figura 60 e 62, pagina 114 e 116) permitiu identificar a presenca de
guatro carbonos metilicos, oito carbonos metilénicos, cinco carbonos metinicos,

e trés carbonos ndo-hidrogenados apresentados na tabela 35 na pagina 111.
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Tabela 35. Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de BS-5 com padrédo de
hidrogenacdo (RMN **C-BB e RMN “*DEPT, MeOD, 125 MHz).

(4] C CH CH; CHs Total

147.8 127.3 66.7 20.4
47.0 76.5 61.2 18.8
3.4 46.5 40.9 16.9
36.0 37.3 16.1

314 36.7

30.8

27.8

19.0
Cs C4Hs CeH12 C4H12

HC-OH 2% (H,C-OH)
C20H3603

A partir dos dados obtidos, pdde-se propor para BS-5 a férmula
molecular CxH3403, com IDH igual a 3. Estes dados estdo de acordo com o
sinal do ion molecular no espectro de massa em m/z 324. A Figura 70, pagina
119 mostra uma proposta mecanistica para as fragmentacdes justificando os

principais picos registrados no espectro de massa.

Através do espectro de HMBC (Figura 65, pagina 116), observou-se o
acoplamento dos hidrogénios em 6y 1.36 (H-10) e 6y 3.57 (H-6) com o carbono
metilico em &c 16.95 (C-19), além do acoplamento dos hidrogénios metilicos
em oy 1.08 (H-19) com o carbono olefinico em éc 147,89 (C-4). A partir desses

dados, p6de-se comprovar a localizacdo do grupo metila em C-5.
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Figura 56. Correlacdes a longa distancia, comprovando a localizacao do grupo
metila em C-5.

A estereoquimica de BS-5 foi definida através de comparagcdo com BS-4
onde apresentou similar rotacdo. Igualmente a estereoquimica de BS-4, a
estereoquimica da hidroxila no carbono C-6 foi identificada através do
acoplamento axial-axial do hidrogénio H-6 com H-7, localizando a hidroxila na
posicéo equatorial. A tabela 37 na pagina 112 mostra a comparacao entre BS-4
e BS-5.

A juncédo de todos os dados espectroscopicos obtidos, e comparacéo
com os dados de RMN **C da literatura para diterpenos de esqueleto do tipo
clerodano, tornou possivel determinar que BS-5, trata-se do (-)-
(5R,6S,8R,9S,10R)-clerod-3-en-6,15,18-triol, de carater inédito na literatura. A
estrutura encontra-se de acordo com o pico do ion molecular em m/z 347,2558

no espectro de massa de alta resolucéo (figura 70, pagina 119).

Figura 57. Estrutura do (-)-(5R,6S,8R,9S,10R)-clerod-3-en-6,15,18-triol.
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Tabela 36. Correlagédo Heteronuclear *H, *C — HSQC e HMBC (500 X 125
MHz, MeOD) de BS-5.

HSQC HMBC
Ac OH 2Jch *Jcn
1 | 190 1.64 (2H,m) H-10 H-3
> | 278 2.07 (2H, m) 2H-1; H-3 H-10
3 127.3 5.57 (1H, s) 2H-2 2H-1; H18a; H-18b
4 147.8 - H-18a; H- 2H-2; H-6; 3H-19
18b
5 47.0 - H-10; 3H-19 2H-1; H-7a, H-18a;
H-18b
6 76.5 3.57 (1H, m) H-7a; H-7b H-8, 3H-19
7 37.4 1.36 (1Ha, m); 1.58 (1Hb, m) H-8; H-6 3H-17
8 | 360 1.64 (1H, m) 3H-17 H-6; 2H-11, 3H-20
9 394 - H-8; H-11; H- 2H-1; H-7a; 2H-12
10
10 45.4 1.36 (1H, m) 2H-1 H-8; 2H-11, 3H-19;
3H-20
11 36.7 1.58 (2H, m) - H-8; H-10; 3H-20
12 30.8 1.08 (2H, m) H-13 2H-14; 3H-16
13 314 1.45 (1H, m) 2H-14; 3H-16 2H-15
14 40.9 1.36 (2H, m) H-13; 2H-15 H-16
15 61.2 3.57 (2H, m) 2H-14 H-13
16 20.4 0.86(d, 3H, J=11 Hz) H-13 2H-14; 2H-12
17 16.1 0.82 (d, 3H, J=14.75 Hz) H-8 H-7a; H-7b
18 66.7 | 4.04 (d, 1H, J=12.8 Hz); 4.17 (d, - H-3
1H, J=12.8 Hz)
19 16.9 1.08 (s) - H-10; H-6
20 18.8 0.73 (s, 3H) - H-10; 2H-11
111
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BS-4 BS-5
Tabela 37. Anélise comparativa de dados de RMN *°C (125 MHz, MeOD) de
BS-4 e BS-5.

BS-4 BS-5

Carbono 6C 6C
1 18.9 19.0
2 27.5 27.8
3 130.5 127.3
4 144.0 147.8
5 49.0 47.0
6 77.0 76.5
7 38.1 37.4
8 35.9 36.0
9 39.3 39.4
10 47.2 45.4
11 36.7 36.7
12 30.8 30.8
13 31.4 31.4
14 40.8 40.9
15 61.2 61.2
16 20.3 20.4
17 16.0 16.1
18 67.7 66.7
19 64.3 16.9
20 18,8 18.8

112
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.



_ CAPITULOS5
DETERMINACAO ESTRUTURAL

113

60
55
50
45 -

40

1649,98
35 + 337517 2871,79

2957,62 2930,62

30 1458,07
1381,89

25 < \1003,87

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm’”

Figura 58. Espectro na regido do infravermelho de BS-5.
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Figura 59. Espectro de RMN *H (500 MHz, MeOD) de BS-5.
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Figura 60. Espectro de RMN *C — BB (125 MHz, MeOD) de BS-5.
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Figura 62. Espectro de RMN **C — DEPT (125 MHz, MeOD) de BS-5.
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Figura 63. Espectro de RMN bidimensional de *H,**C — HSQC ( 500 x 125
MHz, MeOD) de BS-5.
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Figura 64. Expansao (0.6 — 2.6 ppm, 15-50 ppm) do Espectro bidimensional de

'H,¥C - HSQC (500 x 125 MHz, MeOD) de BS-5.
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Figura 65. Espectro de RMN bidimensional de *H,**C — HMBC (500 x 125
MHz, MeOD) de BS-5.
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Figura 66. Expansao (0.4 — 2.8 ppm, 15-60 ppm) do Espectro bidimensional de
'H,*C - HMBC (500 x 125 MHz, MeOD) de BS-5.
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Figura 67. Expanséo (0.6— 2.4 ppm, 60-85 ppm) do Espectro bidimensional de
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Figura 68. Expanséao (0.5 — 6.0 ppm, 120-155 ppm) do Espectro bidimensional

de *H,**C — HMBC (500 x 125 MHz, MeOD) de BS-5.
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Figura 69. Expanséo (3.0 — 6.5 ppm, 15-70 ppm) do Espectro bidimensional de

'H,3C — HMBC (500 x 125 MHz, MeOD) de BS-5.
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Figura 70. Espectro de massa (IE, 70 eV) de BS-5. Proposta mecanistica para

as fragmentacdes justificando os principais picos registrados no espectro de

massa.
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MSMS: Precursor m/z --— /+ Base Peak 347.26{17035158)

] 3472558
30000000
20000000
; 361.2327
16000000
_ 2843288 393.2606
285(3315 379.2422 05.2577 812754 463.300]
m.lluz;124:1.22701 266,164 g 3042961 321 2433 A i N L, §0s: ) OU4TT2843
R D U T N L L L B
25 250 275 300 325 350 375 400 25 450 475
Figura 71. Espectro de massa de resolucao (MSMS), modo positivo, de BS-5.
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Figura 72. Espectro de massa de resolucao (MSMS), modo negativo, de BS-5.
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5.6- Determinacao Estrutural BS-6

O tratamento cromatografico da fragcdo diclorometano, obtida da particao
do extrato etandlico de Baccharis salzmannii, resultou no isolamento de um
oleo incolor, que foi denominado de BS-6.

A anélise do espectro de RMN *H de BS-6 (CDCls;, 500 MHz) (Figura 76,
pagina 125) permitiu identificar a presenca de sinais caracteristicos de trés
grupos metilas em 6y 1.02 (s, 3H, H-14), 1.06 (s, 3H, H-15) e 1.21 (s, 3H, H-11)
além de sinais referentes a hidrogénios olefinicos em 6y 4.98 (1H, s, H-12a) e
4.86 (1H, s, H-12b).

No espectro de RMN *C — BB (125 MHz, CDCls, 500 MHz) (Figura 77,
pagina 125) observou-se a presenca de 15 sinais. Através da teoria do
deslocamento quimico, observou-se trés sinais caracteristicos de carbonos
metilicos em o6c 16.9, 30.1, 21.6, e sinais relacionados a dois carbonos
olefinicos em 6c 112.7 e 151.7.

A anélise comparativa dos espectros de RMN *3C - BB e RMN **C-
DEPT 135 (Figura 77 e 78, pagina 125 e 126) permitiu identificar a presenca de
trés carbonos metilicos, seis carbonos metilénicos, trés carbonos metinicos, e

trés carbonos nao-hidrogenados.

Tabela 38. Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de BS-6 com padrédo de
hidrogenacéo (RMN **C-BB e RMN *DEPT, CDCls, 125 MHz).

o) C CH CH> CHs Total
151.7 69.7 112.7 16.98
59.7 48.7 39.8 30.18
34.1 51.0 39.2 21.65
29.9
29.9
27.9
Cs CsHs3 CeHi2 CsHo
CisHoa
121

Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.

121



_ CAPITULOS5
DETERMINACAO ESTRUTURAL

A partir dos dados obtidos pbde-se propor para BS-6 a férmula
molecular C;5H24, com IDH igual a 4, em acordo com o sinal do ion molecular
no espectro de massa em m/z 204 (Figura 85, pagina 129).

A andlise dos dados apresentados, e posterior comparacdo com dados
de RMN descritos na literatura para sesquiterpenos, tornou possivel sugerir
para BS-6 uma das estruturas de dois esqueletos sesquiterpenicos: (-
patchoulano(1) e a- patchoulano(2) [FARALDOS et al, 2009].

1 11

10

1 15 1

12 12

1) )
Estrutura basica de um esqueleto 8 e a patchoulano.

Através do espectro de HMBC (Figura 81, pagina 127) observou-se o
acoplamento dos hidrogénios em 6y 2.35 (H-3) e 6y 2.61 (H-5) com o carbono
olefinico em &6c 112.7 (C-12), e acoplamento dos hidrogénios em 6y 1.70 (H-2),
2.35 (H-3), 2.61 (H-5) e 1.75 (H-6) com o carbono olefinico em éc 151.7 (C-4).
A partir desses dados pode-se comprovar a localizacdo da ligacdo dupla entre

os carbonos C-12 e C-4.

H1-70
2 10
. 1
235 4
L4
AN 6
H,.61
a
12 H
;g 1.75

Figura 73 - Correlacdes a longa distancia confirmando a localizac&o da

ligac&o dupla nos carbonos C-4 e C-12.
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Através do acoplamento dos hidrogénios em 6y 2.00 (H-9) e 2.34 (H-1)

com o carbono em éc 16.9 (C-11), além do acoplamento dos hidrogénios em &y

1.75 (H-7) e 1.06 (H-15) com o carbono em éc 30.1 (C-14) e acoplamento dos

hidrogénios em oy 1.75 (H-7) e 1.02 (H-14) com o carbono em &c¢ 21.65 (C-15),

pode-se comprovar a localizacado dos grupos metilas dos carbonos C-11, C-14
e C-15, respectivamente.

S 1*
H2'00
Ho-34 10
1 15
13
1-5" A 8
14
5 A
5 7
H‘?Et

Figura 74. Correlagfes a longa distancia confirmando a localizacdo das metilas
em C-11, C-14 e C-15.

A juncédo de todos os dados obtidos possibilitou determinar que BS-6
trata-se do sesquiterpeno [7,10;1,5] patchou-4(12)-eno, de carater inédito como
produto natural [FARALDOS et al, 2009].

Figura 75. Estrutura do [7,10;1,5] patchou-4(12)-eno.

123
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro - Estudo Quimico de Baccharis salzmannii DC.

123



Tabela 39. Correlagdo heteronuclear H,

MHz, CDCl5) de BS-6.
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13C — HSQC e HMBC (500 X 125

HSQC HMBC

oc OH 2Jch *Jcn
1 | 69.7 2.34 (1H,m) i 2H-3; 2H-9; 3H-11
2 | 27.9 | 1.40(1H, m); 1.70(1H, m) H-3b H-5
3 | 299 | 2.10(1H, m); 2.35(1H, m) i H-1; H-5
4 151.7 - 2H-3; H-5 2H-2; H-6
5 48.7 2.61(1H, m) 2H-6 2H-2; 2H-3, H-7; 2H-15
6 | 39.8 | 1.55(1H, m), 1.75(1H,m) H-5 i
7 51.0 1.75 (1H,m) - H-9; 3H-14; 3H-15
8 | 299 | 1.55(1H, m); 2.25(1H,m) H-7 2H-6
9 | 39.2 | 1,00(1H,m); 2,00(1H,m) H-8 H-1; H-7; 3H-11
10 59.75 - 2H-9; 3H-17 2H-8
11 | 16.9 1.21 (3H, 5) i 2H-9
12 | 112.7 | 4586 (1H, s); 4.98 (1H.5) i 2H-3; H-5
13 34.1 - H-7; 3H-14, 2H-6

3H-15
14 30.1 1.02 (3H, s) - H-7; 3H-15
15 21.6 1.06 (3H, s) - H-7; 3H-15
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Figura 77. Espectro de RMN **C — BB (125 MHz, CDCls) de BS-6
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Figura 78. Espectro de RMN **C — DEPT (125 MHz, CDCls) de BS-6.
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Figura 79. Espectro de RMN bidimensional de *H,**C — HSQC ( 500 x 125
MHz).
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Figura 80. Expanséao (0 — 4.0 ppm, 13-55 ppm) do espectro bidimensional de
'H,®C - HSQC (500 x 125 MHz, CDCl3) de BS-6.
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Figura 81. Espectro de RMN bidimensional de *H,**C — HMBC (500 x 125
MHz, CDCl3) de BS-6
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Figura 82. Expanséao (2.5 — 4.5.2 ppm, 19-65 ppm) do espectro bidimensional
de 'H,**C — HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de BS-6.
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Figura 83. Expanséao (0.9 — 4.5.2 ppm, 16-45 ppm) do espectro bidimensional
de *H,**C — HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de BS-6.
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Figura 84. Expanséao (0.7 — 3.0 ppm, 5.2 ppm, 16-70 ppm) do espectro
bidimensional de *H,*C — HMBC (500 x 125 MHz, CDCl3) de BS-6.
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Figura 85. Espectro de massa (IE, 70 eV) de BS-6.
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CAPITULO 6
CONCLUSAO

6- Conclusao.

O estudo fitoquimico de Baccharis salzmannii foi realizado através da
investigacé@o dos constituintes ndo-volateis do extrato etanodlico das folhas. Este
estudo resultou no isolamento dos flavondides 5,7,4 -Tri-hidroxi-flavona
(apigenina) e 5,7,4 -Tri-hidroxi-flavanona (narigenina), do diterpeno &cido
caurenoico, além dos diterpenos de esqueleto clerodano, (-)-
(5R,6S,8R,9S,10R)-clerod-3-en-6,15,18,19-tetraol, (-)-(5R,6S,8R,9S,10R)-
clerod-3-en-6, 15,18-triol, e do sesquiterpeno [7,10;1,5] patchou-4(12)-eno de
carater inédito na literatura.

Relatos da literatura revelam que os flavonéides apigenina e narigenina
apresentam atividades farmacoldgicas conhecidas como atividade
antiinflamatoéria, antitrombadtica, antioxidante e antiviral.

Os flavondides e diterpenos possuem vasta ocorréncia no género
Baccharis, desta forma, os resultados obtidos com a investigacéo fitoquimica
de Baccharis salzmannii corroboram com a quimiotaxonomia do género
Baccharis, no entanto faz-se necesséaria a extensdo do estudo fitoquimico a

outras partes da planta.
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