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Resumo

Estude Fitoguimico de Deguelia hatschbachii A. M. G. Azevedo-
Isolamento, Ddeterminagdo Estrutural, Anilise por CLAE e Testes Biolbgicos.

Valéria Regina de Souza Moraes, Eva Goncalves Magalhdes.

Palavras Chaves: Flavondides, Quimiossistemdética, CLAE, Testes

Biolégios (toxicidade e bioautografia)

O estudo fitoquimico do extrato diclorometanico das raizes de Deguelia
hatschbachii permitiu o isolamento de dez flavonéides, dos gquais escandenina
{1}, acido robiistico {2}, robustato de metila {3), 4°,5- diidroxi-6-{3,3-dimetilalila)-7-
metoxi flavanona {4, lupinifolina {5), osajina (6] e escandinona {7} correspondem
a0s sete que j&a foram anteriormente isclados de outras fontes, trés inéditos 3- (4™~
hidroxifenil) - 5- metoxi - & - (3,3-dimetilalila) - 27,27-dimetilcromeno -{57,6%:8,7)-3-
(propil-2-onaj- 4H-1-benzo-2,3-diidropiran- 2,4- diona {8); 6,4~ diidroxi- 3- (3,3-
dimetilalila) -27,27- dimetilcromeno (57,6:5,4) -2- metoxi desoxibenzoina {9} € 6,4-
diidroxi- 3- (3,3-dimetilalila)- 27,2-dimetilcromeno (57,67:5,4) -2- metoxi-8- (propil-2-
ona) desoxibenzoina {12), além de dois novos derivados de estilbenos [6-(3,3-
dimetilalila)-2”,2"-dimetilcromeno (57, 67:4,5)-4>-hidroxi-3-metoxi estilbeno (10) e
3, 5°-dimetoxi-4-hidroxi-4’-(3,3-dimetilalila)  estilbeno {11)]. Analogamente do
extrato éter de petroleo foram isolados os estilbenos (10 e 11), as duas
flavanonas (4 e 5) e o triterpeno Lupeol {13). As estruturas moleculares das
substancias inéditas (8-12) foram determinadas através da analise detalhada dos
dados espectrais de UV, IV, EM (Baixa ¢ Alta Resolucdo e experimentos de
EM/EM), RMN (‘H, '°C, DEPT, diferenca de NOE e técnicas bidimensionais com
correlagbes Homonucleares ¢ Heteronucleares a uma ou a varias ligacoes),
enquanto as substancias conhecidas foram identificadas pela comparacio com
dados publicados. Com excecdo de osajina (6), para as demais substancias
conhecidas {1-8 e 7) este trabalho acrescenta dados espectroscopicos ainda néo
relatados na literatura. A analise por CLAE permitiu a quantificacéo de gquatro

flavonoéides (1, 4, 5 e 8) no extrato diclorometanico e dois (4 e 5} no extrato €ter



de petréleo, além de identificar as substancias inéditas (8 e 9) no extrato
diclorometanico confirmando tratarem-se de substancias naturais e néo
artefatos. Escandenina ({1} e lupinifolina {5} sdo as substadncias mais
abundantes. Os extratos (éter de petrdleo, diclorometanico e metandlico] das
raizes de D. hatschbachii e algumas substancias isoladas (I, 4 ¢ 5} deram
resultado positivo no teste de Letalidade com Arfemia salina. Tanto os extratos
como as substancias 1, 4, 8, 8 e @ foram submetidos ao teste de bioautografia
contra © bactérias {Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus e Rodococcus equi e 9 fungos
(Aspergillus niger, Penicillinium funiculosum, Fusarium oxysporum, Alternaria
alternata, Rhizopus oryzae, Aspergillus fumigatus, Cladosporium cladosporioides,
Penicillium oxalicum e Candida albicans}, mostrando que ¢ extrato
diclorometanico € a substancia 1 sfo ativos contra Staphylococcus aureus €
Bacillus subtilis, enguanto as substancias 4, 5 e 11 contra Bacillus subtilis. O
extrato metandlico mostrou atividade fungicida contra Cladosporium
cladosporioides.

A reacdo da escandenina (1} com iodeto de metila em meio basico
(hidroxido de litio em tetrahidrofurano) forneceu uma mistura complexa que foi
analisada por CG/EM, permitindo detectar o derivado metilado na posi¢ao C-3,
cujo padréo de fragmentagdo no espectrémetro de massas € inteiramente analogo
ao da substancia (8), fornecendo mais uma evidéncia em favor da estrutura
proposta.

A predomindncia de 4-hidroxi-3-fenilcumarinas (1-3, 8} em Deguelia
hatschbachii corrobora a sua inclusio na secdo Multiovulis sendo, portanto mais
um exemplo do uso do perfil flavonoidico para complementar dados morfologicos

em estudos de taxonomia e filogenia das espécies vegetais.



Abstract

Phytochemistry of Deguelia hatschbachii A. M. G. Azevedo- Isclation,
Structural Determination, HPLC analysis and Biological Activity.

Valéria Regina de Souza Moraes, Eva Gongcalves Magalhies.

Keys words: Flavonoids, Chemosystematic, HPLC, Bioassays {toxzicity

and bioautography)

Chromatography analysis of dichloromethane extract from Deguelia
hatschbachii roots allowed the isolation of ten flavonoids {1-9 and 12} and two
estilbenes derivatives (10 and 11). Scandenin (1), robustic acid {2}, methyl
robustate (3), 45 dihydroxy-6-3,3-dimethylallyl)-7-methoxy flavanone {4},
lupinifolin {B), osajin {6} and scandinone {7} had been previously isclated from
other sources while 3- (4-hydroxyphenyl) - 5- methoxy - 6 - (3,3-dimethylallyl} -
27 2”-dimethylcromene -(57,67:8,7)-3-{propyl-2-one)- 4H-1-benzo-2,3-dihydropyran-
2,4- dione (8); 6,4- dihydroxy- 3- {3,3-dimethylallyl] -27,2”- dimethylcromene
(57,67:5,4) -2- methoxy deoxybenzoin (9);  6-3,3-dimethylallyl}-27,2"-
dimethylcromene (57,67:4,5)-4"-hydroxy-3-methoxy stilbene (10); 3’,5’-dimethoxy-4-
hydroxy-4’-(3,3-dimethylallyl)  stilbene (11} and 6,4 -dihydroxy-3-{3,3-
dimethylallyl)- 27,2”- dimethylcromene (57,67:5,4)- 2-methoxy-8-(propyl-2-one}
deoxibenzoin {12) are new compounds. Analogously the light petroleum extract
furnished the pentacyclic triterpene Lupeol {13) besides the flavanones 4 and 5
and the stilbenes 10 and 11 which have been also isolated from the
dichloromethane extract. The molecular structures of the new compounds (8-12)
were determined by the analysis of the respective spectral data (UV, IR, EIMS,
HREIMS, MS/MS and 1D- and 2D-NMR experiments} while the known ones were
identified by comparison of their spectral data with those published. It’s
important to mention that some new spectral data of known compounds (1-8
and 7) are now given for the first time.

Quantitative analysis of dichloromethane and light petroleum extracts of
Deguelia hatschbachii roots by using HPLC reversed phase showed that

scandenin {1} and lupinifolin {5) are the most abundant flavonoids. The roots’s



extracts (petrol, dichloromethane and methanol} and some compounds of D.
hatschbachii were tested against nine fungi (Aspergillus niger, Penicillinium
funiculosum, Fusarium oxysporum, Alternaria altermata, Rhizopus oryzae,
Aspergillus fumigatus, Cladosporium cladosporivides, Penicillium oxalicum and
Candida albicans) and six bacteria (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus and Rodococcus
equi) through the bicautography method. The methanol extract showed fungicide
activity against Cladosporium cladosporicides. Scandenin {1} was active against
Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus, while stilbene 11 and flavanones 4
and B were active only against Bacillus subtilis. All the extracts of D. hatschbachii
roots mentioned above as well as flavoncids 1, 4 and 8 showed activity in the

Artemia salina Lethality bicassay.

The reaction of scandenin {1} with methyl iodide in the presence of lithium
hydroxide and tetrahydrofuran furnished a complex mixture which was analyzed
by GC/MS, allowing the detection of the methylated derivative on C-3, following
the same fragmentation pathway observed for compound (8), supporting its

molecular structure determination.

The occurrence of 4-hydroxy-3-phenylcoumarins in Deguelia hatschbachii
reinforces its inclusion in Deguelia sect. Multiovulis. These data came to support

the use of flavonoids characters in studies of taxonomy.
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Capitulo 1 Estudo fitoguimico de Deguelia hatschbachii

1. INTRODUCAO

O género Deguelia foi descrito por Aublet em 1775, com a espécie Deguelia
scandens Aubl., da Guiana Francesa. Sua histéria estd intimamente relacionada
com a de Derris Lour., género estabelecido em 1790, a partir de um exemplar
asiatico, e Lonchocarpus Kunth, estabelecido em 1825. Em 1860, Deguelia foi
sinonimizado com Derris por Bentham.

As espécies de Derris e de Lonchocarpus apresentavam grande semelhanga
vegetativa e floral, sendo que apenas algumas caracteristicas do fruto foram
utilizadas como caracteres diagnésticos. Deste conceito decorreram problemas de
identificacdo botanica e de posicionamento de novas espécies, principalmente no
que se referia as espécies conhecidas como “Derris  americanas’.
Consequentemente, o posicionamento dos autores que se dedicaram ao estudo
do complexo acima citado (ou parte dele} foi controvertido, sendo verificado na
literatura gue, enquanto alguns botadnicos descreveram e¢/ou restabeleceram
géneros para ¢ complexo, outros sinonimizaram parte deles. Assim, em 1942
Ducke transferiu as “Derris americanas” para Lonchocarpus subg. Phacelanthus
{(= Lonchocarpus sect. Fasciculati) €, Macbride, em 1943, considerando a grande'
similaridade entre estes gé€neros € a grande dificuldade em diferencia-los, os
reuniu em um Gnico género, Derris. No entanto, ndc houve um consenso entre os
botanicos posteriores sobre este procedimento, de forma que Lonchocarpus e
Derris continuaram sendo reconhecidos como géneros distintos por varios
auftores.

O conceito do género Derris foi redefinido por Geesink, em 1984, numa
visdc mais restrita, onde os subgéneros de Derris (Paraderris € Brachypterum)
foram elevados ao nivel genérico e o género Deguelia foi reestabelecido,
compreendendo as espécies conhecidas como “Derris americanas” mais as
espécies de Lonchocarpus subg. Phacelanthus.

Deguelia, como definido atualmente, constitui-se em um agrupamento
natural, que se diferencia de Lonchocarpus por suas flores fasciculadas, cinco ou

mais agrupadas em braquiblastos constituindo pseudo-racemos ¢ pelo héabito

1
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trepador da maioria de suas espécies (Figura 1).

Em 1989, foi apresentado por Tozzil! um levantamento completo das
espécies de Lonchocarpus e Deguelia que ocorrem no Brasil, considerando a
analise de véarios caracteres morfoldégicos, mas ressaltando a estrutura da
inflorescéncia como sendo um otimo carater diagnéstico na identificagdo das
espécies de cada género. Neste trabalho, foi detectada a ocorréncia de 17
espécies brasileiras de Deguelia, das quais trés ainda nao haviam sido
classificadas e foram entfo, denominadas: D. hatschbachii A. M. G. Azevedo, D.
glaucifolia A. M. G. Azevedo e D. duckeana A. M. G. Azevedo.

Através deste estudo as 17 espécies de Deguelia também foram divididas
em duas secgdes, Deguelio sect. Multiovulis A. M. G. Azevedo, com 5 espécies, ¢
Deguelia sect. Deguelia, com 12 espécies (Tabela 1}. Foi ainda proposto que ¢

género Deguelia € mais evoluido do que Lonchocarpus.

t Togzzi, A. M. G. A. Estudo taxondmico dos géneros Lonchocarpus Kunth. e Deguelic Aubl.
neo Brasil. Tese de Doutoramento, Instituto de Biologia- UNICAMP, Campinas-SP, 1985,

2
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Capitulo I

Estudo fitoquimice de Deguelia hatschbachii

Tabela 1- Espécies do género Deguelic sect. Multiovulis e Deguelia sect.

Deguelia e suas respectivas sinonimias.

ESPECIES DE DEGUELIA

SECAQ MULTIOVULIS

ESPECIE

SINONIMIA

Degueha spruceana

Derris spruceana
Lonchocarpus spruceants

Deguelia densiflora

Derris glabrescens
Lonchocarpus boliviensis
Lonchocarpus densiflorus
Lonchocarpus glabrescens

“Deguelia hatschbachii

Deguelia longeracernosa

Lonchocarpus neurpscapha var. lengeracemosa

Deguelia costata

Lonchocarpus costatus

SECAC DEGUELIA

ESpPECIE

SINONIMIA

Deguelia rufescens var. urucu

Derris urucu
Lonchocarpus nicou Var. uricu
Lonchocarpus urucu

Deguelia rufescens var. rufescens

Derris rufescens
Lonchocarpus nitidulus var. sehomburgkii
Lonchocarpus rufescens

Deguelia nitidula

Derris floribunda
Lonchocarpus flortbundus
Lonchocarpus nitidulus

' Deguelia rariflora

Derris rariflora
Lonchocarpus rariflorus

Deguelia negrensis

Deguelia longifolia
Derris longifolia

Derris negrensis
Lonchocarpus killipii
Lonchocarpus longifolius

Deguelia amazonica

Derris amazonica

Lonchocarpus negrensis

Deguelia utilis Lonchocarpus utilis
Lornchocarpus nicou var. languidus
Lonchocarpus nicou var. utilis
Derris utilis

Deguelia dasycalyx Lonchocarpus dasycalyrx

Deguelia angulata

Derris angulata
Derris sylvestris
Lonchocarpus angulatus
Lonchocarpus sylvestris

Deguelia duckeana

Dequelia occidentalis

Millettia occidentalis

Deguelia glaucifolia
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Apos um levantamento bibliografico minucioso (1937 a 2000}, constatamos
que das 17 espécies brasileiras de Deguelia, 8 ja foram quimicamente estudadas,
sendo 2 pertencentes a secdo Multiowulis (Tabela 2, Quadro 1} (Deguelia
spruceana (Benth} A. M. G. Azevedo ¢ D. densiflora (Benth.) A. M. G. Azevedo) 23 e
& pertencentes a secho Deguelia (Tabela 3, Quadro 2} {Deguelic utilis, D.

rufescens var. urucu, D. nitidula, D. rarifiora, D. negrensis e D. amazonica)®5:6.78,

Tabela 2- Reviséo das espécies do género Deguelia, secdo Multiovulis

ESPECIE SUBSTANCIAS ISOLADAS (QUADRO 1) REFERENCIA
Deguelia spruceana Fenilcumarinas (I-1II}; isoflavona (IV} e estilbeno {V) 2
Deguelia densiflora Fenilcumarinas (VI, IX) e isoflavonas (VII, VIIIj 3

2 Garcia, M.; Kano, M. H. C,; Vieira, D. M.; Do Nascimento, M. C. e Mors, W. B.
Isoflavonoids from Derris spruceana. Phytochemistry, 25 (10), p. 2425-2427, 1986,

¢ Delle Monache, F.; Valera, G. C.; Zapata, D. 8. e Marini-Bettolo, G. B. 3-Aryl-4-
methoxycoumarins and isoflavenes from Derris glabrescens. Gazz. Chim. Ral., 107 {7-8), p. 403-
407, 1977.

+ Gottlieb, O. R.; Gomes, C. M. R.; Marini Bettolo, G. B.; Delle Monache, F. e Polhill, R. M.
Systematic significance of flavonoids in Derris and Lonchocarpus. Biochem. Syst. and Ecol; ©
(2/3), p. 129-147, 1981.

5 Filho, R. B.; Gottlieb, O. R.; Mourde A. P; Da Rocha, A. 1. e Oliveira, F. S. Flavonoids
from Derris species. Phytochemistry, 14, p. 1454-1456, 1975.

& Filho, R. B.; Gottlieb, O. R. ¢ Mourdo, A. P. A stilbene and two flavanones from Derris
rariflora. Phytochernistry, 14, p. 261-263, 1975.

7 Fang, N. e Casida, J. E. New bioactive flavonoids and stilbenes in cubé resin insecticide.

J. Nat. Prod. 62 (2}, p. 205-210, 1999.

# Vasconcelos, M. N. L; Maia, J. G. S. Estudo quimico de Derris negrensis. Acta
Amazonica, 6(1), p. 59-61, 1976.
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OMe OMe

[VI} Glabrescina [VII] Glabresciona A

Me( O O
O
O/\:< OMe OMe 0>

{VIII] Glabresciona B

{IX] Derrusnina

Quadro 1- Flavondides isclados de espécies de Deguelia sect. Multiovulis
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Tabela 3- Revisdo das espécies do género Deguelia, secdo Deguelia

ESPECIE SUBSTANCIAS ISOLADAS (QUADRO 2) REFERENCIA
Deguelia rufescens var.urucu Pterocarpano (XX},
rotenéides {XXI->CI1, XXV, XXVI), 45,7

isoflavanonas {(XXIX, XXX,
flavanonas (XXXI-XXXIV),
estilbenos (XXXV-XXXVII),
chalconas (XV-XVII)

Deguelia nitidula Estilbenos (X, X1}, flavanona (XVIII), 4,5
chalconas (3II- XVI)

Deguelia rariflora Estilbeno (X}, flavanonas {(XVIII e XIX) 6

Deguelia negrensis Rotendides [(XXI-XXVI) 4,8

Deguelia amazonica Isoflavana {(XXVII}, pterocarpano (XXVIID 3

Deguelia utilis Chalconas {XV, XVII}, 7

isoflavanonas {XXIX, XXX},
flavanonas {X0KI-XXXIV),
estilbenos 3OOV-XXXVII)
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(%) R=H (X} By= |

PRREE R B R OH
R (AL R:R“H,R:%\; 1= H, Ba=
=5 e (ZIOR, = Ry= 2 } (RVH R,= Ry=H
(EVIL) R,= OMe; Ry= OF

(XVIn R=H {iX) R+ Ry= OCHL0; Ry=0Me; 6a,11a5
{XT¥) R= Me (XRVI Rp= OF, R~0Me, Ry= H; 6a,11az 5,8

{XXII) R= OH, Ry= H
(XX1II) R= R;= H
{XXIV) R= H, R;= OH (XXVI} R= OH

{(XXXI) R;= OH, Ry= Rg= OMe
(XXXIT) R;= Ry= OH, Ry= OMe
(XXXIII) R1= R3= OH, R2= ONie
(XXXIV} R;= H, Ry= Rg= OMe

{(XXXV) R;= Rg= H, Ro= OH, Ry= OMe
{XXXVI} R;= Ry= OMe, Ry= OH, Ry= H
{(XXXVII} Ry= Ry= Ry= OMe, Rq= H

Quadro 2- Flavondéides isolados de espécies de Deguelia sect. Deguelia
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O género Deguelic € neotropical, tendo seu limite sul no trépico de
Capricornio, na regido leste do Brasil, estendendo-se ac longo da costa Atlantica
em direcfo a regido Amazbnica, dispersando-se pelo norte da América do Sul até

atingir ¢ istmo do Panama® (Figura 2).

i - s—-—-+—-—-*‘—-¢-—-—_m
Figura 2- Area de ocorréncia do género Deguelia

Suas espécies apresentam grande afinidade com as de Lonchocarpus e as
de Derris (este ultimo agora reunindo as espécies asiaticas}, evidenciando o fato
de que varias delas foram referidas na literatura como epitetos especificos
combinados aos nomes genéricos Lonchocarpus ou Derris.

Deguelia hatschbachii (Figura 3) ocorre em florestas estacionais
semideciduas, tendo sido constatada sua presenca na regido sudeste de Minas
Gerais, onde € frequénte nas proximidades do rio Manhuacgu e nas formacdes de
Mata Atlantica no Espirito Santo, Rio de Janeirc e Sic Paulo.

D. hatschbachii é classificada da seguinte forma:

Familia: Leguminosae

Subfamilia: Papilionocideae

Tribo: Milletticae

Género: Deguelia

Seca@o: Multiovulis

Espécie: D. hatschbachii A. M. G. Azevedo

? Tozzi, A. M. G. A. Estudo taxonémico dos géneros Lonchocarpus Kunth. e Deguelia Aubl.
no Brasil. Tese de Doutoramento, Instituto de Bioclogia- UNICAMP, Campinas-SP, 1989.
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Figura 3- Foto do espécime estudado e detalhes de sua inflorescéncia
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1.1 DESCRICAO MORFOLOGICA DA PLANTA EM ESTUDO™

Arvoreta de 3-6m de altura; ramos cilindricos, lenhosos, estriados,
lenticelados, glabros ou pubérulos. Folhas 11- ou 13-folicladas, alterno-
espiraladas, com ou sem estipelas lineares, menores de 0,1cm compr.; peciolo
estriado, com um sulco visivel na face superior, tomentoso, 3,5-7,5cm compr.;
raquis semelhante ao peciolo, subangular, esparsc-tomentosa glabrescente e
lenhosa nas folhas mais velhas, 8,0-17,5¢m compr.; peciélulo rugoso, tomentoso,
0,3-0,5cm compr.; foliclos opostos, papiraceos, discolores, opacos, 3,5-13,0 x
2,0-6,0cm; face adaxial esparso-sericea; face abaxial mais palida, sericea, com
nervuras secundéarias conspicuas; foliolos basais ovados, os intermediarios
oblongos, oblongo-ovados a elipticos, os terminais elipticos ou levemente
cbovados, de base aguda a arredondada, apice acuminado, de tamanho
crescente da base para o apice da folha. Pseudo-racemos infrafoliares,
densifloros, fasciculados desde a base, tornando-se ligeiramente esparsifloros e
afilados no apice, mais curtos que as folhas; eixo de 12 ordem lenhoso, estriado,
pubérulo, 14,0-30,0cm compr.; eixo de 22 ordem filiforme, muiltifloro {10-15
flores) com bractea caduca na base; pedicelo delgado, sericeo, 0,4-0,7cm compr.;
bractéola oval, sericea; calice de lacinios agudos, sericeo, com pontuagdes
esparsas e pequenas, 0,3-0,5cm compr., persistente na frutificacdo; corola résea,
purpura a violacea, com pontuacdes esparsas, de 0,8-1,3cm compr.; estandarte
arqueado, oboval, &pice arredondado e levemente retuso, base atenuada e breve
apendiculada, incano-sericeo na face abaxial, 0,9-1,3 x 0,7-1,0cm; asas falcadas,
oblongo-lanceoladas, subsericeas no épice e centro da face abaxial, plicadas, 0,9-
1,3 x 0,2cm; pétalas da quilha mais largas que as asas, sericeas, adnatas
também na margem vexilar, 0,9- 1,2 x 0,3- 0,5cm; filetes glabros; ovario denso-
sericeo, 9-11 ovulado, estilete pubescente. Fruto compresso, dilatado apenas na

regido da semente, oblongo e alongado, apice truncado, base atenuada ¢

1 Tozzi, A. M. G. A. Estudo taxonémico dos géneros Lonchocarpus Kunth. e Deguelia Aubl.
no Brasil. Tese de Doutoramento, Institute de Biclogia- UNICAMP, Campinas-SP, 1989.

11
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margens levemente onduladas, paleaceo, tomentoso, até 14,5 x 1,7cm; sementes

8-10 reniformes, 1,0 x 0,7cm (Figura 4).

Figura 4- Deguelia hatschbachii A. M. G. Azevedo: a. ramo,b -iﬁ-ﬂé)rescéncia
(HATSCHBACH 31393 & AHUMADA); c. batao floral; d. flor; e. calice; f

estandarte; g. asas; h. quilha; i. androceu; j. gineceu (H. C. de Lima 272

12
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2. A FAMILIA LEGUMINOSAE

A familia Leguminosae {ou Fabaceae) é uma das maiores dentre as
dicotileddnias, compreendendc cerca de 670 géneros e 17500 espécies
espalhadas em todo ¢ mundo, especialmente nas regifes tropicais € subtropicais.
Suas espécies sao de extrema importdncia para o homem pois fornecem
alimento, madeira de valor, fibra, cola, resinas, taninos, substincias corantes,
inseticidas, moluscocidas € um grande nlimero de matérias-primas usadas como
drogas medicinais.

A familia Leguminosae € particularmente rica em flavonodides e derivados,
sendo responsavel pela producadc de 28 % de todos os flavondides e 95 9% de
todas as agliconas isoflavonéidicas conhecidas no reino vegetal. A maioria dos
flavonoides e isoflavondides de caules, raizes e sementes de Leguminosae contém

grupos isoprenila ou modificacdes dele, tal como um anel dimetilpirano!1,12,13,14,

3. OS FLAVONOIDES

Os flavonéides representam uma grande classe de metabolitos secundéarios
de plantas divididos em dois principais grupos, os Flavonodides e o0s
Isoflavondides, englobando varios tipos, tais como; anthocianinas, flavonéis,
flavonas, catequinas e flavanonas, isoflavonas, isoflavanonas, 3-fenilcumarinas,
pterocarpanos € rotenoéides, sende que muitos estdo presentes nos tecidos das
plantas em concentragdes relativamente altas com agicares conjugados, isto €

na forma de glicosideos.

11 Lewis, G. P. & Owen, P. E. Legumes of the [lha de Maraca, Royal Botanic Gardens Kew,
Whitstable Litho Ltd., Whitstable, Kent, Great Britain, 6-7, 1989.

12 Joly, A. B. Botamica Introducio & Taxonomia Vegetal. 4ta. Ed., Sao Paulo: Ed. Nacional,
p- 371-382, 1977.

13 Heywood, J. The Leguminosae-A Systematic Purview in Harbone, J. B., Bouler D.,
Turner B. L. Chemotaxonomy of the Leguminosae. London: Academic, p. 1-29, 1971.

14 Hegnauer, R. e Grayer-Barkmeijer, R. J. Relevance of seed polysaccharides and

flavonoids for the classification of the Leguminosae: a chemotaxonomic approach.
Phytochemistry, 34 {1), p. 3-16, 1993.

13



Capitulo 1 Estudo fitoquimico de Deguelia hatschbachii

Os flavonéides constituem-se de produtos naturais, cujos esgueletss
basicos sac formados pelo encadeamento das unidades Ce-Cs3-Ce (bis-aril
propanéide] e sfo biogenéticamente originados pela condensacdo de trés
moléculas do éster CoA do acido maldnico, com uma do éster CoA do acido
cinamico, gerando uma chalcona (I}, que existe em equilibrio com a flavanona (1)
correspondente’s, Através de uma série de reacgbes enzimaticas envolvendo
alquilacdo, oxidacgdo e reducfo, formam-se os diversos tipos de flavonodides. Os
respectivos esqueletos sao nitidamente diferenciados pela forma como
apresentam a unidade propanoidica, ora ciclizando no anel C [ flavona (X),
flavanona {II}, isoflavena (XI), flavana (VI e VII}, flavonol {V}, flavanonol {IV},
aurona (VIII} |, ora mantendo-se uma cadeia aberta {chalcona (I}, diidrochalcona
(i), B-hidroxichalcona {IX}]. Os rotendides (XIV), pterocarpanos (XIII} e 3-fenil-
cumarinas (XII} derivam das isoflavonas {Quadro 3}, que provém da migracao do
anel B {Quadro 4). Conforme o mecanismo da reacdo, a migracdo arila parece
precisar de um grupo hidroxila nas posigées C- 4’ ou C-2’. Assim, quase todos 0s
isoflavonéides sao oxigenados nas posicées C-4’ ou C-2’ do anel B das flavanonas

e isoflavonas correspondentes 16,

15 Hahlbrock, K. e Grisebach,H. Biosynthesis of Flavonoids; In: Harbone, J.B.; Mabry, T. J.
e Mabry, H. The Flavonoids, Academic Press; p. 868-871, 1973.

15 Dewick, P. M., The biosynthesis of shikimate metabolites, Nat Prod. Rep. 10 (3}, p.
233-263, 1993.

14
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COOH
3 ColS

0
Ester Co. do Adide Maldnico
_OH

Flavanona { 11}

Quadro 3- Biossintese dos Flavonoéides

15
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P450-Fe.0"
B

{IYR=H, Isoiiquiriﬁgenﬁx}a _ (3) R= H, Liquiritigenina
(2) R= OH, Chalcona naringenina (4) R= OH, N{ aringenina

I~
P450- Fe 0O HO

(5) R=H, Daidzeina
(6) R=OH, Genisteina

Quadro 4- Mecanismo da migracfo enzimatica arila: intermediario espiro-
dienona formado na substitui¢do ipso, envolvendo a enzima Paso na forma do seu

hibrido de ressonancia eletrofilico Fell(Q+ 17

17 Crembie, L. ¢ Whiting, D. A. The mechanism of the enzymic induced flavanone-
isoflavonie change. Tetrahedron Letters, 33 {25), p. 3663-3666, 1992,

15
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Os flavonéides s@o metabélitos secundarios de grande interesse, pois sé@o
encontrados em frutas, nozes, sementes, caules, flores, assim como em chas e
vinhos, sendo constituintes importantes da dieta humana. Primeiramente, eles
foram reconhecidos como pigmentos responsaveis por muitas tonalidades de
amarelos, laranjas e vermelhos em flores e alimentos!s,

Em média, a dieta diaria ocidental contém aproximadamente 1 grama de
uma mistura de flavonéides, uma quantidade que poderia fornecer
concentragdes farmacologicamente significantes em fluidos corporais e tecidos,
assumindo-se uma boa absorcic através do trato intestinal. O ressurgimento do
interesse na medicina tradicional durante duas décadas passadas juntamente
com elevados esforcos em farmacognosia tem reascendide o interesse nos
flavondides € a necessidade de se entender suas interacdes com as células
mamiferas e tecidos 8,

Entre os flavondides encontram-se, por exemplo, varios inibidores de
enzimas, fitoalexinas, antibibticos, antioxidantes, protetores da radiacdo UV,
captadores de radiciais-livres, inseticidas, anti-alérgicos, anti-inflamatérios, anti-

proliferativos e anti-carcinogénicos 19:20.21,

1#¢ Middletonn Jr., E. e Kandaswami, C. The impact of plant flavonoids on mammalian
biology: implications for immunity, inflammation and cancer. In: Harbone, J. B The Flavonoids:
Advances in research since 1986, 1 Edition. Chapman &Hall, p. 619-652, 1993.

12 Mc Clure, J. W.; In: Harbone, J. B.; Mabry, T. J. e Mabry, H.; The Flavonoids. Academic
Press, p. 1011-1038, 1975,

2 Evans, W. C. apud Nogueira, M. A. Estudo fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Willd)
DC Leguminosae- Isolamento, Determinacio estrutural, Atividade Biologica e Analise Sazonal.
Tese de Douteramento, Institute de Quimica- UNICAMP, 1998.

2t Crozier, A.; Jensen, E.; Lean, M. E. J. e McDonald, M. S. Quantitative analysis of

flavonoids by reversed-phase high-performance liquid chromatography. J. Chromatogr. 4, 761, p.
315-321, 1997.

17
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Em um estudo feito por Hertog et al.?2 foi verificado gque a quantidade de
flavonoéide ingerida era inversamente relacionada a mortalidade de doencas do
coracio entre os alemées de meia idade. Na Finlandia, um outro estudo também
demonstrou a relacdo inversa entre a gquantidade de flavondide ingerida,
especialmente de macgas e cebolas, e doencas do coragéo.

Embora, venha sendo cobservado uma relagdo inversa entre a guantidade
de flavonoide ingerida, por uma alimentacfo rica em frutas e vegetais e a
incidéncia de varios tipos de cancer, ainda ndc foi possivel estabelecer
correlagbes de um flavondide especifico com o decréscimo de risco de cancer, em
estudos epidemioldgicos. Contudo, estudos feitos com animais e culturas de

células sugerem que os flavongides agem como profetores contra cancer em

varios sitios.

22 Justesen, U.; Knuthsen, P. e Leth, T. Quantitative analysis of flavonols, flavones, and
flavanones in fruits, vegetables and beverages by high-performance liquid chromatography with
photo-diode array and mass spectrometric detection. J. Chromatogr. A, 799 {1+2), p. 101-110,
1998.

18
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4. OBJETIVOS DESTE TRABALHO

1) Estudo fitoquimico de Deguelia hatschbachii, uma das trés espécies

novas detectadas no Brasil e classificada pela Dra. Ana Maria G. Azevedo Tozzi,
com énfase no isolamento e na determinacao estrutural de flavonsdides, visando

fornecer subsidios para o embasamento da classificacdo infragenérica proposta
pela Dra. Ana.

2) Analise qualitativa € quantitativa, por CLAE, dos extratos
{diclorometanicc ¢ éter de petrSleo) usando as substancias iscladas como
padrdes;

3) “Screening ” para atividades hiolégicas, tais como: atividade fungicida e

bactericida (Bioautografia); antitumoral e/cu inseticida (Letalidade com Artemia

salina), dos extratos e substancias isoladas.

19
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material e Métodos

Os espectros de absorcdo no ultravioleta (UV) foram obtidos em um
espectrofotdmetre Perkin- Elmer, modelo Lambda 3A. Os solventes utilizados
foram cloroférmio e metanol (grau espectroscopico) e cela de guartzo de Icm. Os
valores de absortividade molar (g} foram calculados pela equacéo:

£ =Afec.l

onde &= absortividade molar

A= absorbéancia em um determinado comprimento de onda

¢= concentracio molar da substancia

1= caminho otico da cela {1 cm)

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um espectrofotémetro
Perkin- Elmer, modelo 1600 com transformada de Fourier, em pastilhas de KBr.

Os espectros de RMN !'H e de RMN 13C (totalmente desacoplado e DEPT)
foram obtidos em espectrémetros BRUKER AC 300/P, GEMINI 2000 (VARIAN],
GEMINI 300 BB {(VARIAN) com campo de 7 tesla ¢ espectros de RMN !H e de
RMN 13C (totalmente desacoplado, totalmente acoplade e DEPT} e
bidimensionais, com deteccido inversa, adquiridos em um espectrémetro INOVA
500 (VARIAN] com campo de 11 tesla, a temperatura ambiente, sendo as
amostras dissolvidas em cloroformic deuterado Merck, utilizando comeo
referéncia interna o tetrametilsilano {TMS}. Os deslocamentos quimicos (8} sdo
indicados em ppm € as constantes de acoplamento (J} em Hertz (Hz).

Os espectros de massas (baixa resolucfo} foram obtidos em um
espectrometro de massas: MAT Varian 311 A, em sonda de sélido de CG/EM
5988A HP e no equipamento VG AutoSpec- Fisions Instruments, utilizando a
técnica de impacto eletrénico a 70 eV,

O espectro de massas de alta resolucdo e experimentos de especiro de
massas de espectro de massas (EM/EM) foram obtidos em um espectrémetro de
massas VG AutoSpec- Fisions Instruments, utilizando a técnica de impacto

eletrfnico a 70 eV.
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“Para a cromatografia em ccluna fol usada silica gel 60 (70- 230 mesh)
Merk.

As placas de CCDA ¢ CCPA [Merck Silica gel G € GF2s4, sobre vidro) € as
cromatofolhas de aluminio silica gel GFasq 20x20 cm {Art. 1.05554, Merck) foram
reveladas sob luz UV (254 ¢ 366 nm] e nebulizadas com solucéo anisaldeido
modificada??® {etanocl/ anisaldeido/écido sulflrico/Acido acético 90:5:5:1} seguido
de aguecimento.

As analises por CG/EM foram feitas num aparelho de Cromatografia
Gasosa acoplado a um Espectrometro de Massas modelo HP 5990/3970,
equipado com coluna capilar de silica fundida J& W Scientific DB-5 (30 m x 0,25
mm x 0,25 umj} na qual a temperatura programada: 80 °C - 280 °C {mantida a
290 °C durante 10 minutosj variando 15 °C/ min. A temperatura do injetor
utilizada foi de 290 °C e a do detector de 285 °C. O gas de arraste usado foi
Hélio (He} e os Espectros de Massas obtidos 2 70 e V.

Os valores de rotacdo Otica foram obtidos em polarimetro Carl Zeiss Jena
Polamat A com lampada de Mercurio (546 nmj, 4 temperatura ambiente, sendo
as amostras dissolvidas em diclorometanc e metanol grau HPLC e os valores

corrigidos para lampada de s6dio e temperatura de 20 °C.
o
a = T
20 11+ 0,000143 (T-20)]

onde T= Temperatura na qual a medida foi realizada

20
o
g = Hg
Na 1,17543

onde omg?® = valor de rotagioc 6tica corrigido pela equacéo anterior

2 MERCK Dyeing reagents for thin laver and paper chromatography. £.Merck, Darmstadt,
118p. 1971,
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Capitulo I Estudo Fitoquimico de Deguelia hatschbachii

_ Na
EOHD =

onde, ama?°= valor corrigido na equacéo anterior,
[a]p?® = valor de rotagéio 6tica especifica,
o= concentracio em g/ mi da substancia

I= caminho 6tico da cela { 1 cmy)

O espectro de Dicroismo Circular (DC} foi obtido em um

espectropolarimetro JASCO modelo J-720 & temperatura ambiente.

5.2 Estudo Fitoguimico

5.2.1 Coleta do material vegetal:

Segmentos de raizes {120,0 g} de um espécime de Deguelia hatschbachii
(UEC 95-38) foram coletados no dia 14 de margo de 1994 no Campus da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), prdoximo ao Instituto de
Economia, sob a orientacdo da Profa. Dra. Ana Maria Goulart de Azevedo Tozzi

{Instituto de Biologia- Departamento de Botanica da UNICAMP).

5.2.2 Obtenciio dos extratos

Os segmentos das raizes foram secas em estufa néo ventilada a 40°C,
seccionadas e moidas em moinho de faca Willey, fornecendo 97,7 gramas de po
extraidos em aparelho Soxhlet, por 50 horas cada, sucessivamente com Eter de
petréleo, Diclorometanc e Metanol, conforme o Fluxograma 1. Os trés extratos
foram filtrados e concentrados em um evaporador rotativo, sob presséo reduzida,

até a completa remoc&o dos solventes.
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Deguelia hatschbhachii
(97,7 g}

Eter de petréleo

Extrato Eter de Petréleo (1,7 g) Torta ;E

Diclorometanc

[=]
]

Extrato Diclorometanico {4,2 g

Metanol

| Extrato Metandlico (4,1 g) __jj Torta

Fluxograma 1- Extracdo em Soxhlet das raizes de D. hatschbachii
Apé6s analise por CCDA dos trés extratos, optamos primeiramente pelo
estudo do extrato diclorometanico, pois apresentou-se menos complexo € com

um maior numero de substancias que revelavam sob luz UV {254 e 366 nm).
5.2.3 Estudo do Extrato Diclorometanico:

O extrato diclorometénico (3,0 g} foi submetido a uma coluna
cromatografica de silica-gel (70-230 meshj (100 g.} a pressdo ambiente. A eluicio
da coluna iniciou-se com diclorometanc, sendo a polaridade do eluente
aumentada gradativamente pela adicdo de acetato de etila em diclorometano
seguida de metanol em acetato de etila até metanol puro.

As 342 fragdes obtidas, desta coluna, foram agrupadas em 82 grupos, com
base nos seus respectivos valores de Rfs, quando analisadas por CCDA (Tabela
4).
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Tabela 4- Fracdes obtidas da coluna do extrato diclorometénico das raizes
de D. hatschbhachii

Fracdes Grupo (G} Massa (mg) FEluente Compostos
isolados

i-3 1 19,70 CHCl: 100%

4-5 2 139,82 Estitbenos 10e 11

6-7 < 28,90

8-9 4 17,55

10 5 16,70

11-14 6 334,60 Flavanona 4
Lupinifoling {5}

Acido Robustico (2)
Robustate de metila {3)

15 7 32,70
16-20 8 50,71 Osajina {6}
21-28 9 24 .52 CH,CL:AcOEL (2,5%)* {(F-27)%
29-34 10 52,24 Desoxibenzoing 9
35-37 11 16.40
38-40 12 15,59
41 13 7,30
42 14 10,80
43 15 14,50
44-46 16 125,20
47-50 17 365,60 CHCl: AcOEL (5%) Escandenina {1}
Substancia 8
51-56 i8 183,44
57-66 19 79,54 Escandinona. (7)
67-80 20 95,31 CH-Cl,:AcOEt (7,5%)
81-97 21 95,43 CH,Clz: AcOEL (109%) (F-87)
98-109 20 90,37 CH,Clz:AcOEt (15%) (F-101)
110-116 23 94,21 CH;Cl:AcOEt (209%0) (F-115)
117-129 24 196,01 CH:Cl:AcOEt (25%) (F-126)
1303-149 25 510,50 CH-Cl::AcOEt (35%) {F-142)
150-1538 26 321,90
159-164 27 180,40 CH.Cl,:AcQEt {50%)
165-172 28 105,30 CHoCly:AcOEt (75%) (F-169)
173-200 29 530,80 CH,Clz:AcOEL (100%) (F-181)
AcOEt:MeOH (2,5%) (F-191)
201-218 30 428,20 AcOEt:MeOH (5%)
AcOEt:MeOH (7,5%) {F-209)
219-221 31 9,00 AcOEL:MeQOH (10%)
200-23G 32 105,40 AcOEt:MeOH {15%) {¥-226)
AcOEt:MeOH (20%) (F-233)
240-242 33 9.90
243-246 34 25,30 AcOEt:MeOH (25%)
247-253 35 30,00
254-266 36 37,20 AcOEt:MeOH {35%)
267-301 37 387.30 AcOEt:MeOH (50%) (F-276)
302-342 38 429,20 AcOEt:MeOH (75%)

MeQOH 100% (F-321)
Ohs: *Porcentagens da mistura de solventes,
** Primeira fracao coletada gquando havia mudanca de solvente
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A sequéncia de fluxogramas abaixo corresponde as purificagdes, por
Cromatografia em Camada Preparativa Analitica (CCPA} dos grupos de interesse,

para © isoclamento das substéncias, cujos dados espectroscépicos séo relatados

em seguida.
G-2
(139,82 mg)

CCPA [CH,Cly: AcOE! (98:2)]

; 21 | 2-2 2-3
(84,60 mg)

CCPA [Hexano: Eter Etilico (1:1)]
Duas eluigfes

‘ 2-3-2 i i 2-3-3 [ ,{_2—3“:‘4”“7}@

(21,40 mg)
l 10 |

Fluxograma 2- Sequéncia de purificacdes dos estilbenos (10 e 11)

6’-(3,3-dimetilalila)-2”,2”-dimetilcromeno (57,6”7:4°,5’}-4-hidroxi-3’-metoxi
estilbeno (10)

OCH3

v 0

(10)

Aspecto Fisico: Solido amorfo de cor amarela

UV imax. {am, log c): 273 (3,96); 330 (4,23} {Metanol 0,05 mg/mL)
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IV vmax {filme CH.Clz, em-i): 3403,9 (OH); 2922,5 (C-H}; 959,6 (dupla frans);
828,5 {anel 1,4-dissubstituido)

RMNH (300 MHz, CDCls/THMS) 8: E105, Tabela 33.

RMN13C {75 MH=z, CDCl:/TMS) §: E106, Tabela 35.

EM [m/z {%}]: 376 IM]* (21}, 361 [M-Mel* (100), 333 [M-Me-COJ* (6}, 213 [M-Me-
CO-1201+ (35}, 107 [M-269]+ {17}, 69 (3}, 55 (3}.

EMAR m/z: observado 376,2039 [M]* {CosHasOs caleculada 376,2038).

37,5 -dimetoxi-4-hidroxi-4’-(3,3-dimetilalila) estilbeno (11}

ay OCHj;

{11)

Aspecto Fisico: Oleo amarelado

UV imaéx. {nm, log s): 313 (4,20}, 325 (4,21} (Metanol 0,013 mg/mlL}

IV vmax {filme CH:Cl2, cm-1): 3407,5 (OH); 2924,0 (C-H); 958,4 (dupla transj;
832,6 {anel 1,4-dissubstituido)

RMN1H (300 MHz, CDCls/TMS) &: E115, Tabela 34.

RMN13C {75 MHz, CDCl;/TMS) 8: E116, Tabela 35.

EM [m/z (%)} 324 [M]* (100), 309 [M-Me}* (93}, 281 [M-Me-CO}* {5), 256 [M-68]+
(44}, 255 [M-69}* (13), 2609 [M-55]* (10}, 241 [M-55-COJ* {2}, 107 [M-217}* (20}, 89 M-
217-H20[* (6), 81 [M-243]* (6}, 69 (14), 55 (12).

EMAR m/z: observado 324,1725 [M]* (C2:H2403 calculado 324,1725).
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G-6
(120,20 mg)
!

CECPA [CH,Cl; AcDEL (95:5)]
duas eluiches

- )
el o4 ] e8] [os ]
6-3
{370 mg)
CCPA [CH,Cly:AcOEt (95:5)]
6-2 duas eluicdes
1 (39,2 mg)

=N | }
CCPA [CH,Cly: AcOEt (95:5)] ] 6-3-1 E 6-3-2 ‘ 6-3-3 6-3-4 I
duas eluiches j i ) (26,1 mg) /

CCPA fHex: CH,Cl; MeOH (33:10:4)
E 6-2-1 ! trés elvigdes
6-3-3-2 6-3-3-3
(7,0 mg) (8,0 mg)
4 | 5

Fluxograma 3- Sequéncia de purificacbes da flavanona {4) e da lupinifolina {5)

4°,5-dihidroxi-6-(3,3-dimetilalila)-7-metoxiflavanona (4)

Flavanona {4)

Aspecto Fisico: agulhas amarelas.

faj2op= - 11,79 ¢ (EtOH; ¢ 0,0721).

CD [8]211 + 12693, [0]a24 + 15280, [Blzs: — 11261, [B]2ss —15451, [Bloos ~12323, [0]ai7
+ 1091, [8]s2s #2597, [Blass +5023, [Blaso +3250.
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UV iméx. {nm, log s} 218 (4,48); 290 {4,22); 338 (3,45) (Metanol 0,012 mg/ml).
IV vmsx [cela de KBr, em-1): 3376,2; 1640,0; 1519,1; 1376,2; 1339,1.

RMNIH {500 MHz, CDCl:/TMS) 6: E56, Tabela 19.

RMN13C {78 MHz, CDCl;/TMS) 5: ES7, Tabela 21.

EM [m/z (%j]: 354 [M]* (100), 339 [M-Me}* {29}, 311 [M-Me-COJ* (28}, 299 [M-55]*

(27}, 234 [M-120]* (11}, 219 [M-120-Me]* (43), 206 [M-120-COJ* (20}, 191 [M-120-CO-
Me]* (17), 179 [M-175] (56), 120 [M-234]* (18), 119 [(M+H)- 234]* (8), 91 [(M+H)- 234-
COJ* {13).

EMAR m/z: observado 354,1467 [M]* (C21H20s caleulado 354,1467).

5,4’-Dihidroxi-8-(3,3-dimetilalila)-27,2 "-dimetilcromenc (57,67:6,7)

flavanona (5, Lupinifolina)

OH O
Lupinifolina {5}
Aspecto Fisico: Cristais amarelos

[0]29p=-7.23° (EtOH; ¢ 0,047).

UV Améx. (nm, log €): 222 (3,91); 267 (4,10); 274 (4,13); 299 (3,58); 312 (3,57);

362 {2,91) {(Metanol 0,08 mg/ml)

IV vumsx {cela de KBr, em-1): 3403,8; 1642,9

RMN1H (500 MHz, CDCla/TMS) &: E75, Tabela 20.

RMN13C (75 MHz, CDCl:/TMS) 5: E76, Tabela 21.

EM [m/z (%])]: 406 [M]* (30}, 391 [M-Me}* (75), 286 [M-120}* (3), 271 [M-120-Me]*

(32), 258 [M-120-COJ* {5), 243 [M-120-CO-Me]* (24), 231 [M-175]* (13), 215 [M-120-Me-
56]* (100}, 203 [M-120-CO-55] (6), 121 [(M+H)-286]* (8), 120 [M-286]" (14}, 69 (35), 55

(32).
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260
{1626 mg)

CCPA [CHLCly: AcOEL (95:5)]
Duas eluigbes

EZG-&—I{

2G-6-2 1

2G-6-3 i

6-4
(4,9 mg)

2G-6-4
(3,8 mg)

2G-6-5
(6,0 mg)

i 25-6-6
65
{35 mg)

Reunifo

2G-6-4
{10,7 mg)

CCPA [CH,Cly: AcOEt (9@;10}1§

21G-64-1

2:-6-4-2

2G-6-4-3
(4,1 mg)
2

|

Reunido

CCPpal ICH,Cly: AcOE: (56:16)]

2G-6-5-2
(8,7 mg}
3

26653 | 260654 |

Fluxograma 4- Sequéncia de purificacdes do acido robustico (2] e do

robustato de metila (3}

5,4’- dimetoxi-3-fenil-4-hidroxi-2”,2”- dimetilcromeno (57,67:6,7)

cumarina {2, Acido Robustico)

Acido Robiistico {2}

Aspecto Fisico: agulhas transparentes.
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UV Limax. (am, log e} 230 (4,52); 250 (4,52); 258 (4,45); 332 (4,17) (Metanol
0,005 mg/mLj).

IV vmix {cela de NaCl, em-1): 3263,0; 1715,2: 1626,9; 1573,0.

RMN*H {300 MHz, CDCl:/TMS) 5: E13, Tabela 8.

RMN13C {75 MHz, CDCla/TMS) §: £E14, Tabela 10.

EM [m/z (%)]: 380 [M]* (70}, 365 [M-Me}* (80), 337 [M-Me-COJ* {16), 233 [(M+H)-
148} (28), 232 [M-148]* (12}, 217 [M-148-Me]* (100), 180 [M-148-Me-COJ* {5}, 161 [M-
148-Me-CO-COJ* {17}, 148 [M-232} (25), 133 [M-232-Me}* (6), 105 [M-232-Me-CO}* {6).

EMAR my/z: observado 380,1259 [M}* {C2H200s calculado 380,1259).

4.5,4°- trimetoxi-3-fenil-2”,2"- dimetilcromeno (57,67:6,7) cumaring (3,

Robustato de metila)

Robustato de metila (3)

Aspecto Fisico: agulhas transparentes.

UV imax. (nm, log £): 230 (3,87); 267 (3,87); 349 (3,64) (Metano! 0,08mg/mL).
IV vgax (cela de NaCl, em-1): 3446,2; 1709,5; 1601,7; 1558,3.

RMN'H (300 MHz, CDCls/TMS) §: E22, Tabela 9.

RMN13C {75 MHz, CDCla/TMS]) &: E23, Tabela 10.

EM [m/z (%])}: 394 [M]* (33), 379 [M-Me}* (100}, 366 [M-COJ* (1), 351 [M-CO-Me]*
(2}, 135 [M-CO-Me-216]* (12).

EMAR m/z: cbservado 394,1416 [M]* {C23H220s calculado 394,14 16}.
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{ G-8 )
(50,71 mg)

CCPA [CH,Cly: AcOEt (98:2)]

8-1 {8-3}18-41is-s;{s-ﬁlls-fi;gg-sj

8-2
(8,8 mg)
CCPA [Hexano:CH;Cl:MeOH (30:10:4)]
3 eluicdes

&-2-1 23-2-2 @
522

8.2-3

(5,4 mg)

CCPA [CHCly: AcOEt (98:2)]
3 eluicdes

i 8-2-3-2 !

Fluxograma 5- Sequéncia de purificagbes da osajina ()

5,4’- dihidroxi-6-(3,3 dimetilalila)-2”,2”- dimetilcromeno (57,67:8,7)

isoflavona (6, osajina)

Osajina (6)

Aspecto Fisico: agulhas brancas amareladas.
UV Améx. {nm, log c): 222 (4,28); 273 {4,61); 357 {3,28) (Metanol 0,007 mg/mL} .
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IV vamax {Filme CHCls, cm-1): 3373,6; 1645,9; 1607,1.

RMN3*H {300 MHz, CDCl3/TMS) 5: E83, Tabela 26.

RMN3C {75 MHz, CDCl:/TMS) 5: E84, Tabela 28.

EM [m/z (%]]: 404 [M]* (33}, 389 [M-Me]* (100), 361 [M-Me-COJ* (43), 349 [M-55]*
{40y, 333 [M-Me-CO-CO}J* (30}, 321 [M-55-COJ* (5}, 69 (5), 57 {3), 55 {6).

G-10
(52,24 mg)

CCPA [CH,Cl:AcOEt (98:2)]

o] | ) (0] o] (o] [

10-2
{16,6 mg

CCPA [Hexane: Eter Etilico (1:1)]
Duas eluicfes

o] (o] [ms] | foas

10-2-4 |
@9 mg) |
E

L2

Fluxograma 6- Sequéncia de purificagbes da desoxibenzoina (9)
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6,4’- dihidroxi- 3- {3,3-dimetilalila) -27,2”- dimetilcromeno (57,67:5,4) -2-

metoxi desoxibenzoina (9)

{9} Desoxibenzoina

Aspecte Fisico: P6 Branco.

UV iméx. {nm, log c): 266 {4,14); 316,5 (3,72) (Metanol 0,029 mg/mL).

IV Vemsx {filme CH:Cls, em-1): 3388,1; 1700,1.

RMN1H {300 MHz, CDCla/TMS) &: E94, Tabela 30.

RMN13C (75 MHz, CDCls/TMS) 6: E95, Tabela 32.

EM [m/z (%])]: 408 [M]* (3), 301 [M-107]* (32), 245 [M-163}]* {16}, 135 [M-273]* (9},
109 [M-299]* (15), 107 [M-301]* (15}, 81 [M-327]* (55}, 79 [M-301-CO}* (11}, 69 (100}, 57
(44}, 55 (45).
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(105,36 mg)

G-17 i

CCPA [CH,Cly: AcOE (80:20)]

FEE) | FE |

17-4 17-6
(24,74 mg) (20,22 mg)

CCPA [CH,Cly:AcOEt (80:20)] CCPA| [CH,Clz: AcOEt (80:20)]

{ 17-4-1 ]

1742 | |[1761] [1762] (1764 [ 1765

(12,44 mg} 17-6-3
{10,28 mg)

1
Fluxograma 7- Sequéncia de purificacdes de escandenina (1)

4.,4°-dihidroxi-3-fenil-5-metoxi-6-(3,3-dimetilalila}-2” 2”-dimetilcromeno

{67,67:8,7}-cumarina (1, Escandenina)

Aspecto Fisico: cristal incolor.

UV imax. (nm, log &): 241 {4,53), 289 (4,26}, 293 (4,25), 344 (4,34) (Cloroférmio
0,008 mg/mlL;}

IV vauux (filme de CH2Cly, em-2): 3253,6; 1680,5; 1630,2; 1593,8

RMN:H {300 MHz, CDCls/TMS]) 5: E1, Tabela 7.

RMN:2C (75 MHz, CDCls/TMS) §: E2, Tabela 10.
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EM [m/z {%)}: 434 [M]* (100), 419 [M-Me]* (70}, 391 [M-Me-COJ* (4), 379 [M-55]*
(3), 363 [M-Me-56]* (3), 300 [M-134]* (7}, 285 [M-134-Me]* (66), 245 [M-189}+ (12), 257
[M-134-Me-COJ* (12).

EMAR m/z: observado 434,1729 [M]* (CasHas0s calculado 434,1729).

2G-17
(102,9 mg)

CCPA [CH,Cly:AcOEt (95:5)

! 2:-17-1 ‘ 2{z-17-2 g ! 24-17-4 ]
20-17-3
{5,7 mg)
LR

Fluxograma 8- Sequéncia de purificacbes da fracdo 2G-17-3
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G-18
(42,7 mg)

CCPA [CH,Cl: AcOEt (80:20)]

! 18-1 1 s 18-2 f g 18-3 i é 13:1
H
EM 17-6-3
<&8m@i (10,28 mg)

£

Reunido
17-6-3
(14,08 mg)
S
CCPA [CHyCl: AcOEt (80:20)]
%17w6-3w1 ; ‘17_6,3,,2 ! 117-6-3-4 i 117-6-3—5 %
1
2G-17-3 | 17-6-3-3
| 07mg) | | (61mg)

Reuniio

2G-17-3
(15,8 mg)

CCPA |[Eter de petroles: CH,Cly:MeOH (30:10:4)

{2(3—17—3-1 2 i 2G-17-3-2 l i 2G-17-3-4 i ] 2G-17-3-8 E !2(}17“3-6 !

2G-17-3-3

(7,7 mg)
8

Fluxograma 9- Sequéncia de purificacdes da substéncia {8}
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3- {(4’-hidroxifenil) - 5- metoxi - 6 - {3,3-dimetilalila) - 2”,27-
dimetilcromeno -(5”,6”:8,7)-3-(propil-2-ona)- 4H-1-benzo-2,3-dihidropiran-
2, 4- diona {8)

Aspecto Fisico: dleo amarelo viscoso.

[a]2%p =+6,160° {CHoClg; ¢ (,0138).

UV imaéx. {nm, log s}: 257 {4,55}; 305 (4,06) {Cloroformio 0,01 mg/mL)

IV viax {cela de KBr, em-1}: 3410,0; 1770,6; 1704,0; 1681,8

RMN®H {S00 MHz, CDCls/TMS) 5: E30, Tabela 13.

RMN:3C (125 MHz, CDCls/TMS) §: E31, Tabela 14.

EM [m/z (%])]: 490 [M}* (16], 475 [M-Me]* (8), 301 [M-190+1}* {100}, 300 [M-190}*
{(38), 285 [M-190-Mej* (53}, 269 [M-221]* (3), 257 [M-190-Me-COJ* (24}, 245 [M-245]*
(14}, 242 [M-190-Me-CO-Me}* (2}, 227 [M-190-Me-CO-30}* (4}, 201 [M-190-Me-CO-56]*
(4}, 190 [M-300}* (5}, 189 {M-190-Me-CO-68]* (3}, 162 [M-300-COJ* (2}, 159 [M-190-Me-
CO-98]* (2}, 147 [M-343]* (4}, 135 [M-300-CO+H-CO)* {3}, 119 [M-343-COJ* (22).

EMAR m/z: observado 490,1989 [M]* {CxoHaz00- calculado 490,1991).

37



Capitulo 1 Estudoe Fitoquimice de Deguelia hatschbachil

G-19
(79,54 mg)

CCPA [Eter Etilico: Hexaneo (2:1)]

§ 198 ‘
(15,1 mg}
L

CCPA | [CH,CL,: AcOEt (8:2)

Bﬂ ! 19-52 | ; 19-5-3 ;
(7,2 mg) j

CCPA [CH,Cly: AcOFEt (8:2)]

(o] (23] (o] [

19-5-1-3

i 19-5-1-1 ]

Fluxograma 10- Sequéncia de purificacdes de escandinona (7)

3- (4’-hidroxifenil)-6-(3,3-dimetilalila)-2”,2”- dimetilcromeno (57,67:8,7)

5-metoxi isoflavona (7, Escandinona)

) 3"

Escandinona {7)

Aspecto Fisico: p6 branco.

UV imax. {am, log ) 266 (4,47); 317 (3,60) (Metanol 0,01 mg/mL).
IV vmsax {cela de KBr, em-1}: 1636,0; 1514,9.

RMNH {300 MHz, CDCL:/TMS] o: E88, Tabela 27.
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RMN13C {75 MHz, CDCls/TMS) §: £89, Tabela 28.

EM [m/z (%)]: 418 [M]* (34), 403 [M-Me]* (100), 375 [M-Me-COJ* (10), 349 [M-
Me+H-55]* (39), 118 [M-300)* (4), 69 (28}, 57 (43), 55 (25).418 (M=, 34); 403 (100): 373
(10}; 340 (39); 118 (4); 69 (28); 57 (43); 55 (25).

5.2.4 Estudo do Exirato Fter de Petréleo:

O extrato éter de petrolee (1,5 g} foi submetide 4 uma coluna
cromatografica de silica-gel (70-230 mesh) (75,0 g) 4 pressédo ambiente.

O eluente inicial usado foi diclorometanc em éter de petrdleo (25:75). A
polaridade do eluente foi aumentada gradativamente com a adicdo de
diclorometano em éter de petréleo, acetato de etila em diclorometance,
posteriormente de metanol em acetato de etila, até chegar a metanol puro.

Foram coletadas 202 fracbes desta coluna gue, apds serem analisadas por
CCDA foram agrupadas em 77 grupos, com base nos seus respectivos valores de

Rfs e complexidades.

A Tabela 5 mostra os grupos das fragdes reunidas obtidas, relacionando-os

com suas respectivas massas e codigos.

Tabela 5- Fragdes obtidas da coluna do extrato éter de petrdleo das raizes
de D. hatschbachii

Fragdes Grupo (G) Massa {mg) Eluente Compostos
isolados

1 1 20,1 CH:Cl::Eter de petréleo (25%)

2 2 25,7

3 3 17,5

4 4 7,0

S S 3.4

6 6 3,3

7 7 3,1

8 8 2,6

9-11 ) 6,6

12 10 2,6

13-15 11 35,9

16 12 2,7

17 13 2,2

18 14 1,3
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Fragbes Grupo {G) Massa {(mg) Eiuente Compostos
isolados

19-21 15 5,9

22 16 1,8

23-25 17 16,4

26 18 12,1 CHzCla:Eter de petréleo (50%)

27-29 19 30,1 Lupeol 13

30 20 5,4

31-33 21 9,1

34-35 22 8,6

36-39 23 57,2

40 24 9.5

41-45 25 31,4 Estilbenos 10¢e 11

46 26 3,9

47 27 4,5

48 28 6,9

49-53 29 18,8

54 30 3,0

55 31 2,8

56 32 2,8

57-61 33 9,4

62 34 4,0

63 35 6,8

64 36 5,3

65 37 9,3 100% CH2Clp

66 38 14,6 Lupinifolina (5)

67 39 11,6

68 40 5,6

69-73 41 7,5

74 42 1,8

75-79 43 4,8

80-91 44 18,5 Flavanona 4

92 45 38,5 AcOEL:CH,Cls (25%)

93 46 8,5

94 47 4.9

95-96 48 6,4

97-98 49 4,9

99 50 3,7

100-103 51 8,4

104-105 52 3,7

106-108 53 7,8

109 54 3,9

110-118 55 15,1

116-122 56 11,0 AcOEL:CHoCl: (50%)
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Fragdes Grupe {G] Massa (mg]) Eluente Compostos
isolados

123-126 37 10,4

127-131 o8 21,2 100% Acetato de Etila

132-136 59 11,3

137-139 60 9,1

140-144 61 92,6 MeOH: AcOEt {10%)

145 62 9,4

146-147 63 16,6

148-153 64 15,4

154-135 o) 22,7 MeOH: AcOEt (20%)

156-157 66 16,7

158-167 67 21,7

168-173 68 22,4 MeOH; AcOEt (30%)

174 69 7,7

175-179 70 17,4

180-186 71 49,1 MeOH: AcOEt (50%)

187 72 10,5

188 73 3,0

189-190 74 7,3

191-193 75 25,1 100% MeOH

194-197 76 14,0

198-202 77 3,6

Foram feitas varias placas de cromatografia em camada delgada analitica
das fragoes reunidas, com ¢ objetivo de auxilar tanto numa melhor visualizacdo
dos perfis cromatograficos das fracdes, como na escolha para o estudo. '

A seguir vemos as placas escaneadas, com seus respectivos sistemas de

eluentes utilizados.

Placa 1- Eluente: (7:3) Placas 2 e 3- Eluente: Diclorometano (100%)
(Eter de petréleo:CHz(flg}

Figura 5- Fracbes reunidas da coluna de G-1 a G-21 (Tabela 5)
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Placa 4- Eluente: Diclorometano Placas 5 e 6- Bluente: (98:2) (CHCL-AcOE!L
{166%)

Figura 6- Fracées reunidas da coluna de G-22 & G-44 { Tabela 5}

Placas 7, & e 9- Eluente: (95:5) (CH:Cl;: AcOEL) Placas 18 eii- Eluente: {9 1) {CHCly:AcOED

Placas 12- Fluente: {8:2) (CHCly: AcCED
Figura 7- Fracoes reunidas da coluna de G-45 @ G-77 (Tabela 3}

Ao analisarmos, por CCDA algumas destas fra¢des em comparacao com as
substancias isoladas do extrato diclorometanico, observamos que a fracao G-19

apresentava substancias bem diferentes de todas as substancias ja isoladas

(Figura 8J.
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Figura 8- Placas analiticas de algumas fracdes interessantes da coluna do extrato éter de
petroleo, comparadas com substancias ja isoladas do extrato diclorometanico. [Da esquerda para
a direita temos: Escandenina {1}, G-7, (8), G-19, Acido robustico {2}, G-23, Metil robustato {3}, G-
27, Flavanona {4}, G-7, Lupinifolina {3}, G-19, Escandinona (7}, G-23, Desoxibenzoina (9}, G-27,
Estilbeno (11}, G-33, Estilbeno (10}] (Quadros 5 e 6)

Optamos, entdo, pela realizagdo de uma cromatografia em camada
preparativa analitica {CCPAj (Fluxograma 11} desta fragdo, desenvolvida em
diclorometano, resultando no isolamento do triterpeno lupeol {13}, apresentando-
se como um sélido branco.

G-19
(30,1 mg)

| N

CCPA [Dicloremetano 100%]

@ (193] (194 | [195) [196] [197] [198 |

Fluxograma 11- Sequéncia de purificacdes do triterpeno lupeol (13]

A purificacdo € o isclamento das flavanonas 4 ¢ 5 e dos estilbenos 10 ¢ 11

por CCPA seguiram os fluxogramas mostrados abaixo.
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-38
(14,6 mg)

CCPA [CH.CL 100%)]
trés eluicfes

(381 | i 3&-3? | 3&4]

H

! 282
H i
| 82 mg)

E =} |
- ,

Fluxograma 12- Sequéncia de purificacdo da lupinifolina (3}

| G-44

{18,5 mg)
CCPA [CH,LCL 160%)
trés elmiches

l 44-1 l l 44—3‘

e

T
44-2

|
z
| (3.2 mg}
RS

i

Fluxograrma 13- Sequéncia de purificacdo da flavanona (4)
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.25
(31,4 mg)

CCPA [CH,ClyHexano MeOH (53:46:1
quatro eluicdes

251 [252) (255 (256

25-4
{18,2 mg) {

CCPA [CH,y(ly Hexano:MeOH (53:46:1}]
25-3 quatro ehiicBes
(7,4 mg)
CCPA [CH,Cly:Hexano:MeOH (53:46:1))

46 ‘ 25-4.1 5-4-2
guatro cluigbes {10 2 Fﬁg}
ic
28.3-2 i

Fluxograma 14- Sequéncia de purificacdes dos estilbenos (10 e 11])

Lupeol {13)

{13} Lupeol
Aspecto Fisico: Sélido branco cristalino.

RMN:H (300 MKz, CDCls/TMS) &: E124, Tabela 38.
RMN?3C {75 MHz, CDCls/TMS) 3: E125, Tabela 38.

EM [m/z (%)]: 426 [M]* (21), 220 [M-206]* (9), 218 [M-208]* (94), 207 [M-219}*
(49), 191 [M-235]* (23).
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5.2.5 Segundo estudo do Extrato Diclorometanico:

O extrato diclorometanico (1,661 g) foi submetido a4 uma coluna
cromatografica de silica-gel (70-230 mesh} (80,0 g) 4 pressdo ambiente.

A eluicao da coluna iniciou-se com diclorometano, sende a polaridade do
eluente aumentada gradativamente pela adicdo de acetato de etila em
diclorometanc seguida de metanol em acetato de etila até metanol puro.

Foram coletadas 280 fracbes desta coluna que, apés serem analisadas por
CCDA foram agrupadas em 89 grupos, com base nos seus respectivos valores de
Rfs e complexidades. As figuras 9 a 13 mostram as placas escaneadas das
fracoes obtidas desta coluna, com seus respectivos sistemas de eluentes.

A Tabela 6 mostra os grupos das fracdes reunidas obtidas, relacionando-os

com suas respectivas massas e codigos.
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Tabela 6- Fracdes obtidas da segunda coluna do extrato diclorometanico
das raizes de D. hatschbachii.

Fragdes Grupo (G} Massa {mg] Elueante

I 1 1,3 Diclorometans 100%
2 2 4,3

3 3 3,3

4 4 2.3

& 5 189

5 2] 23,7

7-8 7 27,7

S 8 7.9

10 ) 7.4

11-17 10 271,1

18 11 7.6

19-21 12 199

22 13 9.3 95:5 {CHCl: AcORY)
23 i4 10,9

24-25 15 31.8

26-27 16 28.2

28* 17 11,7

20-37% 18 170,5

38 19 18,6

39-43 20 95,0

44-53 21 1214

54-63%* 22 59,5

64-70 23 45,7 9:1 {CHCly:AcOEL)
71-77 24 41,9

78 25 3.1

79-87 26 104,2 85:15 (CH.Cl:AcOE()
88-94 27 41,0

95-100 28 23,6

101-104 29 47.1 75:25 (CH-Cl,:AcOEY)
105-108 30 33,1

109-117 31 17,1

118-119 32 2,7

120 33 3,1

121 34 3.2 65:35 {CH:Cl:AcOE1)
122 39 3,1

123-127 36 14,4

128 37 2,7

129-133 38 8.7

134 39 2,1

135-141 40 17,1 55:45 (CH2Cl:AcOEL)
142 41 2,3

143-151 42 15,1

152 43 1.9

153-160 44 S.7 45:55 (CHoCL:AcOEt)
161 45 2,0

162-168 46 12,1

169 47 1,7

170 48 2,1
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Fragoes Grupe {G] Massa {mg] Eluente

171 49 1,9

172-176 50 4,1 35:65 (CH2Cla:AcOEY)
177 51 1,8

i78 52 2,7

179 33 2,3

180 54 3,7

181 55 4,0 25:75 {CHuCl:AcOEY)
182-184 56 9,2

185 57 2,2

186-188 58 18,1

189 59 2,4

180-194 60 8.1

185 61 1,3

196-198 62 2.0

199-206 63 10,1

207 64 4,6

208 65 1,3

209-211 66 4,0 15:85 (CH2Cla:AcOEY
212 67 2,0

213-215 68 3.1

216 69 1,3

217-218 70 3,3

219-221 71 6,2

222-223 72 3,0

224-231 73 13,1 AcOFEt (100%)
232 74 1,8

233-243 75 14,1

244 76 2,7

245 77 27,1 50:50 {AcOE{:MeOH)
246 78 10,2

247-253 79 32,1

254 80 1,3

255 81 1,2

256 82 2,1

257 83 3.0

258 84 5,1

259-273 85 19,7 MeOH (100%)
274 86 1,2

275 87 2,0

276 88 1,2

277-280 89 2,1

* Da fracéo 1 a 28 coletei amostras de 50 mL.
** A partir da fracdo 29 coletei amostras de 25 ml..
*** A partir da fracio 61 coletei amostras de 50 mL.

Os grupos das fracdes contendo os compostos 1, 4, 5, 8 ¢ 9 foram

combinados com amostras dos grupos correspondentes da primeira coluna do
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extrato diclorometénico, levando ao isclamento de uma guantidade adicional de
1(157,5 mg), 8 (13,8 mg) ¢ 9 (1,5 mg), juntamente com o composto 12 (2,0 mgj, o
qual ndo havia ainda sido isolado. No caso dos grupos contendo os compostos 4
e 5, amostras dos grupos correspondentes fornecidas pela coluna do extrato éter
de petrbdlec, foram também combinadas, permitindo juntos a obtencdo de 4
(144,2 mgj e 5 (33,2 mgj.

O interesse em isolarmos maiores guantidades destas substincias foi a
necessidade de realizar testes de letalidade com Artemia salina, realizar
experimentos de EM/EM e espectro de massas de alta resolucdo, determinar
valores de [a]p?® para as flavanonas e para o derivado da 4-hidroxi-3-
fenilcumarina (8], realizar uma C-alquilacdo e uma hidrdlise alcalina da
escandenina (1} para auxiliar na determinacao estrutural das substancias (8} e
do derivado da desoxibenzoina (9) respectivamente, e fazer andlises quali e
quantitativas dos extratos por CLAE usando estas substancias isoladas como

padroes.

6.,4’-dihidroxi-3-{3,3-dimetilalila)-2” 2”-dimetilcromeno (57,67:5,4)-2-metoxi-8-
{propil-2-ona) desoxibenzoina (12)

(12)
Aspecto Fisico: 6leo amarelo viscoso
RMN1'H {300 MHz, CDCl;/TMS) 5: E101, Tabela 31.
RMN13C {125 MHz, CDCls/TMS) 8: £102, Tabela 32.
EM [m/z (%)} 464 [M]* (16}, 449 [M-Mej* (2}, 301 [M-163}* (100}, 245 [M-219]*
(16}, 215 [M-249]* (2}, 163 [M-301]* (2}, 135 [M-301-COj* (3), 69 (6).
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CH,Cl,)

75:25 (AcOEt

Eluente

:AcOEt)

4 (CH,Cl,

6

Eluente

ANico

Figura 12- Placas analiticas das fra¢gdes da segunda coluna do extrato dicloromet
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5.3 Alguilacdo da escandenina (1)

Em um baldo de 1 mL selado com septum de borracha contendo hidréxido
de litio {0,087 mmol} e escandenina (0,087 mmol), foi adicionado, através de uma
seringa, tetrahidrofuranc (THF) anidro {1mL). Esta solugdo permaneceu em
refluxec sob agitacdo magnética a uma temperatura de 55° C por
aproximadamente 20 minutos. Em seguida, foi adicionado ¢ iodeto de metila
{Mel} (0,3 mmol) com ¢ auxilio de uma seringa, dando continuidade a agitacio
magnetica durante 7 horas. Apds atingir a temperatura ambiente, foi adicionado
uma solugéo saturada de cloreto de sédio {5 mL}, procedendo a extracdo com
acetato de etila (5 mlL, 4x). A fase organica foi tratada com sulfato de sodio,
filtrada ¢ concentrada em evaporador rotative a pressao reduzida, fornecende 9,0

mg de uma mistura de compostos que foi analisada por CG/EM.

+ Mel on Misturs de compostos
T dre (9,0 mg)
ss8°c
7 boras

Escandenina (37,7 mg)

5.4 Hidroélise da escandenina (1)
1¢ Tentativa: Em um baldo de 1 mL; 49,9 mg de escandenina (1) (0,115

mmol] foi dissolvida em uma solucBo de KOH metanélice (2%) (0,5 ml), que
permaneceu em refluxo sob agitacdo magnética a uma temperatura de 90-100° C
por 4 horas, fornecendo um 6leo marrom. Apés adicio de agua a mistura
reacional foi extraida com CH.Cls.

2¢ Tentativa: Tal como na 12 tentativa, aumentando a concentracio da
base, isto €, usando uma solucio de KOH metandlico 4%.

3¢ Tentativa: Observando que a reacdo de alquilacdo da escandenina (1),
forneceu muitos derivados de desoxibenzoinas metiladas, foi tentado a hidrélise

da escandenina (1} {0,105 mmol}, nas mesmas condicbes, isto €, usando LiOH

55



Capitulo I Estudo Fitoguimico de Deguelia hatschbachii

(0,138 mmol} ¢ THF {1,0 ml]. Esta mistura foi mantida em refluxo & uma

temperatura de 55° C durante 7 horas.
As trés tentativas sempre resultaram na recuperacio da escandenina (1.
5.5 Reacdo de GIBBS
Fol pesado 0,2147 g do reagente de Gibbs (2,6 dicloroguinona clorimidaj e

dissolvido em 50 ml de metanol.

Em uma placa de cromatografia em camada delgada analitica (CCDAJ, foi
aplicado quatro fracdes: a flavanona (4}, a mistura das flavanonas {4) ¢ (5], a
flavanona lupinifolina (5) e outra fracdo contendo a flavanona {4).

A placa foi desenvolvida com a mistura de solventes (1:1} Hexzano:Eter
Etilico e, posteriormente pulverizado com a solucgic do “Reagente de Gibbs” em

metanol.

Para revelacio das manchas, a placa foi colocada em uma cuba saturada
com vapor de NHaOH (25%).

5.6 Acetilacio da lupinifolina (5) e osajina (6}

A acetilacdo da lupinifolina (5) e da osajina (6} seguiu as etapas mostradas
no fluxograma 15.
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Fluxograma 15- Etapas da Acetilacic

Composto reagindo com
piriding e anidrido acético

{ Produto acetilado J

Hidrolise do excesso de anidrido
g extracdo com cloroformio

{ solugdo cloroformica } %oluc;ﬁo aquosa abandonada

1. lavagem com HCl (2:1)
2. lavagem com agua

solucdo cloroformica contendo
o produto acetilado

1. secagem com Naz S04
2. filtragdo em silica
3. evaporagio do solvente

( Produto acetilado puro }

Y
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6. RESULTADOS E DISCUSSAQ

A analise cromatografica dos extratos diclorometénico e éter de petrdleo
das raizes de Deguelia hatschbachii levou ao isolamento de 13 substéncias, das
guais oito ja haviam side isoladas de outras fontes {Quadre 5) e cinco sac

inéditas {Quadro 6].

OCH;

{2) R= H, Acids robiistico
(3} B= CH3, Robustate de metila

OH O
(%) Lapinifolina
H

H
jg
12 :

{6) R= H, Osajina HO
{7) R= CH3, Escandinona

{13} Lapeol

Quadro 3- Substancias isoladas ja conhecidas na literatura
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©R=H
(12) R=-CH,;COCH;

(11)

Quadro 6- Substancias inéditas isoladas

Entre as substancias isoladas encontramos 4-hidroxi-3-fenilcumarinas (1,
2, 3 e 8}, flavanonas (4 e 5), isoflavonas (6 e¢ 7}, triterpeno (13}, derivados de
desoxibenzoinas {9 e 12) e estilbenos (10 e 11).

Analisando comparativamente os trés extratos por CCDA, observamos que
o extrato diclorometanico era menos complexo € continha substéncias reveladas
sob lampada UV (254 e 366 nm).

Por isso iniciamos o estudo fitoquimico de D. hatschbachii com o
fracionamento do extrato diclorometénico em coluna cromatografica de silica-gel.

Apods analises por CCDA, as fraches coletadas da coluna foram agrupadas
e selecionadas para subsequentes purificacdes por sucessivas cromatografias em
camada preparativas analiticas {CCPA].

Analogamente, prosseguimos o estudo do extrato éter de petroleo.

As estruturas moleculares das substancias isoladas foram caracterizadas
através da analise dos respectivos dados espectroscopicos conforine descrito a

seguir para cada classe de compostos.
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6.1 4-hidroxi-3-fenil cumarinas (1-3 ¢ 8)

O reconhecimento desta classe de isoflavonéides como produtos naturais
data de 1966, com o relato da elucidacgdo estrutural do acido lonchocérpico (14} e
da escandenina (1} isolados de Derris scandens. Mais tarde, os autores isolaram

e caracterizaram ¢ acido robuastico (2} e seu éter metilico (3) de espécies de Derris

robusto?4,

(14, Acido Lonchocéarpico)

As 4-hidroxi-3-fenilcumarinas sdo constituintes do género Derris
(Dalbergieae} € um novo exemplo (4,4-dimetoxi escandenina 15) foi relatado pela

primeira vez como produto natural a partir de D. scandens?>26, embora ja
conhecido sinteticamente.

(15;

2 Wong, E. The isoflavonoids. In: Harbone, J.B.; Mabry, T.J. e Mabry, H.; The Flavonoids;
Academic Press; p. 743-800, 1975.

23 Boland, G. M. e Donnelly, D. M. X., Isoflavonoids and related compounds, Nat Prod.
Rep., 15 {3), p. 241-260, 1998.

26 Rao, M. N.; Krupadanam, G. L. D. e Srimannarayana, G. Four isoflavones and two 3-
arvl coumarins from stems of Derris scandens. Phytochemdstry, 37{1), p. 267-269, 1994,
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A estrutura das 4-bhidroxi-3-fenilcumarinas € tautomérica com a de 2-
hidroxiisoflavona {Quadro 7}, que se reflete, inter alia, por suas caracteristicas

espectrais no UV Amax =230 nm, =270 nm e =350 nm, mais semelhantes aguelas

das cumarinas do que das isoflavonas??.

Quadro 7- Tautomerismo das 4-hidroxi-3-fenilcumarinas
Observagbes anteriores?’-?8 mostraram qgue nas 4-hidroxi-3-fenilcumarinas
metoxiladas no carbono C-5 predomina a forma “cumérica” sobre a 2-hidroxi
isoflavona tautomérica. Isto deve-se a formacéo de ponte de hidrogénio entre a

hidroxila em C-4 ¢ a metoxila em C-5 estabilizando a forma “cumarica” (Quadro
8).

Quadro 8- Formacao de ponte de hidrogénio nas 5-metoxi 4-hidroxi-3-
fenilcumarina

Analogamente o contrario € observado quando ocorre hidroxilacdo no
carbono C-5 (Quadro 9)

27 Wong, E. The isoflavonoids. In: Harbone, J.B.; Mabry, T.J. e Mabry, H.; The Flavonoids;
Academic Press; p. 743-800, 1975.

28 Garcia, M.; Kano, M. H. C.; Vieira, D. M.; Do Nascimento, M. C. e Mors, W. B.
Isoflavonoids from Derris spruceana. Phytochemistry, 25(10), p. 2425-2427, 1986.
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O_p OH

Quadro 9- Formacgdo de ponte de hidrogénio nas 5-hidroxi 2-hidroxi
isoflavona

No espectro de RMN 13C 29 das 4-hidroxi-3-fenilcumarinas, os carbonos C-
2 e C-4 absorvem enfre 8§ 160,7-162,7; enquanto C-3 absorve entre & 102,2-
103,9. Para os derivados 4-metoxi-3-fenilcumarinas, o grupo metoxila em C-4
absorve em torno de § 60,8, como foi observado para 4,4-dimetoxi escandenina e
4 4’-dimetoxi do acido lonchocérpico®, enquanto os carbonos C-2, C-3 ¢ C-4
absorvem aproximadamente em § 161,2; 112,0 e 164,0 respectivamente, Desta
forma, metilagdo do grupo hidroxila no carbono C-4 nestes compostos em
comparacao com as 4-hidroxi-3-fenilcumarinas exibem deslocamentos para uma
regido mais desprotegida em aproximadamente 3 e 8 ppm do carbono o {C-4) €
carbono § (C-3).

A caracterizacio das 4-hidroxi-3-fenilcumarinas pelo espectro de massas,
foi mostrado nos estudos feitos por Pelter et al., 196531, Os autores mostraram
que a existéncia da forma b {B-dicetona} (Quadro 10}, permite a clivagem RDA do

anel C {caminho A) (Quadro 11} fornecendo os fragmentos II e 11

2% Agrawal, P. K. Carbon-13 NMR of flavonoids. Elsevier p. 212, 1989.

3 Subba Raju, K. V.; Srimannarayana, G.; Ternai, B.; Stanley, R. ¢ Markham, K. R. 13C
NMR studies of some complex natural oxvgen heterocycles. Tetrahedron, 37 {5), p. 957-962,
1981.

3t Pelter, A.; Stainton, P.; Johnson, A. P. e Barber, M. The mass spectra of oxygen

heterocycles 1. The 4-hydroxy-3-phenylcoumarins {iso Flavonols}. J. Heteroc. Chem. 2, p. 256-
261, 1965,
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Quadro 10- Formas tautoméricas das 4-hidroxi-3-fenilcumarinas

G &
A ‘_%+
ooy PRCH=C=0%
Cu
20

T 1

Quadro 11- Clivagem RDA do anel C das 4-hidroxi-3-fenilcumarinas na
sua forma B-dicetona {b)
Dos quatro derivados isolados de D. hatschbachii, a escandenina (1) ja
havia sido isolada de Derris spruceana®? e de Derris scandens33, ¢ acido robastice
(2) de Derris robusta®*, Derris scandens®® e de Millettia thonningii®¢ e o robustato

de metila (3) de Derris robusta®4,

82 Garcia, M.; Kano, M. H. C.; Vieira, D. M.; Do Nascimente, M. C. ¢ Mors, W. B.
Isoflavonoids from Derris spruceana. Phytochemistry, 25 (10}, p. 2425-2427, 1986.

38 Clark, E.P. Scandenin- A constituent of the roots of Derris scandens. J. Org. Chem. 8, p.
489-492, 1943,

3¢ Johnson, A.P.; Pelter, A. The structure of robustic acid, a new 4-hydroxy-3-
phenylcoumarin. J. Chem. Soc. (C), p. 606-612, 1966.

35 Rao, M. N.; Krupadanam, G. L. I. e Srimannarayana, G. Four isoflavones and two 3-
aryl coumarins from stems of Derris scandens. Phytochemistry, 37(1), p. 267-269, 1994,

36 QOlivares, E.M.; Lwande, W.; Delle Monache, F. e Marini Bettolo, G. B. A pyrano-
isoflavene from seeds of Millettia thonningii. Phytochemistry 21 {7}, p. 1763-1765, 1982.
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6.1a Escondeninag (1}

O espectro de RMN 'H {Anexo A- E1, Tabela 7) mostra um singletc em du
10,21 {1H), que € atribuido a um hidrogénic de uma hidroxila no carbono C-4
caracteristico de 4-hidroxi-3-fenilcumarinas.

A presenca de sinais caracteristicos do anel 2,2-dimetilcromeno {8a 6,90
{(1H; d; 10,0 Hz; H-47}; 5,69 (1H; d; J=10,0 Hz; H-3"); 1,47 (6H, s, 2CHs-2")}; do
grupo 3,3- dimetilalila [z 1,79 (3H, s, H-10%; 1,71 (3H, s, H-11%; 3,33 (2H; 4
J=6,7 Hz; H-7%; 5,17 (1H, m, H-8%] de uma metoxila aromatica [u 3,93 (3H, s, 5-
OCHa}], aliado a quatro sinais de hidrogénios aromaticos em 8u 7,42 (2H, d, H-2’
e 67 e &1 6,89 (2H, d, H-3’ ¢ 5) com constantes de acoplamento de 8,6 Hz ¢ o
singleto largo em 3y 5,17 (1H) indicam respectivamente um anel A totaimente
substituido e um anel B aromético para- substituido por uma hidroxila.

No espectro de RMN 13C (Anexo A- E2, Tabela 10}, os sinais em 8¢160,8
{Co}, 8c 103,5 (Co) € 3¢ 162,9 (Co) séo tipicos dos carbonos C-2, C-3 e C-4 de um
anel C de uma 4-hidroxi-3-fenilcumarina. Os sinais em 8¢ 131,8 (2CH]} € 8¢ 115,2
(2CH) sdo atribuidos aos carbonos C-2’ ¢ C-6’ ¢ C-3’ ¢ C-5’, comprovando um
anel B aromatico para- substituido. Os demais sinais no espectro apresentaram
deslocamentos quimicos caracteristicos para ¢ anel 2,2-dimetilcromeno, grupo
3,3- dimetilalila e metoxila aromatica (todos ligados ac Anel A) (Tabela 10}, que
foram confirmados pelos experimentos bidimensionais de ressonancia magnética

nuclear HETCOR e COLOC {Anexo A- E4 ¢ E5, Tabela 11).

Com estes dados podemos ter trés estruturas regicisoméricas possiveis
para esta substéncia (1a, 1b e 1c}:
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(1¢)

A fusfo angular do anel 2,2-dimetilcromeno no Anel A {proposta 1a) foi
confirmada pelo experimento de diferenca de NOE {(Anexo A- E3}, uma vez que ao
irradiar a metoxila (6u 3,93) foi observado um incremento nos sinais dos

hidrogénios do grupo 3,3-dimetilalila e também da hidroxila em C-4.

©3.33 OCH;0H
(83.93) (61020

139 1.1%

Escandenina (1)

Incrementos observados no experimento de diferenca de NOE
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O espectro de massas de alta resolucao {Anexo A- E7) apresenta o pico do
ion molecular M+., de m/z 434,1729 {100%) coerente com a formula molecular
CoeH260s (M= 434,1729) Baseado nos experimentos EM/EM (Anexo A- E8 a E10]
selecionando os ions de m/z 419 [391 (6%, 285 {100%]], m/z 300 [285 {100%)],
269 {22%), 257 (48%), 245 {65%), 229 (17%)] e m/z 134 [106 (100%)]] sugerimos
o caminho de fragmentacio mostrado no Quadro 12.

O principal caminho para a quebra do fon molecular (pico base} (Anexo A-
E6) envolve a perda de um grupo metila caracteristico de um anel 2,2-
dimetilcromeno, formande o cation de m/z 419 {70%), que sofre uma clivagem

do tipo Retro Diels Alder (RDA) do anel C fornecendo os picos de m/z 285 (66} e
m/z 134 (5%]}.
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QCH: & ~
(1) m/z 434 (100%)

-+CH; iRDA

OH
m/z 419 (70%)
CO RDA OCH, m/z 134 (5%)
m/z 300 (7%) - OCH. -CO
) CH3 OCH; l
m/z 391 (4%) - CyHy m/z 106 (4%
l
~
ocH3
m/z 285 (66%)
0
l-co 0(:}13
m/z 245 (12%)
m/z 257 (13%) Cso
l-co m/z 269 (4%)
m/z 229 (5%)

Quadro 12- Proposta de fragmentacao da escandenina (1) no espectrémetro

de massas

O espectre no UV {Anexo A- E12) mostra a presenca de trés bandas com
méximos de absorgbes em 241 nm {log e= 4,53}, 289 nm (log e= 4,26} e 344 nm

(log e= 4,34) compativel para um derivado de uma 4-hidroxi-3-fenilcumarina.



Capitulo 1 Estudo Fitoquimico de Deguelia hatschbachii

O espectro no IV {Anexo A- E11) apresenta uma absor¢ao a 1680,5 cm'!
caracteristica de uma carbonila o-B insaturada, enquanto as absorgbes em
1630,2 e 1593,8 cm! confirmam a presenca de anel aromatico.

Vale a pena mencionar gue a literatura néoe relata dados de RMN 'H de 300
MHz, RMN 13C (DEPT 90° e 135¢), HETCOR a uma ligacdo, COLOC, diferenca de
NOE e Espectro de Massas de Alta Resolugdo e Experimento EM/EM para a

escandenina {1).

6.1b Acido Robistico (2)

O espectro de RMN 'H {(Anexo A- E13, Tabela 8] desta substincia
apresentou um singleto em 8y 9,87 (1H]}, que tal como na escandenina (1} foi
atribuido ao hidrogénio da hidroxila no carbonoe C-4 caracteristico de 4-OH-3-
fenil cumarinas. Dois dubletos centrados em 6y 7,41 {2H, d, J= 8,9 Hz} ¢ 35 6,90
(2H, d, J= 8,9 Hz] evidenciam a presenca de um anel B aromatico para-
substituido, enquanto ¢ anel 2,2-dimetilcromeno {oi caracterizado pelo singleto
em &n 1,42 (6H) referente as duas metilas em C-27, pelo dubleto 8u 5,72 (1H;
J=10,1 Hz) relativo ac hidrogénio H-3” ¢ pelo duplo dubleto emdy 6,45 (1H;
J=10,1 e 0,7 Hz} relativo ao hidrogénio H-4”, que além de acoplar com H-3”
(¢3J=10,1 Hz), acopla com um hidrogénio aromatico do anel A (PJ= 0,7 Hz,

acoplamento a longa distancia}, que absorve em éu 6,57 (1H; d; J=0,7 Hz).

Os dois singletos intensos em &n 3,92 (3H) edu 3,76 {3H) indicam duas

metoxilas aromaticas.

Com estes dados podemos ter trés estruturas regioisomeéricas possiveis
para esta substancia {2a, 2b e 2c¢}:
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Para determinar a posicio dos grupos ligados ao Anel A, foi realizado o
experimento de diferenga de NOE (Anexo A- E15 a E17). Irradiando as metoxilas
(separadamente}, foi possivel, ndo somente diferencia-las, como observar que
uma delas {8u 3,92} provoca um aumento significativo no sinal de H-4” {3%) e do
hidrogénio da hidroxila em C-4 (1%}, enquanto gque a outra (8x 3,76) provoca
apenas um aumento nos sinais de H-3’ e H-5’ (7%). Estes dados estdo de acordo

com o esperado para o acido robistico (2b=2]).

3
15% \ Jgop (53,92)(59.87)

5?
395 NG G 6,9w76}
1%

7%
Acido robistico (2)

Incrementos observados no experimento NOE
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No espectro de RMN 3C {(DEPT) (Anexo A- E14, Tabela 10) observamos os
sinais em 8¢ 160,1; éc 103,3; 8¢ 162,6 € 8¢ 101,7 relativos aos carbonos C-2, C-3,
C-4 e C-8, respectivamente. Os demais sinais apresentam-se coerentes com 08
dados da literatura para o acido roblstico37.

O espectro no UV {Anexo A- E21) também mostrou perfil esperado para
uma 4-hidroxi-3-fenilcumarina, com maéaximos de absorgdes em 230 nm (log ==
4,52); 258 nm {log &= 4,43) ¢ 332 nm (log £= 4,17). No espectro no IV {Anexo A-
E20] destacam-se as bandas referentes a uma O-H v 3263,9 cmi, C=0 v 1715,2
e anel aromatico v 1626,9 e 1573,0.

No espectro de massas (Anexo A- E18} os picos mais intensos referem-se
a0 ion molecular M+. de m/z 380 {70%)} e ao ion de m/z 217 {100%), o pico base,

gue pode ser formado conforme a proposta de fragmentacéo mostrada no Quadro
13.

O espectro de massas de alta resolucio {Anexo A- £E19) apresenta o pico do

jon molecular M+., de m/z 380,1259 coerente com a formula molecular
C22H2006 (M= 380,1259j.

37 Khalid, 8. A, and Waterman, P. G. Thonningine-A and thonningine-B: two 3-
phenylcoumarins from the seeds of Millettia thonningii. Phytochemistry 22 (4), p. 1001-1003,
1983.
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vz 380 (70 %) miz 365 (80 %)

|roa | -c% ‘Yefﬁ

O O "* H ——}+ m/z 337 (16 %) m/z 217 (100%)
/
O=C=C
T
“ L
OCH;

OCH;
mz 232 (12 %) m/z 148 (25 %)
l— «CH; i_ *CH,
o 0
H
Y b=c—C, -CO
2 - s /27 105 (6 %)
Cx
0
OCH; o
m/z 217 (100 %) iz 133 (6.%)
lﬂco
_ 5 B
~ C=0 = © + | .COo O
- | C=Q |~ | .
N P B
OCH; ocH, .-
3
- m/z 189 (5 %) - miz 161 (17 %)

Quadro 13- Proposta de fragmentacao do acido robustico (2} no

espectrometro de massas
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Para o acido robustico estamos acrescentando dados espectrais, ainda néo
relatados na literatura, de RMN 13C de 75 MHz (DEPT 90° ¢ 1359, diferenca de
NOE e Espectro de Massas de Alta resoclucgéo.

6.1 ¢ Robustaio de metila (3)
O espectro de RMN 'H {Anexo A- E22, Tabela 9] deste composto é muito

semelhante ao do acido robstico, exceto pela auséncia de absorcio em 8y 9,87

(s, 1H} relative a um hidrogénio bastante &4cido de um grupo hidroxila no
carbono C-4 caracteristico de 4-hidroxi-3-fenilcumarinas.

Por outro lado, neste espectro observamos a presenca de mais um singleto
[u 3,56 {3H}] atribuido a uma metoxila, sugerindo tratar-se do derivado metilado
do acido robustico, o qual foi confirmado pelo espectro de RMN BC {Anexo A-
E23, Tabela 10}, uma vez gque foi observado a presenca de mais um sinal na
regido de absorcéo de metoxilas [ 8¢ 61,3 (CHs)l.

Com isso, podemos ter trés esiruturas regioisoméricas possiveis para esta
substancia (3a, 3b e 3c¢}:

OCH; OCH;
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No espectro de RMN 13C desta substidncia {Anexo A-E23}, a presenca dos
sinais em &c 55,3 atribuido a metoxila em C-4’, 8¢ 61,3 atribuido a metoxila em
C-4, ¢ outro em 3c 63,4; descartarn as propostas estruturais 3a e 3c, pois
quando uma metoxila aromatica tem suas duas posicées orfo substituidas, seu
sinal no espectrc de RMN 13C aparece acima de 8c 60,0. Desta forma ¢ sinal em
8c 63,4 86 pode ser referente a uma metoxila em C-5 (proposta 3b).

Aliado a isso, a proposta estrutural 3b péde ser também confirmada pelo
experimentc de diferenca de NOE {Anexo A- E 24), uma vez que a irradiacdo do

H-4” provocou incremento nos sinais da metoxila em C-5 e no H-3,
p

3571 3 _
4" | _

(86.65)  OCH; OCH;

9% (53,82) OCH;

2,6%
Robustato de metila (3)

Incrementos observados pelo experimento de diferenca de NOE

A tabela 12 mostra as correlagbes observadas no espectro bidimensional
COSY {Anexo A- E25).

O espectro no UV (Anexo A- E29) também mostrou perfil esperado para
uma 4-hidroxi-3-fenilcumarina, com méaximos de absorgoes em 230 nm {log e=
3,87}; 267 nm (log &= 3,87 e 349 nm {log e= 3,64). No espectro no IV {Anexo A-
E28) destacam-se as bandas referentes a uma C=0 v 1709,5 e anel aromatico v
1601,7 € 1558,3.

O espectro de massas de alta resolugdo (Anexo A- E27) apresenta o pico do
ion molecular M+., de m/z 394,1416 coerente com a férmula molecular
Ca3H2206 (M= 394,1416).

O espectro de massas (Anexo A- E26) desta substancia apresenta
principalmente ¢ pico do ion molecular M+. de m/z 394 (33%) e o pico base de

m/z 379 (100%) resultante da perda de um radical metila. E interessante
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mencionar gue os picos referentes aos fragmentos vindos da clivagem RDA do
anel C n&o sdo observados, uma vez que a presencga de uma metoxila no lugar de
uma hidroxila no carbonoe C-4 deste derivado, impede a formacio da B-dicetona
{11} (Quadro 14} responsavel pela fragmentacio do anel C, via clivagem RDA,
muito comum nos derivados de 4-OH-3-fenil cumarinas, como observado para a

escandenina (1) e acido robistico (2} {Quadres 12 ¢ 13).

0.2.0

@ 1)

Quadro 14- Tautomerismo das 4-OH-3-fenilcumarinas
Através destas observacdes € dados da literatura®® pudemos propor o

caminho de fragmentacao mostrado no Quadro 15.

38 Pelter, A.; Stainton, P.; Johnson, A. P. e Barber, M. The mass spectra of oxygen

heterocycles 1. The 4-hydroxy-3-phenyicoumarins (iso Flavonols). J Heteroc. Chem. 2, p. 256~
261, 1965,
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_ OCH;
OCH;

m/z 366 (1%)

m/z 351 (2%) OCH;

/  mE351(2%)
: OCH;
+.C

O/
m/z 135 (12%)

Quadro 15- Proposta de fragmentacéo do robustato de metila {3} no

espectréometro de massas
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Para ¢ robustato de metila estamos incluindo os dados espectrais, ainda
nao relatados na literatura, de RMN 'H (300 MHz), RMN 13C (75 MHz) {DEPT 90¢°

e 1359, COSY, diferenga de NOE ¢ espectro de massas de baixa e alta resolucéo.

6.1d Novo derivado da escandening alqguilada no carbono C-3 (8)
O espectro de massas de alta resolucio do compoesto 8 {Anexo A- E47)

mostra ¢ ion molecular [M]* de m/z 490,1989; correspondendo & f6rmula
CooHs007 (calculada M* 490, 1991].

Os dados de RMN H e 13C {Anexo A- E30 e E31, Tabelas 13 e 14} indicam
gue os anéis A € B s30 tais como na escandenina (1), através das absorcoes
caracteristicas do grupe 3,3-dimetilalila, do anel 2.2-dimetilcromeno, do anel
aromatico para-substituido ¢ de uma metoxila aromatica. Por outre lado, um
sinal correspondendo a um hidrogénio de uma hidroxila em C-4, como na
escandenina (1), ndo foi observado.

O que nos chama a atencao neste espectro é o desdobramento do sinal dos
hidrogénios H-7° do grupo 3,3-dimetilalila pois no espectro de RMN !H da
escandenina (1} (Anexo A- E1) esses hidrogénios apresentam-se como um
dubleto {J= 6,7 Hz] centrado em du 3,33; enquanto no composto 8 estes
hidrogénios aparecem, cada um, como um duplo dubleto, centrados em 84 3,27 €
3,21 com constantes de acoplamento igual a J 13,9 e 7,2 Hz. Estas
observagdes, aliado a presenca de dois dubletos, um centrado em § 3,87 e outro
em & 3,53, com constantes de acoplamento de 18,1 Hz atribuidos a um CHa
diastereotopico {C-11), indicam tratar-se de um composto contendo um centro
estereogénico, o que foi confirmado pela medida de sua rotagéo optica {{ap?¢ = +
6,16; ¢ 0,0138 g/mlL}. Um singleto, integrando para 3H, em & 2,20 foi atribuido &
uma metila de uma metilcetona ou acetato.

O espectro de RMN 13C, juntamente com o experimento DEPT 135°¢ e 90°
{Anexo A- E31}, mostrou a presenga de 6 CHs, 2 CH2, 7 CH e 14 C.. Entre os 14
C,, dois sinais aparecem na regido de carbono sp®, um em & 78,3 atribuido ac

carbono C-27 do anel 2,2-dimetilcromeno e outro em 8 62,1 que provavelmente
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corresponde a um carbono tetrassubstituido do anel C; trés sinais tipicos de
carbonilas em & 206,0; 187,6 e 169,1 correspondendo respectivamente a uma
alguil cetona, uma cetona o, insaturada ¢ uma cetona de um acetato fenilico, as
quais foram reforcadas pelas intensas absorcdes em vmax 1704,0; 16818 e
1770,6 cm! no espectro no [V {Anexo A- E52),

Outra evidéncia de um anel A como da escandenina (1), é a presenca do
ion de m/z 300 (38%], no espectro de massas [Anexo A- E46), referente ao

fragmento (A}, originado de uma clivagem Retro Diels Alder do anel C.

m/z 300 (38%)
(A2

Ao contrario do obtido para a escandenina (1), um pico de m/z 190 (5%) foi

observado no lugar do pico de m/z 134 relativo ao fragmento incluindo o anel B

(B), sugerindo que no composto 8 o fragmento correspondente tem mais 56
u.m.a. € deve estar ligado ao carbono C-3.

CL,,

(B)

Da mesma forma, os espectros no UV {Anexo A- E53) desta substancia
comparada a da escandenina (1) (Anexo A- E12), também diferiram. Enquanto a
escandenina apresentou trés bandas de absorcéo [A= 241 nm (log £=4,53}; A= 289
nm (log £=4,26); A= 344 nm (log £=4,34}], esta nova substéncia apresenta uma
banda intensa no A =257 nm (log £ = 4,55}, e outra de menor intensidade no A
=305 nm {log &€ = 4,06}, sugerindo a ndo conjugacio entre os dois anéis.

Entéo, a estrutura da substancia 8 difere da escandenina {1) pela presenca

de um grupo R ligado ao carbono C-3 (estereogénico} no anel C, como mostra a

sequéncia a seguir:
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Assim, somando os fragmentos (A} e (B} temos 393 u.m.a., restando entio
97 u.m.a., que devem estar distribuidas entre ¢ grupo R em C-3 e uma parte do

anel C, como ilustrado abaixo:

- e B

300 unidades 97 unidades 93 mnidades
de massa demassa  de massa

Entre estas 97 unidades de massa, podemos extrair 28 referentes a
carbonila em C-2, 12 correspondentes ao carbono sp® (C-3), restando ainda 57
unidades de massa relativas ao grupo R em C-3.

Considerando que, pelo espectro de RMN 'H observamos a presenca dos
grupos metila o & carbonila ou de um acetato, e de um CH; vizinho a um centro
estereogénico €, pelo espectro de RMN 2C observamos ¢ sinal em 8206,0
caracteristico de uma carbonila cetdnica, concluimos que o grupo R é propil-2-
ona (R= -CHz-CO-CHs)

Com base no exposto acima podemos propor trés regioisdémeros {8a, 8b e
8¢):
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8¢

Através do experimento de diferenca de NOE (Anexo A- E32 a E34)
observamos que a irradiacfo da metoxila {ver B) causou um incremento nos
sinais dos hidrogénios H-7’ ¢ H-8 do grupo 3,3-dimetilalila e nos sinais dos
hidrogénios H-2’ ¢ H-6" do anel B, descartando as possibilidades estruturais 8b e
8c. Por outro lado, irradiando a metila {(C-13) do grupo propil-2-ona e os
hidrogénios H-2’ ¢ H-6’ (A e C respectivamente), observamos resultados coerentes

com a presenca do grupo “~“CH,-CO-CHj3” no carbone C-3.
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6"/
3 ?,10}5*5“% 5t

{1

©)

Incrementos observados no experimentc de diferenca de NOE

Os espectros bidimensionais de COSY (Anexo A- E35 a E38), HETCOR
(correlacdo heteronuclear & uma ligagio 'Jeu ) (Anexc A- E39 a E41) e gHMBC
(correlagdo heteronuclear a mais de uma ligagao 8Jcu) (Anexo A- E42 a E44), nos
permitiu determinar com exatiddo os deslocamentos quimicos de todos os 6CHs,
2 CHa, 7CH e 14 Co da estrutura proposta.

No espectre bidimensional gHMBC {Anexo A- E42 a E44, Tabela 15}, vale a
pena enfatizar as correlagdes »Jeu entre os hidrogénios metilénicos {C-11} do
grupo propil-2-ona com os carbonos C-3 (2Jen), C-17 Pde ), C-2 (Bden), C-4 (Bden)
e com a carbonila {C-12) do grupo {(~CHz-CO-CHs} {2Jcu); assim como aqguelas
observadas entre o carbono C-3 ¢ os hidrogénios H-2’ Jcn) € H-6" (3Jc,n). Essas
correlacoes sfo especialmente ilustrativas a respeito da constituicdo do anel C.

I interessante observar também gque no espectro bidimensional gHMBC
{Anexo A- E42 a E44) ha uma correlagdo maior do hidrogénio em 83,87 (H-11b}
com o carbono C-2 {8 169,1) e do hidrogénio em § 3,53 (H-11aj com o carbono C-
4 (5 187,6).

Sabendo que tanto o carbono C-2, quanto o carbono C-4 acoplam com 08
hidrogénios diastereotopicos do grupo propil-2-ona (-CH;COCHs), no espectro de

RMN 13C totalmente acoplado {Anexo A- E45 a E45¢) deveriamos observar um
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duplo dubleto para cada um desses carbonos. Na verdade, observamos para C-2
um dubleto largo com constante de acoplamento 3.58,8 Hz, € para C-4 um
singleto largo (Anexo A- E45a). Estes dados sugerem gue cada um destes
carbonos acoplam diferentemente com os hidrogénios em C-11 do grupo “propil-
2-ona”,

Considerando que as constantes de acoplamentc vicinal 13C, 1H (3J) sdo
dependentes do angulo de diedro®, estas observacfes nos levaram a propor gue
dos trés rotameros nao eclipsados (8d, 8e e 8f) possiveis para a ligacio entre os
carbonos C-3 e C-11, um deles (8d} prevalece sobre os demais (Quadro 16}, uma
vez gue neste rotamero os hidrogénios Ha e Hb apresentam angulos de diedro
semelhantes em relagdo a C-4 [angulos entre 60° {(J~2,0 Hz) e 90° (J~0,5 Hzil. Ja
em relacio a C-2, os hidrogénios apresentam angulos de diedro diferentes, isto &,
o angulo formado com Ha estad entre 60° (J~2,0 Hz} e 90° (J~ 0,5 Hz), enquanto
aquele formado com Hb estad proximo de 180¢ (J~ 9 Hz).

— = = )
Ha Q\‘ 3~C Hb

0=C C=0 Oxc c—o 0=~—~C =0
DAL :

Hb s giZCH,o, 3C§| G Ha
Ppr O O pn
8d) (86) (86
Quadro 16- Possiveis rotameros para a ligacio entre C-3 e C-11 da
substancia 8
Na Figura 14 destacamos a correlacdo heteronuclear 'Jen dos hidrogénios
diastereotopicos no carbono C-11 do grupo —-CH,-CO-CHs (propil-2-ona) com um
Gnico carbono em ¢ 51,7; que pelo DEPT (1359 é um carbono metilénico {Figura
15).

3% Gunther, H. NMR Spectroscopy- Basic principles, concepts and applcations in
chemistry. Second Edition, John Wiley & Sons, p. 509, 1994.
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98-

198

i
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4.8 3.8 3.6 .4 . Z.2 ‘
Fi PPy :
Figura 14- Experimento de RMN bidimensional HETCOR (expanséo) do
composto 8

I ‘ | T

158 128 118 1%8 ve P 78 oF or P
Figura 15- Experimento DEPT (1359 do composto 8

O espectro E54 (Anexo A) corresponde a uma simulacéo feita no programa
de computador “ACD/ChemSketch” para o composto 8.

Podemos observar que este espectro simulado apresenta um feicdo analoga
a do espectro obtido experimentalmente (Anexo A- E30), principalmente no que
diz respeito aos sinais dos hidrogénios diastereotopicos (CHz-11}, da metila (C-
13} do grupo propil-2-ona (-CHzCOCHSs] e dos hidrogénios H-7’ do grupo 3,3-
dimetilalila.
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A diferenca no valor dos deslocamentos quimicos entre os dois espectros (o
simulado e ¢ experimental) ocorre porque no espectro simulado uma série de
fatores nac € levada em consideracgdo, tais como a Influéncia do solvente, os
varios rot8meros possiveis com suas populacdes, anisotropia etc. Por outro lado,
a variacdc entre algumas multiplicidades dos sinais estd relacionada a
capacidade do programa de simular acoplamentos maiores do que a trés
ligacbes. Para ilustrar, também obtivemos o espectro simulado da escandenina
{1} {Anexo A- E54aj onde mostramos a diferenca nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios H-4” ¢ do anel B.

Baseado nos experimentos EM/EM (Anexo A- E48 a E51) selecionando os
ions de m/z 475 [285 (100%)], m/z 300 [285 (100%), 269 (5%}, 257 (54%), 245
(25%)], m/z 257 (242 (20%])] € m/z 190 [147 {100%), 119 (48%)]] sugerimos o
caminho de fragmentacio mostradso no Quadro 17,
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RDA 11z 285 (53%)

OCH: ©
(8) m/z 490 (16%) m/z 475 (8%)

OCH; .
m/z 300 (38%) m/z 269 (3%) m/z 190 (5%)

-QC4H7
l- _CH3X{—H\-\‘

miz 147 (4%)

OCH; -CO
m/z 245 (14%)

OCHz

d
o
OCH; m/z 301 (100%) OH
m/z 285 (53%)

-CO
--CH m/z 119 (22%)
miz 257 (24%) — 73 o m/z 242 (%)
Quadro 17- Proposta de fragmentacao do composto 8 no espectrometro de

massas

O composto 8 representa o primeiro exemplo de um derivado de 4-hidroxi-

3-fenilcumarina onde o tautdmero f-ceto ester € fixado pela presenca de um
substituinte em C-3.

Uma possivel proposta de biogénese para esta substidncia é mostrada no
Quadre 18:
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(1) Epoxidacio
(2) Abertura do
epoxide

OH

Quadro 18- Proposta de biogénese da substancia 8

= Reacdo da escandenina com iodeto de metila:

Em busca de um modelo que auxiliasse na comprovacio da estrutura
proposta para este novo derivado de uma 4-OH-3-fenilcumarina (8), tentamos a
C-alquilacéo da escandenina (1). Fizemos a reacdo da escandenina (1) com iodeto
de metila (Mel) e hidroxido de litio.

O produto obtido, foi analisado em um aparelho de Cromatografia Gasosa
acoplado com um Espectrémetro de Massas (CG/EM), mostrando tratar-se de

uma mistura complexa de compostos (Figura 16},
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frrep e VALSCAN.D

JEO000G

TL0000C

B B ,_MMJ o] LML

Y-

S}m—: 400 &80 B8O 1000 1200 1400 4600 1800 2000 200 2400 2500 2B.00 3000 200 3400 ! 2800 000 3230 34.00

Figura 16- Cromatograma da mistura de produtos obtido da reagéo de
alguilacdo da escandenina (1)

Destacamos agui apenas a analise dos espectros de 1nassas
correspondentes aos pices com tr= 18,909 minutos; tr= 20,404 minutos; tr=
23,860 minutos ¢ tr= 25, 074 minutos.

O pico com tr= 18,909 (pico majoritario) mostra um espectro de massas
(Figura 17) cujo ion molecular M+. é de m/z 450, sugere a presenca de um
derivado de uma o- metil desoxibenzoina (16) {Quadro 19), através dos
fragmentos (a) [m/z 315 {100%}] e {b}[m/z 135 (4%)]], gerados respectivamente de
uma clivagem o- carbonila e da ligacdo benzilica.

A formacao deste derivado pode ser racionalizada através da clivagem do
anel C em meio basico de 3-metil-4-metdéxi escandenina, seguida de uma

descarboxilacao e metilacdo do anion fendxido.
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Figura 17- Espectro de massas do pico com 18,909 min.

=
S
0 OCH;
_a_
N -
OCH,0 g
: OCH; OCH,
e m/z 315 {100%)
(16) M3 = 450
i* * Cﬂ3
¥ OCH; +
A my/z 135 (4%) my/z 105 (3%)
OCH;
m/z 435 (1%)

Quadro 19- Proposta de fragmentacéo do derivado de uma a-metil

desoxibenzoina (16) no espectrometro de massas
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O espectro de massas (Figura 18) correspondente ac pico com tg= 20,404
minutos € analogo ac anterior, sendo gue o ion molecular M+. de m/z 436 {4%),
o pico base (g} {m/z 301 {100%)]] e o fragmento (b} [m/z 135 {10%]}], indicam
tratar-se de um anélogo de 16, onde néo ocorreu a metilacdo do dnion fendxido
(17} (Quadro 20).

s N wswmmmrm‘sﬁ%‘
50
P
o
o
50
40
245

£
o
10 s

4 Erat 1
phimesp | "B 198 174 189 AV g | ospae | MSumasaes 3m1 am an 40

v e T e e rpprs
miz=> 40&)801m1201&9160?8021”2292602802&03603253403&13&3@420“0,

Figura 18- Espectro de massas do pico com 20,404 min.

HCS
w8 b )
OCH;
ocH, my/z 135 {10%)
a R,
( (17 1M 3 = 436 {4%)

% o] G
Cé(f _..i, Ce +
4]
OCH; OCH,
m/z 301 {100%}

m/z 245 (340%])

Quadro 20- Proposta de fragmentacéo do derivado {17) no espectrémetro

de massas
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O espectro de massas (Figura 19) correspondente ao pico com tg= 23,860
minutos, apresenta M+. de m/z 462 (20%) de acordo com o esperade para 4,4’-
dimetoxi escandenina (15}. Entretanto, por analogia a fragmentacio do robustate
de metila (3} {(Quadro 24}, n&o observariamos o pico base de m/z 300 (100%) tal
como ocorre com a forma B- dicetdnica do anel C da escandenina, nos levando a
concluir que trata-se do produto {18), resultante da C-alquilacéo no carbono C-3
e da metilac@o da hidroxila fenélica em C-4', cuja fragmentagéio & perfeitamente
analoga ao do produtc natural 8 {Quadros 21 e 22), fornecendo mais uma

evidéncia em favor da estrutura proposta para a substancia 8 (Quadro 22),
isolada do extrato diclorometanice.

fiunsanca T Benn 234 (23,660 man). VALSCAN.D
00
20
s

&0
™
-
50
e

=

i
» i

a2
0
L o “9134 o 207
43 1 1 g 337 30 247

b B sl ] “ﬁ‘-‘f_h&uz;.g o g215°0 135 a0ma05,50 | | asamgy |

s 40 50 %100 120 140 160 180 200 220 240 760 780 300 30 340 350 JB0 400 420 440 450 480 500

Figura 19- Espectro de massas do pico com 23,860 mimn.
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(18} M3 = 462 (20%)

|RDA
1]
Olie co
m/z 300 {100%)
* CH;;
Y
BN
RS * "OMe
+9t ') m/z 134 {10%)
*CH
Coqy s
OMe m/z 447 (5%)

m/z 285 (85%) . co . lgm
Ry
. b 5
0o

m/z 285 (85%)

OMe

m/z 257 (36%)

Quadro 21- Proposta de fragmentacao do derivado {18} no espectrometro

de massas
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RDA oz 285 (53%)

SoH

i 8]
o 'z 190 (5%)
'z 300 (38%) m/z 269 {3%)

- > Catly
- -CH, \\
miz 147 (4%)

W O HQC; : ic$6
H - GO

4
* I
C2n B ;

O
s
Fe)
B - »
<

O

o

OCH;
Cs g oz 245 (14%)

OCHy \
OCH; m/z 301 (100%) \:—Q OH
m/z 285 (53%)
< . m/z 119 (22%)
\ m/z 257 (24%) CHs :

i /2 242 (2%)
Quadro 22- Proposta de fragmentacio do derivado (8) no espectrometro de
massas
Finalizando a analise, temos o pico com tr= 25,074 minutos, cujo espectro
de massas mostra o ion molecular M+. de m/z 448 {65%) € o pico base de m/z
433 {100%;} (Figura 20).
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Figura 20- Espectro de massas do pico com 25,074 min.
Esta substancia foi identificada como sendo 4- metoxi escandenina (19)
{Quadro 23), pois apresenta padriao de fragmentacio analogo ao do robustato de
metila (3) (Quadro 24), isolade de extrato diclorometanico.

{19} 4- rnetoxi escandenina {3} Robustate de metila
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<CHy

(19) M1 =448 (65%)
\{ co
O

0’4

m/z 121 {1%)

Quadre 23- Proposta de fragmentacio do derivado 4-metoxi escandenina

(19} no espectrometro de massas
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(3) m/z 394 (33%)

m/z 351 (2%)

+..C

O~
m/z 135 (12%)

OCH;

/ miz 351 (2%)

Quadro 24- Proposta de fragmentacéo do robustato de metila (3) no

espectrémetro de massas
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Em CCDA observamos que no produto da reacdo havia uma substancia em
maior quantidade, optamos, entfio, pela sua purificacdo em Cromatografia em

Camada Preparativa, obtendo 8 fracbes, conforme Fluxograma 16:

Produte da Reacéo
CCP

Y
1,5mg
RMN'H (300 MHz)

Fluxograma 16- Fragdes obtidas da CCP do produto da reacdo de
alguilacéo

(20)

Somente a fracao 4 pdde ser identificada por RMN !H {Anexo A- E55), como
sendo um derivado 4~ metoxi escandenina (20), pois, mesmo em pequena
quantidade apresentou-se pura em CCDA, enquante as outras sete
apresentaram-se como misturas em pequenas quantidades, o que inviabilizou
suas identificacdes por métodos espectroscopicos.

Pelo espectro de RMN 'H (300 MHz} {Anexo A- E55, Tabela 17) observamos
a presenca de sinais caracteristicos do anel 2,2- dimetilcromeno [ 3u 6,90 (1H; d;
J= 10,0 Hz; H-4”}; 5,70 (1H; d; J= 10,0 Hz; H-3"); 1,47 (6H, s, 27-2CHs], do grupo
3,3-dimetilalila [on 3,33 (2H; d; J= 6,7 Hz; H-7; 5,17 (1H; ti; /= 6,7 ¢ 1,1 Hz; H-
8%; 1,79 (3H, s, H-10%); 1,71 (3H, s, H-11%], um anel aromatico para ~substituido
[6u 7,50 (2H; d; J= 8,8 Hz; H-2’ e H-6; 6,98 (2H; d; J= 8,8 Hz; H-3’ e H-5) e uma

hidroxila no carbono C-4 [6g 10,21 (1H, s)], evidenciando tratar-se de uma
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derivado de 4-OH-3-fenilcumarina. Por outro lado a presencga de dois singletos
em &3,93 e 8 3,84 indicam a presenca de duas metoxilas aromaticas, uma em C-
5 e gutra em C-4’. E importante mencionar que, quando analisada por CG/EM, a
substancia 20 apresentou tempo de retencdo maior do gue todas as substancias
detectadas no cromatograma da figura 16 (pagina 86). Isto foi observado, porgue

os tempos de analise utilizados foram diferentes.

O Quadro 25 apresenta uma proposta das reagdes alternativas que

resultaram na obtencdo dos principais produtos caracterizados na mistura

reacional.
0. O
\f
>
o, 0 0‘2 )
LiOH CH,I
J == =
[43: 14 0. _.0 OCH,
Escandenina {1} o 19
CH,l
LiOH L o _
OR
CH; CH,1
B ———
H-solvente
g
OCH;
(16) R=CH;
a7 R=H

Quadro 25- Proposta de rotas alternativas para explicar a formacéo dos

principais produtos obtidos da reagdo de metilacdo da escandenina (1]
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Apéndice A- Tabelas das 4-hidroxi-3-fenilcumarings (1, 2, 3, 8 e 20)
Tabela 7- Dados de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) da escandenina (1),

m o L 1
s OCH; OH PN OH
H ) multiplicidade e J (Hz}
2"-2CHs 1,47 6H, s
11’ 1,71 3H, s
i 1,79 3H, s
7’ 3,33 2H, d, =67
5-OCHs 3,93 3H, s
g’ 5,17 IH, m
OH-47 5,17 1H, si
3” 5,69 iH, d, &= 10,0
4 6,90 1H, d, /= 10,0
e’ 6,89 2H, d, J= 8,6
e’ 7,42 2H, d, J= 8,6
OH-4 10,21 IH, s

Tabela 8- Dados de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) do acido robistico (2).

H ) multiplicidade e J(Hz)
27-2CH; 1,42 6H, s
4-0OCHs 3,76 3H, s
5-0OCH; 3,92 3H, s
3 5,72 1H, d, &~ 10,1
47 6,45 1H, dd, J= 10,1 e 0,7
8 6,57 1H, d, &~ 0,7
3ed’ 6,90 2H, d, J=8,9
2’ed’ 7,41 2H, d, =89
4-0QH 9,87 1H, s
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Tabela 9- Dados de RMN 'H (CDCls, 300 MHz] do robustato de metila (3}.

H 8 multiplicidade e J (Hz}
27-2CH;3 1,47 6H, s
4-OCH3 3,56 3H, s
5-0CHs; 3,82 3H, s
4’- OCHs 3,85 3H, s
37 5,71 1H, d, J= 10,2
47 5,65 1H, dd, J=10,2e0,7
g 6,62 1H, d, J=0,7
el 6,97 2H,d, =89
2e®’ 7.41 2H, d, J= 8,9
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Tabela 10- Dados de RMN 1BC (CDCls, 75 MHz) da escandenina {1}, do

acido robustico {2} e robustato de metila (3).

c
2 160,8 160,1 163,1
3 103,5 103,3 105,3
4 162,9 162,6 164,4
5 153,9 152,1 152,8
6 106,7 110,7 112,9
7 155,2 158,9 159,3
8 1191 101,7 101,1
9 147,2 153,7 154,8
10 101,3 103,9 112,8
1 123,2 123,2 124,0
2’ 131,8 131,7 131,8
3’ 115,2 113,6 113,7
4’ 155,1 157,1 157,0
5 115,2 113,6 113,7
6’ 131,8 131,7 131,8
7 22,4 . )
8’ 121,7 ; ;
o’ 132,5 ; -
10° 18,0 ; -
11° 25,7 . ;
07 78,1 77,6 77,5
3’ 115,3 115,1 115,9
47 129.6 131,4 130,6
2CH;-27 28,1 27,9 08,2
5-OCHs 63,9 64,4 63,4
4’-OCHs - 55,3 55,3
4-OCHs - - 61,3
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COLOC (C-H, =J) (CDCls, 7 Tesla) da escandenina (1).

Tabela 11- Correlacbes observadas nos espectros de HETCOR (C-H, 'J) e

H {5} C (8,*J) C (8,24
HO-4 (10,21) 3 (103,5)
2 (7,42) 2 (131 8} 4’ (155,1)
3’ {6,89) 37(115,2) 17{123,2)
5’ (6,89) s (115,2) 17{123,2)
6’ (7,42) 6’ (131,8) 4’ (155,1)
4” (6,90) 4” (129,6) -
3’ (5,69) 3” (115,3) -
8 (5,17) 8’ (121,7) -
HaCO-5 (3,93) Ha,CO-5 (63,9) 5 (153,9)
7 (3,33) 7’ (22,4) 7 (155,2); 5 (153,9); 8’ {121,7); 8 (119,1)
10° (1,79 10’ (18,0) 9’ (132,5); 8 (121,7); 11° (25,7 )
11°{1,71) 117(25,7) 9’ (132,5); 87 {121,7); 10 {18,0)
2" 2CHs, (1,47) 27 2CHs (28,1) 2" (78,1); 4” (129,6)

- . ndo foram observadas correlacdes

Tabela 12- Correlagbes observadas no espectro de COSY (H-H) para o
robustato de metila (3).

H (5) H (5, J)
2 e6 (7,41) 3e5 (6,97)
47 (6,65) 3" (5,71)
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Tabela 13- Dados de RMN 'H {CDCls, 500 MHz) do composto 8.

H 8 multiplicidade e J {Hz)
27 CHa 1,45 3H, s
2%- CHs 1,46 3H, s
iy 1,64 3H, s
iy 1,75 3H, s
13 2,20 3H, s
7? 3,21 1H,dd, 7= 139 e 7,2
7’ 3,27 1H, dd, /= 139 e 7,2
5-0OCH: 3,73 3H, s
11 3,87 1H, d, /~18,1
3,53 iH, d, ~=18,1
5’ 5,07 IH, 8, ~=T72e1,2
37 5,65 IH, d, J= 10,1
4°.0OH 5,71 1H, sl
I'eb 6,70 2H, d, 8,9
4” 6,74 1H, d, J=10,1
2'e b’ 7,10 2H, d, J= 8.9
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Tabela 14- Dados de RMN 3C (CDCls, 125 MHz) do composto 8.
C

CRNANAUN=EEEE0®N00 s 0N

10° 17,9
11’ 25,7
27 78,3
37 129,1
47 115,2
27-CHs 28,5
27-CHa 28,4
5-0OCHz 61,4
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Tabela 15- Correlagdes observadas nos espectros de HETCOR (C-H, 1J}
(CDCls, 7 Tesla) e gHMBC (C-H, »J) {CDCls, 11 Tesla) do composto 8.

H (8} C {3,'h C (3,2}
27 (7,10 2 (127,8) 62,1); 4’ (156,0)
3 (6,70} 3'(116,2) 1'{125,8}; 4’ (156,0)
5’ (6,70) 5°(116,2) 17(125,8): 4’ (156,0)
6 (7,10) 6 (127,8) 3 (62,1); 4’ (156,0)
] : 5 (159,2); 7 {158,3); 9 (131,6); &°
7 (3,27 e 3,21} 77(21,9) (122.1) 8 (120.8)
8’ (5,07) 8'(122,1) 107 (17,9); 11°(25,7)
10’ (1,75) 10’ (17,9) 8(122,1); 9’ (131,6); 11’ (25,7)
117 (1,64) 11 (25,7) 8’(122,1); 9’ (131,6); 10° (17,9)
3 (5,65 37 (129,1) 2”- CH, (28,5 ou 28,4); 2” (78,3)
4" (6,74) 47 (115,2) 2” (78,3); 9 (148,9); 7 (158,3)
HCO-5 (3,73) HaCO-5 (61,4) 5 {159 2)
27-CHs (1,46)* 27-CH; (28,5)* 27 (78,3); 37 {129,1)
2°-CHa (1,45 2"-CH, (28,4)* 27 (78,3); 3" (129,1)
3 (62,1); ’(125 8) 12 (206,0); 2
11 (3,87 e 3,53) 11{51,7) (160,1). 4 (187.6)
13 (2,20) 13 (28,9) 11 (51,7); 12 (206,0)

* Valores intercambiaveis

Tabela 16- Correlagdes observadas no espectro de COSY {H-H) para 8.

H (3) H (3,2J)
2 e 6 (7,10) 3’e 5 {6,70)
4” (6,74) 3 (5,65)
8’ (5,07) 107 (1,75); 117 (1,64); 7’ (3,27  3,21)

3-HCH'COCH; (3,87)

3-HCH’COCHj (3,53)

Tabela 17- Dados de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) do derivado 20.

H 8 multiplicidade ¢ J({Hz)
4-OH 10,21 1H, s
2’e®’ 7,50 2H,d, =838
3’ed’ 6,98 2H,d, ~ 8,38

4" 6,90 1H, d, &~ 10,0

37 5,70 1H, 4, /= 10,0

&’ 5,17 1H, #, J=6,7e 1,1

5-OCHz 3,93 3H, s
4’-0OCH; 3,84 3H, s

7’ 3,33 2H, d, J= 6,7

i1 1’79 SH, S

10° 1,71 3H, s

27-2CHs 1,47 6H, s
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6.2 Fiovanonas

Nas flavanonas os anéis A ¢ B ndo sdo conjugados € por isso 0s seus
espectros no UV apresentam apenas a Banda 11 (Sistema benzoila: 270-295 nm)
e um ombro na regido de 300 nm referente & {ransicdo n-n* da carbonila.

No espectro de RMN 'H das flavanonas, o hidrogénic ligado ab carbono C-2
aparece como um duplo dubleto {Jiams= ca. 11 Hz e Jus= ca. 5 Hz} centrado em
torno de § 5,20. Os hidrogénios ligados ao carbono C-3 aparecem, cada um,
como um duplo dubleto devido as interactes spin-spin entre si {Jgen= ca. 17 Hzj e
com o H-2. Estes sinais aparecem na regido de 6 3,00 ¢ 2,80.

O espectro de massas para as flavanonas apresenta principalmente os
picos dos ions originados da clivagem RDA do anel C {Quadre 26). Assim como
para todos os flavondides, as intensidades dos fragmentos contendo os anéis A

cu B dependem de seus padroes de substituicéo.

RDA com
transferéncia de H-

¥ 4

L., L

It _
~0H o H,C*
Quadro 26~ Caminhos de fragmentacio para flavanonas
No espectro de RMN 13C das flavanonas, o carbonoe C-2 absorve entre
§71,3-80,3; 0 C-3 entre & 39,5-46,4 ¢ 0 C-4 entre § 186,4-198,5%,
A absorcao do sinal da carbonila {C-4} depende da auséncia ou presenca

de um substituinte peri- na posicdo C-5. No caso de ser uma flavanona néo

40 Agrawal, P. K. Carbon-13 NMR of flavonoeids. Elsevier p. 96, 1989,
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stibstituida na posi¢do C-5, o carbono C-4 absorve entre 8§ 189,7-191,7. Contudo,
para flavanonas 5-hidroxiladas, C-4 absorve numa regido mais desprotegida &
195,6-197,3 devido a0 seu envolviments na formacio de uma ponte de

hidrogénio intramolecular com a hidroxila na posicido C-5.

A flavanona lupinifolina (5) foi isolada de Lonchocarpus minimiflorus®,
Tephrosia lupinifolia®?, Mundulea sericea*®, Derris laxiflora 4, de Citrus limonia?s |
de Lonchocarpus guatamalensis* | de Derris reficulata®” , de Eriocsema

tuberosum® , de Flemingia wallichii*?, de Sophora tetrapteras® e de Euchresta

4 Mahmoud, E.N. e Waterman, P.G. Minimiflorin: a new 2-hydroxyflavanone from
Lonchocarpus minimiflorus seeds. J. Nat. Prod., 48 (4}, p. 648-650, 1985.

%2 Smalberger, T.M.; Vleggaar, R. e Weber, J. C. Flavonoids from Tephrosia-VI.
Tetrahedron, 30, p. 3927-3931, 1974,

% Van Zyl, JJ.; Rall, G. J. H. e Roux, D. G. The structure, absolute configuration,
synthesis and 13C NMR spectra of prenylated pyranoflavonocids from Mundulea sericea. J. Chem.
Research (Mj, p- 1301-1309, 1979.

% Lin, Y-L; Chen, Y-L e Kuo, Y-H. Three new flavonoids, 3’-methoxylupinifolin, laxifolin,
and isolaxifolin from the roots of Derris laxiflora Benth. Chem. Pharm. Bull, 39 (12), p. 3132-
3135, 1991.

%5 Chang, S-H. Flavonoids, ceoumarins and acridone alkaloids from the root bark of Citrus
Emonia. Phytochemistry, 29(1), p. 351-353, 1990.

# Ingham, J.L.; Tahara, S. e Dziedzic, 3. Z. Major flavanones from Lonchocarpus
guatamalensis. Z. Naturforsch., C: Biosci., 43 (11-12), p. 818-822, 1988,

47 Mahidol, C.; Prawat, H.; Ruchirawat, S.; Lihkitwitayawuid, K.; Lin, L-Z e Cordell, G. A.
Prenylated flavanones from Derris reticulata. Phytochemistry, 45 (4), p. 825-829, 1997.

%% Ma, W. G.; Fuzzati, N. ; Lu, 8. L.; Gu, D. S. e Hostettmann, K. Further chromones from
Eriosema tuberosum. Phytochemistry, 43 (6), p.1339-1343, 1996.

“® Rap, J. M.; Subrahmanyam, K.; Rao, K. V. J. e Rao, M. G. New chromenoflavanones
from the roots of Flemingia wallichii W. & A. Indian J. Chem., 13 {8}, p. 775-778, 1975.

0 Shirataki, Y.; Matsuoka, S.; Komatsu, M.; Ohyama, M.; Tanaka, T. e linuma, M. Studies
on the constituents of Sophora species- Part 26- Four isoflavanones from roots of Sophora
tetraptera. Phytochemistry, 50 (4), p. 695-701, 1999,

105



Capitulo I Estudo Fitogquimico de Deguelia hatschbachii

formosana®! enquanto que a flavanona (4} foi isclada somente de Lonchocarpus

mirdimiflorus>2.

6.2a Flavanona {4) (4°,5- dihidroxi-6-(3,3-dimetilalila)-7-metoxi flavanona)

O espectro de RMN 'H (Anexc A- E56, Tabela 19) apresenta sinais em 8y
5,30 (1H; dd; J= 13,4 e 2,2 Hz}; 8 3,08 (1H; dd; /~17,1 ¢ 13,4 Hzj e 6 2,76 (1H;
dd; J= 17,1 e 2,2 Hz} caracteristicos, respectivamente, dos hidrogénios H-2, H-34

e H-3e¢g do anel C de uma flavanona.

HSax

Hseq‘%\\

= = O

\%,,@'

Hy

Conformagdoc preferida do anel C de flavanonas

A presenca de um singleto em 6u 12,03 (1H) evidencia uma hidroxila em C-
5 que forma ponte de hidrogénio com a carbonila em C-4. Os dois dubletos em 6u
7,29 (2H; J= 8,2 Hz; H-2’ ¢ H-6') € 81 6,88 (2H; J= 8,2 Hz; H-3’ e H-5) comprovam
a presenca de um anel B para-substituido por uma hidroxila.

O grupo 3,3 dimetilalila foi identificado pelos seus sinais caracteristicos em
da 1,78 (3H, H-10 e 81 1,69 (3H, H-11') referentes as metilas em C-9” §u 3,27
(2H; d; J= 6,3 Hz; H-7")} e 81 5,20 (1H; ¢, J~ 6,3 Hz; H-8’.

Finalmente, dois singletos em 8x 3,82 (3H) e dx 6,07 (1H) indicam

respectivamente uma metoxila aromética e um Tnico hidrogénio aromatico
presentes no anel A,

51 Matsuura, N.; linuma, M.; Tanaka, T. e Mizune, M. Chemotaxonomic approach to the
genus FBuchresta based on prenylflavonoids and prenylflavanones in roots of Euchresta

formosana. Biochem. Syst. and Ecol., 23 (5), p. 539-545, 1995,
52 Mahmoud, E.N. e Waterman, P.G. Minimiflorin: a2 new 2-hydroxyflavanone from
Lonchocarpus minimifiorus seeds. J. Nat. Prod., 48 {4}, p. 648-650, 1985.
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Considerandoe a biossintese dos flavondides e sabendo que os
deslocamentos quimicos de H-6 (8x 6,10 ) € H-8 (8u 6,08} sdo muito proximosss.5+

podemos ter um dos dois regicisdmeros possiveis para esta substéncia {4a e 4b):

(42) (4b)
O espectro de RMN 3C juntamente com ¢ experimento DEPT 90c e 135¢
{Anexo A- E57, Tabela 21} mostra a presenca de 3CHs, 2CH,, 7CH e 9C..

O esqueleto de uma flavanona foi também confirmado pelos sinais em 8¢
79,1 (CH}, &c 43,3 (CH2) e 196,1 (C,} relativos, respectivamente aos carbonos C-2,
C-3 e C-4. Os sinais em dc 21,0 (CHa, C-77%); 8¢ 122,2 (CH, C-87); 8¢ 131,7 (C,, C-
9); 8¢ 25,8 {CHs, C- 117); 8¢ 17,7 {CHs, C-10°} comprovaram a presenca do grupo
3, 3-dimetilalila, enquanto o sinal em §c 55,8 (CHs) deve-se ao grupo metoxila em
C-7.

Os carbonos do anel A absorvem em 8¢ 160,2 {Co, C-3); 8¢ 110,0 (Co, C-6
ou C-8); &c 165,5 (Co, C-7); 8¢ 91,0 (CH, C-8 ou C-6); 8¢ 161,4 {Co, C-9) € 8¢
102,9 (Co, C-10); € do anel B absorvem em 8¢ 127,9 (CH, C-2° ¢ C-6%); 8¢ 115,6
(CH, C-3’ ¢ C-57%; 8¢ 156,1 (Co, C-4') ¢ 8¢ 130,6 (Co, C-17.

Como detectamos as flavanonas (4} e (5) em mais de uma fracéo e, sabendo

gue por RMN H € RMN!*C ndo € possivel diferenciar os deslocamentos quimicos

53 Mahmoud, EN. e Waterman, P.G. Minimiflorin: a new 2-hydroxyflavanone from
Lonchocarpus mirimiflorus seeds. J. Nat. Prod., 48 {4}, p. 648-650, 1985.

5 Rap, E. V.; Sridhar, P. e Prasad. Y. R. Two prenylated flavanones from Mundulea
suberosa. Phytochemistry, 46 {7), p. 1271- 1274, 1997.
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dos hidrogénios e carbonos nas posicdes C-6 ¢ C-8 do anel A {4a e 4bj}, foi
necessario a realizacdo do Teste de Gibbs, uma vez que o experimento de
diferenca de NOE n&o apresentou dados conclusivos.

O reagente de Gibbs®°¢ (21} {2,6 dicloro-p- benzoquinona 4- cloroimidaj €
usado para a deteccdo de derivados fendlicos. O reagente se adiciona a posicéo
para do anel fenélico para dar um indofenol {26]. Os indofendis s&o fortemente
coloridos e sofrem uma mudanga dramatica de cor com ¢ pH devido a ionizagéo
do proton fendlico. Muitos derivados fendlicos com substituintes na posicéo para
reagem facilmente com o reagente de Gibbs.

A reacao dos fendis para-substituidos com reagente de Gibbs ocorre via
perda do substituinte para quando este € alcoxido, fendxido e halogénic, nao
sendo observado quando o substituinie € uma metila ou alquila.

Alternativamente, com base nos dados da literatura pudemos propor o
mecanismo mostrado no Quadro 27.

& Josephy, P. D. e Van Darmme, A., Reaction of Gibbs reagent with para-substituted
phenols. Anal. Chem., vol. 56 {(4), p. 813-814, 1984.

55 Syvobodova, D, Krenek, P., Fraenkl, M. e Gasparic J., The colour reaction of phenols
with the Gibbs reagent. Mikrochimica Acta, 2 (3-4), p. 197-211, 1878,
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c c /T H-OH
a ) N—Cl
o N—Cl + ;OH — = g
cr

Ci
(21) |

|
¥
c ¢ B
-HOCI =\ N-C
o NeH = O
—/ “oH
ci or

Quinonaiming {22}
(1% etapa)

0" P
+ OH P + H0
™

22 Ftapa: Fenolato + (uinenaimina

cl
#~ A ~ - E
20 N--H + | (3 — N O e
u\ H
cl

C

Ci

C Cl
Cl Cl

4
C v c i
012:>=N~©'C:H S— 0‘%}1\14@6 + Ho@—mz
Cl Cr ct
(26}

Quadro 27- Proposta do mecanismo da reagio de Gibbs com base nas

referénoeiass?.58

7 Josephy, P. 3. & Van Damme, A., Reaction of Gibbs reagent with para-substituted
phenols. Anal. Chem., vol. 56 (4), p. 813-814, 1984,

38 Svobodeova, D., Krenek, P., Fraenkl, M. e Gasparic J., The colour reaction of phenols
with the Gibbs reagent. Mikrochimica Acta, 2 (3-4}, p. 197-211, 1978.
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A placa B da Figura 21 mostra o resultade do Teste de Gibbs, onde
observamos uma coloragio escura dos “spots” correspondentes a flavanona 4,
confirmando tratar-se do derivado contendo a posicdo H-8 livre (proposta 4aj,
enguanto que a placa A mostra a coloragdo amarela e marrom para 08 “spots’
correspondentes as flavanonas 4 e 5 (lupinifolina) respectivamente, quando
reveladas com anisaldeido.

A B

Figura 21- A: Placa Cromatografica analitica obtida através da revelagao
com anisaldeido ({Flav: Flavanona 4; Lupi: Lupinifolina 5); B: Placa
Cromatografica analitica obtida através do Teste de Gibbs (1: Flavanona (4}, 2:
Mistura de Flavanona (4} com Lupinifolina (5}, 3: Lupinifolina (5}, 4: Flavanona
().

O espectro de massas de alta resolugéo (Anexo A- E67) apresenta o pico do
ion molecular M+. de m/z 354,14669 {100%) coerente com a férmula molecular
Co1H220s (M+ 354,146724).

O espectro de massas de baixa resolucdo (Anexo A- E66), além de
apresentar também o pico do ion molecular M+., que € o pico base, de m/z 354
(100%}, também apresenta picos referentes aos fragmentos obtidos da clivagem
do tipo Retro Diels Alder {(RDA) do Anel C, que € caracteristica dos flavondides, ¢
sendo o pico de m/z 120 (18%;) para o fragmento contendo o anel B e outro de

m/z 234 (11%} para o anel A, indicando, respectivamente, a localizagdo de um
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grupo hidroxila em C-4’ ¢ do grupo metoxila em C-7. Estes dados séo mais uma
evidéncia a favor da estrutura proposta. No quadro 28 observamos a proposta de
fragmentacéo da flavanona (4) no espectréometro de massas.

Com os dados obtidos pelos espectros de RMN bidimensionais de COSY
{Anexo A- ES8-60), HETCOR [(Anexo A~ E61 e E62) e COLOC {Anexo A- E63 a
E65), foi possivel atribuir os deslocamentos quimicos de todos os carbonos e
hidrogénios presentes na estrutura {Tabelas 19 e 21}, além de comprovarmos
que ¢ Gnico hidrogénio aromatico (singleto, du 6,07) presente no Anel A éo H-8 ¢
néo H-6, pois ne experimento COLOC o hidrogénio H-8 (8 6,07) apresentou
somente correlagbes com C-8 (8¢ 91,0; 1Jj; C-10 (S5c 102,9; 3J) e com C-9 {6c
161,4; 2J). Se este Unico hidrogénic do anel A fosse o H-6, certamente ndo
observariamos uma correlagdo com o C-9 (8¢ 161,4), uma vez que esta seria a
quatro ligacoes (*J], e portanto dificilmente observada.

Baseado nos experimentos EM/EM {Anexo A- E68 a E72) selecionando os
ions de m/z 339 [219 (26%]], m/z 206 [191 (27%)] e m/z 234 [219 (41%), 206

(11%), 191 (S%), 179 (24%)]] sugerimos o caminho de fragmentacdo mostrado no
quadro 28.
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oH [}

- -CH;
1
OH_l m/z 339 (29%)
m/z 120 (18%) RDA
m/z 234 (11%)
-+CH;
-CO Y
- C4Hy
m/z 219 (43%)
m/z 206 (20%)
CH;0 0
--CH;
H2C CS +
m/z 191 (17%) OH

m/z 179 (56%)

Quadro 28- Proposta de fragmentacéo da flavanona (4) no espectrémetro

de massas
O espectro de Dicroismo Circular (CD) (Figura 22} mostrou um Efeito

Cotton positivo devido a transicdo n — 7* em 323 nm (6 +2597) e um Efeito

Cotton negativo na regido da transicdo n—> =n* em 285 nm (8 -15451). Sabendo
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que, o grupo 2-fenila estd na equatorial (J 23« 13,4 Hz) entdo C-2 tem
configuracao S°°.

¥

= T~

208 l 250 , o0 l 350 488
Wavelengthnmi
Figura 22- Espectro de CD para a flavanona (4)

O valor da rotacdo oOptica obtida foi de [«]?% ~11,79°, medido em Etanol

(Grau espectroscépico) com uma concentracio de 0,0721 g/mL.

O espectro no UV (Anexo A- E74} desta substancia apresenta um perfil
tipico de flavancnas, uma vez que possui uma absor¢cdo maxima em 290 nm (log
£=4,22) referente a Banda II {cromoéfore Benzoila) e um ombro em 338 nm (log
£=3,45) devido a excitacdo n-n* dos pares de elétrons do oxigénio da carbonila.

O espectro no IV (Anexo A- E73) apresenta bandas de absorcoes relativas
as ligacoes O-H {v 3376,2 cm™') e C=0 {v 1640,0 cm') quelada.

Para esta flavanona, a literatura®® somente menciona dados espectrais de

RMN 'H {90 MHz] e Espectro de massas. Neste trabalho estamos acrescentando

% Smalberger, T. M., Vleggaar, R., e Weber, J. C. Flavonoids from Tephrosia-VII. The
constitution and absolute configuration of lupinifolin and hpinifolinol, two flavanones from
Tephrosia lupinifolia Burch (DC}. Tetrahedron, 30 {21}, p. 3927-3931, 1974.

¥ Mahmoud, E.N. ¢ Waterman, P.G. Minimiflorin: a new 2-hydroxyflavanone from
Lonchocarpus minimiflorus seeds. J, Nat. Prod., 48 {4}, p. 648-650, 1985.
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dados de RMN 'H (500 MHz), RMN 13C (75 MHz (DEPT 80° e 135°), COSY,
HETCOR a uma ligacdo, HETCOR a varias ligacgdes, UV, IV, Espectro de massas

de alta resolugao e experimentc EM/EM.

6.2b Lupinifolina (5)

No espectro de RMN 1H {(Anexo A- E75, Tabela 20) desta substancia
também observamos sinais caracteristicos dos hidrogénios H-2 (6u 5,34; dd J=
12,8 e 3,0 Hz}; H-3ax (8u 3,05; dd; J= 17,1 e 12,8 Hz] e H-3¢ (81 2,80; dd; J= 17,1
Hz e 3,0 Hz} de uma flavanona, que apresenta a conformacio preferida igual a

mostrada abaixo.

Hj
Conformagdo preferida do anel C de flavanonas
No espectro de RMN 13C (Anexo A- E76, Tabela 21}, os carbonos C-2, C-3 e

C-4 absorvem respectivamente em oc 78,5; 6c 43,3 € 8¢ 196,4; confirmados pelo
experimento DEPT 90° e 135° (E79).

No espectro de RMN 'H {Anexo A- E73), a presenca de sinais
caracteristicos do anel 2,2-dimetilcromenc [8u 6,64 (1H; d; & 10,0 Hz; H-47);
5,51 (1H; &; J= 10,0 Hz; H-3"); 1,45 (3H, s, CH=-2") ¢ 1,44 (3H, s, CHs-27)]; do
grupo 3,3- dimetilalila [8x 5,15 (1H; #; J= 7,2 e 1,2 Hz; H-8%); 3,21 (2H; & &~ 7,2
Hz; H-7) ¢ 1,65 (6H, s, 2CHs-9’)] e de um anel aromatico para- substituido [8u
7,32 (2H; d; J= 8,2 Hz; H-2’ ¢ H-6%) e 6,88 (2H; d; J= 8,2 Hz; H-3’ e H-5')|, aliado a
um singleto em én 12,25 (1H) atribuido a um hidrogénio de uma hidroxila
quelatogénica no carbono C-5, indicam a presen¢a de um anel A totalmente
substituide e um anel B para-substituido, por uma hidroxila em C-4’ 8y 5,57

(1H, sl, 4’-OH]}l, para esta flavanona (5).
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De acordo com estes dados, podemos propor dois possiveis regicisdmeros
{5a e 5b}:

(5) (5b)

No espectro de RMN 3C {Anexo A- E76) observamos a presenca de 4CHs, 2
CHz, 8 CH e 11 C,, dos quais os sinais em §c 21,5 (CH2, C-77; 8¢ 122,5 (CH, C-
87; 8¢ 131,0 {Co, C-9%; 8¢ 25,8 (CHa, C-117) e 8¢ 17,8 (CHs, C-10% sao referentes
ao grupo 3,3-dimetilalila, enquanto os sinais em 8¢ 125,9 (CH, C-37); 8¢ 115,5
{CH, C-47); 8¢ 7 8,1 (Co, C-27) € 8¢ 29,7 (2CHs, 27-CHs) comprovam a presenca do
anel 2,2- dimetilcromeno.

Os demais sinais estdo de acordo com a proposta de uma anel A
totalmente substituido e de um anel B aromatico para- substituido (Tabela 21).

Como, somente pela analise destes dados néo é possivel decidir qual dos
regioisomeros foi isolado (5a ou 5b), realizamos a acetilacdo de uma amostra
desta substéancia (Fluxograma 15; 5. Parte experimental) pois, segundc Arnone et
al 61,6263 se o anel 2,2- dimetilcromeno estiver fundido angularmente ao anel A
(Sa), os hidrogénios H-3” e¢ H-4" sofrerdo uma desprotecio no composto

acetilado, enquanto que, se ele estiver fundido linearmente ao anel A (5b), o

! Arnone, A.; Cardille, G.; Merlini, L. e Mondelli, R. NMR effects of acetylation and long-
range coupling as a tool for structural elucidation of hydroxychromenes. Tetrahedron Letters, p.
4201-4206, 1967.

82 Rao, M.N.; Krupadanarm, G. L. D. e Srimannarayvana, G. Four isoflavones and two 3-aryl
coumarins from stems of Derris scandens. Phytochemistry, 37 (1), p. 267- 269, 1994,

83 Rao, E. V.; Prasad, Y. R. e Ganapaty, S. Three prenylated isoflavones from Milletia
auriculata. Fhytochemnistry, 31 (3}, p. 1015-1017, 1992.
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hidrogénio H-3” sofrerd uma desprotecdc ¢ H-4” uma protegfio provocada pelo
cone de protecdo da carbonila do acetato em C-5.

Analisando ¢ espectro de RMN H {Anexo A- E80) do produto bi-acetilado
observamos uma desprotecio no sinal referente ac H-3” seguida de uma protecéo
no sinal referenie ao H-4" {Tabela 18], indicando que a proposta 5b [(anel 2,2-
dimetilcromeno fundido linearmente ac Anel A; Lupinifolina) corresponde a

flavanona isolada.

Tabela 18- Dados de deslocamento quimico para H-3” ¢ H-4” nos produtos

acetilados.
Substéincia H-3"{ A8} H-4{ AS)
Flavanona isclada 5,65 (+0,14} 6,40 {-0,24)
Isoflavona da literatura®< 3,80 (+0,15) 6,55 (-0,20)

O valor da rotagdo optica obtida foi de [a]?% —7,23° medido em Etanol
{Grau espectroscopico} com uma concentracdo de 0,047 g/mL.

No espectro no UV {Anexo A- E79) observamos a presenca de uma banda
de absor¢do maxima em 274 nm (log &= 4,13} referente ao cromoéforo benzoila
(Banda II) ¢ outra em 362 nm (log = 2,91), apresentando-se como um ombro,
referente a absor¢éo n-n* da carbonila. Por outro lado, no espectro no IV (Anexo
A- E78) destacamos as absorgdes relativas as ligacdes O-H {v 3403,8 cm-l) e C=0
(v 1642,9 cmr'l) quelada.

Pelo espectro de massas (Anexo A- E77), observamos o pico do ion
molecular M+. de m/z 406 (30%)}, o pico base de m/z 215 {100%) e os principais

fragmentos originados da Retro- Diels Alder do anel C, como mostramos no
quadro 29.

& Rao, E. V.; Prasad, Y. R. e Ganapaty, S. Three prenylated isoflavones from Milletia
auriculata. Phytochemistry, 31 (3}, p. 1015-1017, 1992.
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CH O
miz §5 (32 %) (S) m/z 406 (30 %)

!

RDA |

E
_14 OH—] N RDA

O o}
mz 120 (14 %)
W C\.}
- o OH
mr'z 363 (6 94)
'z 286 (3 %) w [
.Co i
&) o x
74 Y NG
f ~ — £=0
C{‘O X \::0
o CH OH
o me 271 (32 %) mz 243 {24 %) 'z 215 (100 %)
2 _>=
OH Pan
m/z 258 (59%) \[/\iI
0. . m/z 215 (100 %6)
C=0 iz 231 (13 %) _
T
OH m/z 203 (6 %)

miz 203 (6 %) >=/+ >+_/

w'z 69 (35 %)
Quadro 29- Proposta de fragmentacao da lupinifolina {5) no espectrémetro
de massas
Para a lupinifolina estamos acrescentando apenas os dados espectrais de

RMN iH (500 MHz], pois em 1997, Mahidol et al.85 a isolou de Derris reticulata,

fornecendo varios dados espectroscopicos.

® Mahidol, C.; Prawat, H.; Ruchirawat, S.; Lihkitwitayawuid, X.; Lin, L-Z e Cordell, G. A.
Prenylated flavanones from Derris reticulata. Phytochemistry, 45 (4), p. 825-829, 1997.
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Apéndice B- Tabelas das flavanonas (4 ¢ 5)
Tabela 19- Dados de RMN 'H {CDCls, 500 MHz} da flavanona (4).

H 8 multiplicidade e J(Hz)
11’ 1,69 3H, s
iRk 1,78 3H, s
3 eg 276 1H, dd, J= 17,1 e 2,2
3 ax 3,08 1H,dd, J=17,1e 13,4
7’ 3,27 2H, 4, J=6,3
7- OCH; 3,82 3H, s
&’ 5,20 1H, ¢, J=6,3
2 5,30 1H, dd, J= 13,4 ¢ 2,2
8 6,07 1H, s
3e’’ 6,88 2H, d, J= 8,2
2'ed’ 7,29 2H,d, J= 8,2
5-0H 12,03 1H, s

Tabela 20- Dados de RMN 1H {CDCls, 500 MHz} da flavanona Iupinifolina (5).
1’ 10

OH O
H S Multiplicidade e J{Hz)
27-CHz 1,44 3H, s
27-CHs 1,45 3H, s
10°e 11’ 1,65 6H, s
3 eg 2,80 1H, dd, /= 17,1 ¢ 3,0
3 ax 3,05 1H,dd, J=17,1 ¢ 12,8
7’ 3,21 2H,d, =72
8’ 5,15 1H, 8, =72 1,2
2 5,34 1H, dd, &~ 12,8 ¢ 3,0
37 5,51 1H, d, J= 10,0
4- OH 5,57 1H, s
4" 6,64 1H, d, &= 10,0
e 6,88 2H,d, J=8,2
2’e®’ 7,32 2H, d, = 8,2
5-OH 12,25 1H, s

118



Capitulo I Apéndice B

Tabela 21- Dados de RMN 13C (75 MHz, CDCls} das flavanonas {4 € 5).

10° 17,7 17,8
11° 25,8 25,8
27 ; 78,1
3 - 125,9
4” - 115,5

2CH;-2" - 29,7

7-OCHs 55,8 -
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Tabela 22- Correlacdes observadas nos espectros de HETCOR (C-H, 1J) e
COLOC (C-H, nJ) (CDCls, 7 Tesla) da flavanona {4).

H (8} C (8,14 C {8,24
HO-5 (12,03) - 5(160,2): 6 {110,0)
2 (5,30) 2 (79,1) -
3 ax (3,08) 3 {43,3) 2 (79,1); 4 (196,1)
3 eq (2,76) 3(43,3) 4 (196,1)
8 (6,07) 8 (91,0) 10 (102,9); 9 (161,4)
2’ (7,29) 2’ (127,9) 4’ (156,1)
3’ (6,88 3’ (115,6) 17 (130,6)
5’ (6,88) 5'(115,6) 1’ (130,6}
6’ (7,29) 6’ (127,9) 4’ (156,1)
7 (3,27) 7 (21,0) 5 (160,2); 6 {110,0)
8’ (5,20) 8(122,2) -
HsCO-7 {3,82)  HaCO-7 {55,8) 7 {165,5)
107 (1,78) 10°(17,7) 8’ (122,2); 9’ (131,7)
11°(1,69) 117(25,8) 87(122,2); 9’ (131,7)

Tabela 23- Correlacoes observadas no espectro de COSY para a flavanona {4).

H (5) H (5, F)
2 e 6 (7,29) 3e 5 (6,88)
2 (5,30 3ax (3,08) e 3eq (2,76)
8’ (5,20} 7’ (3,27)
3ax (3,08) 3eq (2,76)
7' (3,27) 10’ (1,78); 11’ (1,69)
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Tabela 24- Dados de RMN 'H (CDCls, 300 MHz} da flavanona lupinifolina

bi-acetilada.

H 8 Multiplicidade e J (Hz}
2”-CHs 1,45 3H, s
2”-CHa 146 3H, s
107e 1V 1,66 6H, s
4-0COCH: 2,33 34, s
5-OCOCH; 2,42 3H, s
3 eg 2,73 iH,dd, =157 2,6
3 ax 2,95 1H, dd, J= 15,7 e 12,8
7’ 3,30 2H, di, J= 7,3
8 5,16 i1H,#, &~ 7,3
2 5,44 1H, dd, ~=12,8e 2,6
3" 5,65 1H, d, J= 10,2
4” 6,39 1H, d, J= 10,2
3ed 7,15 2H, d, J= 8,6
2’e®’ 7,47 2H, d, J~ 8,6
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Tabela 25- Dados de RMN °C (CDCls, 75 MHz} da flavanona lupinifolina

bi-acetilada.

C 8
2 78,5
3 45,2
4 1893
5 143,9
6 115,3
7 157,3
8 1094
9 160,7
10 107.4
2 127,1
3’ 121,9
47 150,86
5’ 121.,9
6’ 127,1
7’ 22,0
8’ 1217
9’ 136,5
107 17,8
11’ 25,8
27 78,1
37 129,8
47 115,4
27-CHs 28,4
27-CHs 28,3
5-0COCH* 21,1
4’-OCOCH;* 21,0

* Valores intercambiaveis
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6.3 Isoflavonas

As isoflavonas constituem o maior € o mais comum grupo de isoflavondides
naturais®s,

O espectro no UV® das isoflavonas apresenta um perfil idéntico ao das
flavanonas, uma vez que tarnbém ndo possuem conjugacio entre os anéis A ¢ B.
Desta forma, apresentam uma intensa absorcdo na regido de 245-270 nm
(Banda II- Sistema benzoila] e cutra de menor intensidade na regido de 300-340
.

No espectro de RMN 'H, o hidrogénio ligado ac carbono C-2 em isoflavonas
aparece como um singleto na regido de § 7,60- 7,88; mais desprotegido do que a
maioria dos hidrogénios aromaticos. Isto ocorre em funcéo da sua relacio § com
grupo carbonila e ao fato de estar ligado & um atomo de carbono carbindlico.

O espectrc de massas para as isoflavonas apresenta principalmente picos
referentes ao ion molecular [M]+. , [M-HJ* e [M-CHs]*. Os picos referentes aos
fragmentos originados da clivagem RDA do anel C, muito comum nos EM dos
flavonéides, apresentam-se pouco intensos para as isoflavonas com 4 ou mais
substituintes.

&6 Dewick, P. M. Isoflavonoids. In: Harbone, J. B. The Flavonoids: Advances in research
since 1986, Chapman & Hall, p. 120, 1993.

57 Markham, K. R. e Mabry, T. J. Ultraviclet- visible and proton magnetic resonance

spectroscopy of flavonoids. In: Harbone, J. B.; Mabry, T. J. e Mabry, H. The Flavonoids, Academic
Press, p. 45-77, 1975.
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No espectro de RMN 13C 68 das isoflavonas, o carbono C-2 absorve entre
3 150,6-155,4; o C-3 entre 3§ 122,0-126,1 ¢ o C-4 entre §174,2-181,2. O
deslocamento quimico do carbono C-2 permanece mais ou menos intacto pelo
substituigdo nos anéis aromaticos. Contudo, deslocamento guimico do C-3 e C-4
exibem dependéncia de substituicdo no anel aromaticc B assim como em A,
particularmente por uma substituinte “oxy”.

A presenca de um grupe hidroxila em C-5 também influencia nos
deslocamentos quimicos dos carbonos do anel C através das interagoes
intramoleculares de ponte de hidrogénio. Assim, o carbono C-4 aparece entre
§179,2-181,5 ¢ o carbono C-2 sofre uma desprotecéo de aproximadamente 3
ppiIL.

Entre as duas isoflavonas, osajina (6} ja foi isolada de Maclura pomiferas,
Euchresta japonica Hook.7, Erythrina variegata’, Derris scandens’™ e Euchresta

horsfieldii 73, e a escandinona (7} de Derris scandens’? .

6.3a Osajina (6)

No espectro de RMN H {Anexo A- E83, Tabela 26}, a presenca de um
singleto com integracéo para 1H, em § 7,87 caracteriza o hidrogénio H-2 de uma
isoflavona, enquanto que no espectro de RMN 13C {Anexo A- E&4, Tabela 28} os
sinais em & 152,2; 123,4 ¢ 180,9 confirmam este tipo de esqueleto, uma vez que

séo tipicas dos carbonos C-2, C-3 e C-4 respectivamente.

68 Agrawal, P. K. Carbon-~13 NMR of flavonoids. Elsevier p. 192, 1989,

¢ Mahmoud, Z.F. Antimicrobial components from Maclura pomifera fruit. Planta Medica,
42, p. 299-301, 1981.

70 Shirataki, Y.; Manaka, A.; Yokoe, 1. e Komatsu, M. Two prenylflavanones from
Euchresta japonica. Phytochemistry, 21 (12}, p. 2959-29063, 1982,

7t Deshpande, V.H.; Pendse, A. D. e Pendse, R. Erythrinins A, B & C, Three new
isoflavones from the bark of Erythrina variegata. Indian J. Chem., 15B, p. 205-207, 1977.

72 Pelter, A. e Stainton, P. The extractives from Derris scandens. Part II. The isolation of
osajin and two new isoflavones, scandencne and scandinone. J. Chem. Soc {C), p. 701-704, 1966.

73 Mizuno, M.; Matsuura, N.; linuma, M.; Tanaka, T. e Phengklai, C. Isoflavenes from
stems of Euchresta horsfieldii. Phytochemistry, 29 (8), p. 2675-2677, 1990,
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O espectro de RMN 'H (Anexo A- E83, Tabela 26) também apresenta sinais
caracteristicos de uma hidroxila quelada [8y 13,13 (1H, s)}; do anel 2, 2-
dimetilcromeno [85 6,70 {1H; & J=10,0 Hz; H-47]; 5,60 (1H; d; o~ 10,0 Hz; H-3");
1,48 (6H, s, 2CHs-2%)]; do grupo 3,3- dimetilalila [ 84 5,24 (1H; ¢ J=7,3 e 1,5 Hz;
H-8%; 3,35 (2H; d; J=7,3 Hz; H-77, 1,81 (3H, s, CHa-10" & 1,68 (3H, s, CHs-11% e
de um anel B aromatico para-substituide por uma hidroxila [ &a 7,40 (2H; 4;
J=8,6 Hz; H-2" e 6; 6,90 (2H; d; /8,6 Hz; H-3"¢ H-5% e 5,12 {1H, s, 4’-OHJ|.

O espectro de RMN 13C (Anexo A- E84, Tabela 28) além de apresentar
sinais tipicos para uma isoflavona, também confirmou as presencas do grupo
3,3- dimetilalila [ éc 21,3 (CHz, C-77); 121,9 (CH, C-8); 131,6 (Co, C-67%; 25,8
(CHs, C-11% € 17,9 (CHs, C-107%], do anel 2,2- dimetilcromeno | 8c 127,2 (CH, C-
475 1149 (CH, C-3%); 77,8 (Co, C-27) e 28,1 (CHs, 2CHs-2")] e de um anel
aromatico para-substituido | 8¢ 130,4 (2H, C-2’ e C-67%; 115,6 (2CH, C-3’¢ C-5%;
123,3 (Co, C-17) € 157,2 (C,, C-47)].

Com estes dados, podemos ter duas estruturas regioisomeéricas possiveis
para esta substancia (6a e 6b):

(62) : (6h)
Seguindo, novamente, os estudos feitos por Arnone et al™7s para

determinar a fusdc angular ou linear do anel 2,2-dimetilcromeno no anel A,

74 Arnone, A.; Cardillo, G.; Merlini, L. e Mondelli, R. NMR effects of acetylation and long-
range coupling as a tool for structural elucidation of hydroxychromenes. Tetrahedron Letters, p.
4201-4206, 1967.

7S Rao, ML.N.; Krupadanam, G. L. D. e Srimannarayana, G. Four isoflavones and two 3-aryl
coumarins from stems of Derris scandens. Phytochemistry, 37 (1), p. 267- 269, 1994.
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acetilamos (Fluxograma 15; 5. Parte Experimental) as 3,9 mg do composto
isolado, a fim de obtermos ¢ produto bi-acetilado.

A reacdo produziu uma pequena quantidade de uma mistura do produto
mono-acetilado ¢ bi-acetilado, tornando inviavel uma posterior purificacfo por
cromatografia em placa preparativa para separar ¢ produto bi-acetilado e
comparar seus dados espectroscopicos de RMN H com o produto isolado.

Desta forma, os dados espectroscOpicos foram comparados com 0s
relatados na literatura’, os quais estdo coerentes para a isoflavona osajina
(6=6a]).

O espectro de massas {Anexo A- E85) apresenta principalmente o pico do
ionn molecular M+. de m/z 404 (33%) e o pico base de m/z 382 {100%) referente a
perda de um grupo metila do anel 2,2-dimetilcromenc (Quadro 30). E
interessante mencionar que os fragmentos provenientes da clivagem Retro-Diels
Alder do anel C n&o sdo observados, conforme mencionado na literatura?’,
principalmente para isoflavonas com quatro ou mais substituintes, onde

normalmente estes fragmentos ocorrem com baixa intensidade.

76 Delle Monache, G.; Scurria, R.; Vitali, A.; Botta, B.; Monacelli, B.; Pasqua, G.; Palocci,
C. e Cernia, E. Two isoflavones and a falvone from the fruits of Maclura pomifera. Phytochemistry,
37 (3), p- 893-898, 1994.

77 Mabry, T. J. ¢ Markham, K. R. Mass spectrometry of flavonoids. In: Harbone, J. B.;
Mabry, T. J. e Mabry, H. The Flavonoids, Academic Press, p. 97, 1675.
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m/z 403 (8%}
-+ C3Hy

OH O

m/z 349 (40%)

l-co

m/z 333 (30 %)

\co

miz 305 (3%)

m/z 321 (5%)

>“:—/ R >+__’/
miz 69 (4%)

Quadro 30- Proposta de fragmentac¢io da osajina (6) no espectrémetro de

massas
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O espectro no UV {Anexo A- EB87) desta substancia apresenta um perfil
caracteristicc para isoflavonas, uma vez que mostra um maximo de absorcido em
273 nm {log £= 4,61} referente a Banda II {cromoforo benzoila) e outra de menor
intensidade, apresentando-se como um ombro, em 357 nm (log s= 3,28),
referente a absorcéo n-n* da carbonila.

O espectro no IV {Anexo A- E86} apresenta principalmente as absorgdes
referentes a hidroxila {3373,6 cm1} ¢ de uma carbonila quelada (1645,9 cm 1.

6.3b Escandinona (7)

Os espectros de RMN H e RMN 13C (Anexo A- E88 e E89, Tabelas 27 ¢ 28)
desta substancia sdo muito semelhantes aos da osajina {6}, onde foi observado
sinais caracteristicos do hidrogénic H-2 de uma isoflavona [z 7,82 (1H, sj], dos
carbonos C-2 (8¢ 150,2), C-3 (¢ 125,7) ¢ C-4 (8¢ 175,5) de um anel C tipico de
isoflavonas, de um anel para- substituido, do anel 2,2- dimetilcromenc e do
grupo 3, 3-dimetilalila.

Por outro lado, a auséncia de um singleto acima de 6y 10,0 e a presenca de
um singleto em u 3,86 (3H, s) no espectro de RMN !H, indicam a substituicédo da
hidroxila gquelatogénica por uma metoxila no Anel A desta isoflavona. Do mesmo
modo, o sinal em 8c 62,4 {CHs) no espectro de RMN 13C, também confirma a

presenca da metoxila aromatica que, segundo a biossintese dos flavondides,
podera estar ligada no carbono C-5 ou no carbono C-7.

Desta forma, podemos ter trés estruturas regioisoméricas possiveis para
esta substancia (72, 7b e 7¢):
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Para decidir entre as trés propostas acima, foi feito o experimento de
diferenca de NOE {Anexo A- E90}, onde ao irradiar a metoxila 6y 3,86),
observamos somente incremento nos sinais de H-7’ (1%) e H-8’ (2%}, relativos ao
grupo 3,3- dimetilalila, de acordo com o esperado para as estruturas 7a € 7c. A
proposta estrutural 7c¢ pbéde ser descartada, pois os dados espectroscépicos

obtidos estdo de acordo com os publicados na literatura?® para Escandinona
(7a=T).

- 5
83,38 OCH; O
(83,86)
1%
Escandinona (7)
Incrementos observados no experimento de diferenca de NOE

78 Sekine, T.; Inagaki, M.; Ikegami, F.; Fujii, Y.; Ruangrungsi, N. Six diprenylisoflavones,
derrisisoflavones A-F, from Derris scandens. Phytochemistry, 52 (1), p. 87-94, 1999,

129



Capitulo I Estudo Fitoguimico de Deguelia hatschbachi

O espectro de massas {Anexo A- E91) mostra principalmente o pice do ion
molecular M+. de m/z 418 (34%) compativel com a formula molecular CoeHz260s €
o pico base de m/z 403 (100%) referente a perda de um grupo metila
caracteristica do anel 2,2-dimetilcromeno (Quadro 31). Novamente nao
observamos os picos dos fragmentos provenientes da clivagem Retro Diels-Alder
do anel C pois, tal como a osajina (6}, esta isoflavona é bastante substituida™ .

O espectro no UV (Anexo A- E93) apresenta um perfil compativel para uma
isoflavona, com um méximeo de absor¢cdo em 266 nm (log e= 4,47) ¢ uma inflexdo
em 317 nm (log &= 3,60) relativos, respectivamente, as Bandas Il {croméforo
benzoila) € a excitagido n-n* dos elétrons do oxigénio da carbonila.

O espectro no IV {(Anexo A- E92) mostra principalmente a absorcéo
caracteristica de uma carbonila (1636,0 cm™).

7 Mabry, T. J. e Markham, K. R. Mass spectrometzy of flavonoids. In: Harbone, J. B,
Mabry, T. J. e Mabry, H. The Flavonoids, Academic Press, p. 97, 1975.
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wpmor

OCH; O

y (7) m/z 418 (34 %)

OH

- ; m/z 118 (4 %)
OCH; O

m/z 403 (100%)

+H- \CO

OCH;

m/z 349 {39 %) m/z 375 (9 %)
{1]

>:/ - >'"_J
m/z 69 (28 %)
Quadro 31- Proposta de fragmentacéo da escandinona (7) no
espectrometro de massas

Para a escandinona a literatura ndo menciona dados espectrais de
diferenca de NOE.
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Apéndice C- Tabelas das isoflavongs (6 e 7)
Tabela 26- Dados de RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) para a isoflavona osajina (6).

H 3 multiplicidade e J {Hz}
27-2CH;3 1,48 6H, s

1y 1,68 3H, s

1 1,81 3H, s

7 3,35 2H, d, /17,3
4°-0OH 5,12 1H, si

&8’ 5,24 IH iU =73el,5

37 5,60 iH, d, = 10,0

47 5,70 1H, d, /= 14,0
3eb’ 6,90 2ZH, d, &~ 8,6
2ed’ 7,40 2H, d, = 8,6

2 7,87 iH, s
5-0OH 13,13 1H, s

Tabela 27- Dados de RMN !H (CDCls, 300 MHz) para a isoflavona
escandinona (7).

OH

H 3 multiplicidade e J (Hz]
2" 2CHs 1,48 6H, s
iy’ 1,67 3H, s
10’ 1,81 3H, s
7’ 3,38 2H. d, J= 7,2
5-OCH; 3,86 3H, s
&’ 5,16 1H,t, =72e¢l,4
37 5,65 iH, 4, /10,0
47 6,76 1H, d, #=10,0
3ed 6,85 2H, d, J= 8,6
2’e®’ 7,34 2H,d, /~ 8,6
2 7,82 1H, s
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Tabela 28- Dados de RMN 13C (CDCls, 75 MHz) para as isoflavonas (6 e 7).

C

2 152,2 150,2
3 123,4 125,7
4 180,9 175,5
5 159,3 158,0
6 112,8 121,7
7 155,8 155,8
8 100,7 105,8
9 150,5 152,1
10 105,6 112,7
i’ 123,3 124,1
2’ 130,4 130,5
3’ 115,6 115,5
4’ 157,2 155,8
5’ 115,6 115,5
6’ 130,4 130,5
7° 21,3 22,2
8’ 121,9 122.5
9’ 131,6 131,4
107 17,9 17,9
11’ 25,8 25,7
2" 77,8 77,8
3 114,9 115,2
4” 127,2 128,8

2”.2CH; 28,1 28,1
5-OCHs - 62,4
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6.4 Derivados de desoxibenzoinas

A literatura menciona somente o isolamento da a~metil desoxibenzoina (-)-
angolensina (27] € seus derivados (27a-d) do caule de espécies de Pterocarpus (P.
angolensis, P. indicus, P. erinaceous] e espécies de Pericopsisd? 81828384 e dg
desoxibenzoina (28] apenas do extrato cloroférmico das raizes de Glycyrrhiza sp.

(Leguminosae)®®, evidenciando a rara ocorréncia natural deste tipo de esqueleto.

80 King, F. E.; King, T. J. e Warwick, A. J. The chemistry of extractives from hardwoods.
Part VII. Constituents of muninga, the heartwood of Pterocarpus angolensis. B: 2:4-
dihydroxyphenyl 1-p- methoxyphenylethyl ketone (Angolensinj. J. Chem. Soc., 96, p. 1920-1924,
1952.

81 Bezuidenhoudt, B. C. B.; Brandt, E. V.; Roux, D. G. e Van Rooyen, P. H. Novel o-
methyldeoxybenzoins from the heartwood of Pterocarpus angolensis D. C.: Absolute configuration
and conformation of the first sesquiterpenylangolensis, and X-ray crystal structure of 4-O-o-
cadinyl-angolensin. J. C. 8. Perkin Trans I, p. 2179-2183, 1980.

82 Bezuidenhoudt, B. C. B.; Brandt, E. V. e Roux, D. G. A novel au-hydroxydihydrochalcone
from the heartwood of Pterocarpus angolensis D. C.: Absclute configuration, synthesis,
photochemical transformations, and conversion into a-methyldeoxybenzoins. J. C. S. Perkin Trans

I p. 263-269, 1981.

83 Wong, E. The isoflavonoids. In: Harbone, J. B.; Mabry, T. J. e Mabry, H. The Flavonoids,
Academis Press, p. 787, 1975.
& Jain, A. C. e Paliwal, P. A facile synthesis of «-methyldeoxybenzoins including

racemates of natural angolensin, 2-O-methylangolensin & 4-O-methylangolensin. Indian J.
Chem., vol. 278, p. 985-988, 1988.

85 Kiuchi, F.; Chen, X. e Tsuda, Y. Four new phenolic constituents from Licorice {root of
Glycyrrhiza sp.). Heterocycles, 31 {4}, p. 629-636, 1990.
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(27) R=R'=H, oR(-}- Angolensina

(27a) R=CH;, R'=H, ok (+) 2-0O-metilangolensina
{27b) R=H, R'=CHj3, a5- 4-O-metilangolensina
(27¢) R=H, R'= CysH;5, aR-4-0-a-cadinilangolensina (28) Licoriphenona
(27d) R=H, R'= CysHys, 0R~4-0-T-cadinilangolensina

A co-ocorréncia de o-metildesoxibenzoinas e alguns derivados de
isoflavondides sugeriram tratar-se de formas reduzidas do esgueleto

isoflavonoidico, embora ainda faltermn evidéncias experimentais®s.

6.4a Desoxibenzoina (9)

No espectro de RMN 'H (Anexo A- E94, Tabela 30) observamos os sinais
tipicos do grupo 3,3- dimetilalila; do anel 2,2- dimetilcromeno; de uma metoxila
aromatica e de um anel aromatico para- substituido.

Além disso, dois singletos em 8y 13,20 (1H) e 4,32 {2H) correspondem as
absorcdes de um hidrogénio de uma hidroxila quelatogénica e de hidrogénios o-
metilénicos de um derivado de uma desoxibenzoina®’.

O espectro de RMN I3C, juntamente com o experimento DEPT (90° e 1359
{Anexo A- E95, Tabela 32)mostra a presenca de 5 CHs, 2 CH,, 7 CH e 11 Co, dos
quais os sinais em § 203,6 e 47,6 correspondem ao carbono de uma carbonila (C-
7} e de um carbono metilénico (C-8) respectivamente. Os demais sinais estdo de

acordo com a presenca dos grupos ja identificados no espectro de RMN 1H

86 Dewick, P. M. Jsoflavonoids. In: Harbone, J. B. The Flavonocids: Advances in research
since 1986. Chapman & Hall, p. 195, 1993.

87 Kiuchi, ¥.; Chen, X. e Tsuda, Y. Four new phenolic constituents from Licorice (root of
Glycyrrhiza sp.). Heterocycles, 31 {4), p. 629-636, 1990.
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(Tabela 30). Apdés a analise destes dados, foi possivel propor trés regioisémeros
para este derivado de desoxibenzoina (9a, 9b € 9¢|:

TOH

%9
Através do experimento de diferenca de NOE {(Anexo A- E96 e EG7)

descartamos as possibilidades estruturais 9a e 9c, pois ao irradiar a metoxila

observamos um incremento nos sinais dos hidrogénios H-8 do grupo 3,3-
dimetilalila e dos hidrogénios H-8. Aliado a este resultado, observamos que ac
irradiar o hidrogénic H-4" do anel 2,2-dimetilcromeno, temos um incremento nos

sinais do hidrogénic da hidroxila quelatogénica em C-6 ¢ do hidrogénio H-3”,

B3,51)3"

41!
L/(é‘; 666 OH ©O
13% b

(5 1320)

3%

©)

Incrementos observados pelo experimento de NOE
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Com base nestes dados, uma possivel proposta biogenética para esta

substancia seria:

Escandenina (1)

{9}

Quadro 32- Proposta biogenética para a desoxibenzoina (9)

O espectro de massas (Anexo A- EO8) mostra o pico do ion molecular M+,
de m/z 408 (3%)], sugerindo a formula molecular CosHesOs. O pico base de m/z
69 (100%) corresponde ao cation isoprenila, enquanto os picos de m/z 301 (32
%) e m/z 107 {15%) correspondem aos fragmentos originados da clivagem da
ligacdo Cr-Cs, como mostrado no caminho de fragmentacdo do Quadro 33.

Com o objetivo de auxiliar, através da comparacdo dos dados
espectroscopicos, na comprovacdo da estrutura proposta para o derivado (9)
isolado do extrato diclorometanico; e sabendo que a desoxibenzoina (9) pode ser
formada & partir da hidrélise alcalina seguida de descarboxilacio da escandenina
(1) (Quadro 32), submetemos a escandenina 4 uma reacdo com KOH alcodlico
(2%) & 95-100°C por 4 horas, como fizeram Uma Rani e Darbarwar®® para o
derivado de uma 4-OH-3-fenilcumarina (29}.

3 Uma Rani, B. 8. e Darbarwar, M. Synthesis of oxygenated deoxybenzoins and
isoflavones. J. Indian Chem. Soc., 64, p. 555-558, 1987.
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A analise, por CCDA, do produto da reacdo nao mostrou a formacdo do
derivado da desoxibenzoina (9.

Ao repetir a reacdo com uma solucdo de KOH alcodlico (4%), também néo

foi observado a formacao do derivado (9} desejado.

Por se tratar de um derivado pouco comum, foi levantada a hipotese de que
esta substéncia pudesse ser um artefato produzide & partir de uma hidrélise
seguida de descarboxilacdo da escandenina 1, durante o processo de isolamento.
A deteccdo desta substancia no extrato diclorometanico, apds anélise qualitativa
por CLAE (Capitulo IIj, afastou esta hipétese, nos levando a sugerir que a

escandenina (1) € o precursor biogenético do composto 9 (Quadro 32).
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1
.C =
c 64} I
X~"oH
l miz 135 (9%
O
CoH,
-CO
m/z 109 (15%)

m/z 55 (45%) al l b

-OH by, 181 (55%)

m/z 107 (15%)
-CO

m/z 301 (32%)

l-C4Hg m/z 79 (11%)
(8] OCH.
i : 7_.,//
] >_..:._/ -
= Csg m/z 69 (100%)
0
m/z 245 (16%)

Quadro 33- Proposta de fragmentacdo da desoxibenzoina (9) no
espectrometro de massas
O espectro no UV (Anexo A- E100) apresenta um maximo de absorcio em
266 nm (log e= 4,14) referente ao cromdforo benzoila e uma banda em 316,5 nm
(log e= 3,72), que apresenta-se como um ombro, referente a excitacdo n-n* dos

elétrons do oxigénio da carbonila.
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O espectro no IV {Anexo A- E99) apresenta principalmente as bandas de

absor¢oes relativas as ligacdes O-H (v 3388,1 cm?) e C=0 (v 1700,1 cm-1).

6.4b Desoxibenzofna substituida no carbono C-8 (12}

O espectro de RMN 'H {Anexo A- E101, Tabela 31) mostrou sinais
caracteristicos para: anel 2,2- dimetilcromeno, grupo 3,3-dimetilalila, metoxila
aromatica, anel aromético para- substituido e uma hidroxila quelatogénica.

A presenca de trés duplos dubletos em § 5,41 (1H; dd; J= 10,7 e 4,0 Hz);
3,58 (1H; dd; J=17,8 e 10,7 Hz] e 2,65 (F17,8 e 4,0 Hz), nos levaram
primeiramente a pensar que a substfncia isolada seria uma flavanona do tipo
12a ou 12b. Nos chama a atencdo, entretanto, € a presenca de um singleto em

3 2,20 {3H]}, que pode ser atribuido a uma metila de uma metilcetona ou de um

acetato.

(123) (12h)

Paralelamente a isto, 0 espectro de massas (Anexc A- E104) mostra o pico
do ion molecular M+. de m/z 464 (16%) ¢ o pico base de m/z 301 {100%).

No espectro de RMN 13C (Anexo A- E102, Tabela 32) cbservamos a
presenca de dois sinais tipicos de carbonilas, uma em 8 207.,6 e outra em §
204,4, além do sinal em § 30,0 caracteristico de uma metila de uma metilcetona
ou de um acetato.

Com estes dados, podemos concluir que a substancia isolada ndo é uma
flavanona (12a ou 12bj}, que possuiria apenas uma carbonila e o seu espectro de
massas deveria apresentar os picos referentes a clivagem Retro Diels-Alder do

anel C (m/z 286 € m/z 134} e do ion molecular de m/z 420, como mostra a
Quadro 34.
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\\Yf/' S
] Ny
\ 1 \5 OMe
a8 i
S 3
1
OH O
3Mi= 420
iRDA
' ¢
¢ OMe
i I
NP
[ Q:-G m/z 134
OH
miz 286

Quadro 34- Fragmentacio esperada para a flavanona {123} no

espectrometro de massas

Assim, a estrutura proposta para a substancia isolada foi a de uma

desoxibenzoina alquilada no carbono C-8, com trés possiveis estruturas

regioisomeéricas:
\\7T//
!
TS ™~
P !
D : OCH O B
\\“;;ﬁ\\T// ;ixﬁ§{} t;k// \\ngf\\\/f{}(j/i/§§
OH 0 .« OH O
{12¢) (124d)

OH © 3

(iZe}
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Os dados obtidos pelo experimento de diferenca de NOE {Anexo A- E103)
auxiliam na confirmacdo da estrutura proposta {12d=12), como podemos ver

pelos incrementos mostrados abaixo:

(12}

Incrementos observados pelo experimento de diferenga de NOE

Como ja haviamos isolade um nove derivade de uma 4-OH-3-fenil
cumarina alquilada no carbono C-3 (8} por um grupo idéntico ao da substancia
12, os dados de RMN H e RMN 13C foram comparados (Quadro 35).

(12}

Quadroe 35- Comparacio dos dados de RMN 3C do substituinte na
substancia (8) e (12}
A proposta de iragmentacdo (Quadro 36) estd compativel, merecendo
destague o pico base de m/z 301 {100%) e o ion molecular M+. de m/z 464
(16%).
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OH X

& OH
-~ 0
5 oMo m/z 163 (2%)
S
C$5
OH
m/z 301 (100%) -COo 0
il H
+
- >: H
m/z 135 (3%)
0
0 H
- CH,0 ;
s
'S [
23 C*\(;
0
m/z 245 (16%) m/z 215 (2%}
mém
>——_—-/ e >t—/
m/z 69 (6%)

Quadro 36- Proposta de fragmentacio da desoxibenzoina {12} no

espectrémetro de massas
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Achamos interessante também observar a revelacio das flavanonas (4 e 5)
e da desoxibenzoina (12) em CCDA, ap6s nebulizagdo com solucdo écida de
anisaldeido, uma vez que as flavanonas apresentam Rr e coloracdo distintas
(Figura 23).
1 2 34

i- Flavanona 4
Z2- Desoxibenzoina 12
3-Lupinifolina 5
4-Ponto Misto (1+2+3)
Figura 23~ Placa de CCDA das flavanonas 4 e 5 e da desoxibenzoina 12

Com o objetivo de auxiliar a determinacdo estrutural deste novo derivado
de desoxibenzoina, o ex-aluno de Iniciacao Cientifica Giordano Trazzi, sintetizou
em nossc laboratéric uma desoxibenzoina modelo contendo ¢ mesmo grupo

ligado ao carbono C-8 (30} do derivado isolado (12) (Quadro 37).

(30) (12)

Quadro 37- Estruturas das desoxibenzoinas 12 (isolada) e 30 (modelo}

Através da analise dos dados espectrais de RMN 'H (500 MHzj, RMN 13C
(125 MHz), DEPT, Espectro de Massas ¢ técnicas bidimensionais de correlacdes
homonucleares {gCOSY) e heteronucleares (HSQC e gHMBC), fol possivel
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observar uma grande semelhanca dos deslocamentos quimicos e multiplicidades,
principalmente aqueles referentes as absorc¢ées do C, em C-7, ao CH em C-8, ao
CHz em C-9 e ao CHz em C-11 {Tabela 29).

Tabela 29- Dados de RMN 1H e RMN !3C dos compostos 12 e 30.

H {30} {8=)* {12} [Su)* {30} (Bc)*  (12) {8}

. i . 196,4 204,4

8 5,06 (dd, /9,6 e 4,5Hz) 5,41 (dd, /= 10,7 e 4,0 Hz) 52,2 49,7

9 3,36 (dd, /= 17,4e9,6 Hz) 3,58 (dd, J= 17,8 ¢ 10,7 Hz) 47,8 47,7
2,47 (dd, J~174e4,6Hz) 2,65(dd, J~ 17,8 ¢ 4,0 Hz)

10 - - 203,9 2076

i1 2,08 (s) 2,20 (s) 29,7 30,0

*RMN 'H (500 MHz, CCL;/TMS) e RMN 13C (125 MHz, CCl,/TMS)
# RMN 'H (500 MHz, CDCL/TMS) e RMN 13C (125 MHz, CDClL./TMS)
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Apéndice D- Tabelas das desoxibenzoinas (2 e 12)

Tabela 30- Dados RMN H (CDCls, 300 MHz) da desoxibenzoina (9).
11’ 16!‘

H 8 multiplicidade ¢ J (Hz]
6-OH 13,20 1H, s
2et’ 7,12 2H, d, =85
3e’ 6,80 2H,d, J=8,.5

47 6,66 1H, d, J=10,0

3" 5,51 1H, d, J=10,0

g’ 5,17 1H, ¢, J=6,9
4-OH 4,80 1H, sl

8 4,32 2H, s

2-OCHs; 3,74 3H, s

7’ 3,25 2H,d, J=6,9

10’ 1,79 3H,s

11’ 1,70 3H, s

2" -2CH;3 1,44 6H, s
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Tabela 31- Dados RMN 'H (CDCls, 300 MHz) da desoxibenzoina (12).

i

H ) multiplicidade e J(Hz}
6-OH 12,96 1H, s
2e 6 7,12 2H,d, J=8,9
3es 6,68 2H,d J=8,9
4r 6,60 14, d, J=10,3
3° 5,45 1H, 4, J=10,3
8 5,41 1H, dd, J= 10,7 € 4,0
8’ 5,10 1H, m
2-OCH; 3,77 3H, s
3,58 1H, dd, J~17,8 e 10,7
CH2COCHs 2,65 1H, dd, J=17,8 ¢ 4,0
7 3,23 1H, dd, J= 15,4 € 7,0
3,11 1H, dd, J= 15,4 ¢ 7,0
CHCOCH: 2,20 3H, s
10’ 1,74 3H, s
11° 1,66 3H, s
27-CHa 1,41 3H, s
27.CHs 1,36 3H, s
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Tabela 32- Dados de RMN BBC (75* e 125*%* MHz, CDCls} das

desoxibenzoinas (9 e 12}.

o* 124
c r\‘ s\
on o ;\//"{’oﬁ OB o pn A

1 1312 131,1
2 160,6 1604
3 108,5 108,0
4 154 4 154,7

5 115,0 115,1
6 158,8 158,6
7 2036 2044

8 47,6 497
CH.COCH; - 47,7
CH2COCHs - 2076
CH2COCHs - 30,0
1’ 106,0 105,8
2’ 130,9 129,3
3’ 115,3 115,5
4’ . 158,5 158,2
5’ 115,3 115,5
6’ 130,9 129.3

7’ 22,3 22,3
8’ 1231 123,2
9’ 127.5 130,09

107 17,9 17,9

117 25,7 25,7

27 77,9 YN
37 116,0 116,0
47 126,7 1264

27- 2CH; 28,3 28,3
2-0CH3 63,0 63,4
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6.5 Estilbenos

Os dois estilbenos isolados (10} e (11), apresentam-se como produtos
naturais inéditos.

Apesar de pequena®, a classe de estilbenos é um importante grupo de
produtos naturais encontrados na madeira, casca e folhas de gimnospermas ¢
angiospermas.

Os estilbenos sfo amplamente distribuidos entre as plantas e, muitas
vezes, ocorrem junto com os flavondides, acs quais se relacionam gquanto aos
precursores biogenéticos®.

E importante ressaltar que a biossintese dos estilbenos de plantas
madereiras ndo foi verificada por experimentos com biomarcadores “in vive”, mas
o padriao de oxigenagdo dos compostos € uma forte indicacio de que eles se
originam de um precursor {31}, resultante da condensacéo do éster CoA do acido
cinamico (32), com um éster CoA da acetogenina {33}, formada pela condensacéo

de 3 moléculas do €ster CoA do acido maldnico (34) (Quadro 38)2°,

89 Rowe, J. W. Natural Products of Woody Flants I, Springer- Verlag Berlin Heideeberg, p.
512-517, 1989.

% Kaouadiji, M.; Agban, A.; Mariotte, A-M. e Tissut, M. Lonchocarpene, a stilbene, and
lenchocarpusone, an isoflavone: two new pyranopolyphenocls from Lonchocarpus rhdoou roots. J.
Nat. Prod., 49 {2), p. 281-285, 1986.
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COOH OH
- | '
K] gﬂ%w
%é
G SCOOH
o Acido Hid ico {35 OH
cide Hidrangeico {35) Resveratrol {36}

Quadro 38- Proposta de biossintese para os estilbenos

O isdmero trans-estilbenc € geralmente o Unico isolado, embora haja na
literatura relatos do isolamento de pequenas quantidades do isdmero cis. Muitas
vezes estes isdmeros cis sdo formados pela interconversdo trans-cis durante o
processo de isplamento, principalmente se os extratos forem expostos ao calor ¢
luz. Desta forma, os isémeros cis- devemn ser considerados artefatos?!.92,

6.5a Estilbeno (10}

O espectro de RMN 'H (Anexo A- E105, Tabela 33} desta substancia
mostra sinais tipicos de um frans-estilbeno com dois dubletos, integrando para
1H, em 8u 7,15 e 8u 6,84 (J=16,6 Hz) caracteristico da cadeia trans-etilénica; dois
pares de dubletos em éx 7,32 {2H, H-2 e 6 € 6,75 (2H, H-3" ¢ 53} com constantes
de acoplamento orto J= 8,6 Hz atribuido &4 um anel aromatico para- substituido
por uma hidroxila [81 5,00 {1H, m, 4-OH)].

ot Schultz, T. P.; Boldin, W. I3.; Fisher, T. H.; Nicholas, D. D.; McMurtrey, K. D. e Pobanz,
K. Structure-fungicidal properties of some 3- and 4-hydroxylated stilbenes and bibenzyl
analogues. Phytochemistry, 31 (11}, p. 3801-3806, 1992.

92 Hart, J. H. Role of phytostilbenes in decay and disease resistance. Ann. Rew
Phytopathol. 19, p. 437-458, 1981.
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Adicionalmente, apresenta sinais caracteristicos para o anel 2,2-
dimetilcromeno [8x 6,60 (1H; d; J= 9,8 Hz; H-4"); 5,50 (1H; d; J= 9,8 Hz; H-3" ¢
1,34 {6H, s, 2CH3-2%)]; grupo 3,3-dimetilalila [5x 3,34 (2H; & J= 6,8 Hz; H-7%;
5,06 (1H, m, H-8%; 1,75 (3H, 5, CHs-10) ¢ 1,61 (3H, s, CHs-11%]; uma metoxila
aromatica [8u 3,79 (3H, s, 3-OCHs)] € um hidrogénio aromatico [8x 6,59 (1H, s,
H-2jL

Levando em conta a rota biossintética (Quadro 38) e as estruturas dos
estilbenos relatados na literatura®949596.97.9, podemos ter 4 possiveis

regioisémeros para a substancia isolada.

9 Christensen, L.P. e Lam, J. Excelsaoctaphenol, a stilbene dimer from Chlorophora
excelsa. Phytochemistry, 28 (3), p. 917-918, 1989.

o4+ Kaouadji, M.; Agban, A.; Mariotte, A-M. e Tissut, M. Lonchocarpene, a stilbene, and
lonchocarpusone, an isoflavone: two new pyranopolyphenols from Lonchocarpus nicou roots. J.
Nat. Prod., 49 {2}, p. 281-285, 1986.

5 Rowe, J. W. Natural Products of Woody Plants I, Springer- Verlag Berlin Heideeberg, p.
512-517, 1989.

9 Tsuruga, T.; Chun, Y-T; Ebizuka, Y. e Sankawa, U. Bioclogically active constituents of
Melaleuca leucadendrorn: Inhibitors of induced histamine release from rat mast cells. Chem.
Pharm. Bull. 39 {12}, p. 3276-3278, 1991.

97 Talvitie, A.; Mannila, E. e Kolehmainen, E. Syntheses of some biologically active
compounds from stilbenes isolated from bark of Picea abies. Liebigs Ann. Chem., p. 399-401,
1992,

* Fang, N. e Casida, J. E. New bioactive flavonoids and stilbenes in cubé resin insecticide.
J. Nat. Prod. 62 {2), p. 205-210, 1999.
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{10¢) {10d)

A proposta 10d foi descartada pelo experimento de diferenca de NOE
(Anexo A- E107 e E108), uma vez que ao irradiar os hidrogénios H-7’ (8u 3,34]
observamos incrementos nos sinais referentes aos hidrogénios H-8’ (3,4%;j, H-10’
(5,1%} e do H-7 (7,9%).

Uma irradiacdo dos hidrogénios da metoxila (8u 3,79) foi pouco
informative, uma vez que forneceu incremento no sinal em 8y 6,60 (6,3%),
relativo aos hidrogénios H-4" (8u 6,60) ¢ H-2 (8a 6,59) que, como vemos
absorveram na mesma regifo.

No espectro de RMN 3C {Anexo A- E106, Tabela 35) observamos um sinal
em &8¢ 55,6 {CHs) referente a uma metoxila aromatica.

Sabendo que, quando uma metoxila aroméatica tem suas duas posicdes orto
substituidas seu sinal no espectro de RMN 13C aparece aproximadamente em 8¢

60,0; a proposta estrutural 10b € também descartada®.

¥ Agrawal, P. K. Carbon-13 NMR of flavoncids. Amsterdan: Elsevier, 1989.
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Comparando os deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-2 e H-4 do
estilbeno Lonchocarpene (37)199.101 com o sinal de um tnico hidrogénio
aromatico no anel A em 8x 6,59 (1H, s), podemos descartar a proposta 10e, pois

o H-4 absorve em uma regido mais protegida no espectro.

OCHs
(g 6,371 H B2 H {0u 6,63}
CHz0"

Lonchocarpene (37}

Assim, a proposta estrutural! 10a {4*-hidroxi-3-metoxi-6-(3,3-dimetilalila)-
27, 27-dimetilcromeno (57,6”: 4,5) estilbeno) € a correta para o estilbeno isolado.

Os sinais obtidos pelo espectro de RMN !13C (DEPT) {Anexo A- E106)
confirmaram a presenca do anel 2,2-dimetilcromeno [5¢ 117,1 (CH, C-47); 128,6
(CH, C-3%); 77,2 (G, C-27); 27,5 (CHs, 2CHs-27)]; do grupo 3,3-dimetilalila | 8¢
24,3 (CHp, C-77; 123,5 (CH, C-8%; 130,7 (Co, C-97); 25,7 (CHs, C-11%; 18,0 (CHa,
C-107]; da metoxila aromatica | c 55,6 (CHs, 3-OCHs)] € de um CH aromatico [8¢c
99,6 (CH, C-2)].

Os espectros de RMN bidimensionais de COSY ¢ HETCOR {Anexo A- E109
e E110, Tabelas 36 ¢ 37) auxiliaram na completa atribuicdo dos hidrogénios e
carbonos da molécula. E importante mencionar a correlacio observada do H-2
(81 6,59) com C-2 (8¢ 99,6}; de H-7 (8n 6,84) com C-7 (8¢ 124,9) e de H-8 (81 7,15)
com C-8 (6¢c 129,0) (Tabela 37).

100 Kaouadji, M.; Agban, A.; Mariotte, A-M. e Tissut, M. Lonchocarpene, a stilbene, and
ionchocarpusone, an isoflavone: two new pyranopolyphenols from Lonchocarpus nicou roots. J,
Nat. Prod., 49 (2}, p. 281-285, 1986,

101 Kaouadji, M. Two new C-prenylated derivatives of 2,4-dihydroxy benzoic acid from
Lonchocarpus nicou roots. J. Nat. Prod. 51 (2}, p. 376-378, 1988.
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0O espectro de massas de alta resolucio (Anexo A- E112) desta substéncia
mostra o ion molecular M+. de m/z 376,2039, coerente com a formula molecular
CosHas0s (376,2038).

Os principais picos cbservados no espectro de massas (Anexo A- E111)
representam o ion molecular M+. de m/z 376 (21%) e o pico base de m/z 361
{100%}, formado pela perda de um radical metila do anel 2,2-dimetilcromeno,
juntamente com outros fragmentos caracteristicos da classe de estilbenos,
mostrados no Quadro 39 {39a e 39b).

O espectro no UV {Anexo A- E114) apresenta um perfil tipico de estilbenos,
onde se observa um maximo de absorgdo em 330 nm (log &= 4,23} e uma inflexdo
em 273 nm {log = 3,96)102,

No espectro no IV {Anexo A- E113) destacam-se principalmente as bandas

correspondentes a uma hidroxila v 3403,9 cm! e dupla trans v 959,6 cm-1 103,

152 Ashok, D. e Sarma, P. N. Roxburghin- a new stilbene from the wood of Cassia
roxburghii. J. Indian Chem. Soc. 64, p. 559-561, 1987.

102 Schultz, T. P.; Boldin, W. D.; Fisher, T. H.; Nicholas, D. D.; McMurtrey, K. D. e Pobanz,
K. Structure-fungicidal properties of some 3- and 4-hydroxylated stilbenes and bibenzyl
analogues. Phytochernistry, 31 (11}, p. 3801-3806, 1992.
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iz 35 (3 %)

©
TS
)% S S"Son
m/z 361 (100 %) /\\

m/z 361 (100 %)

miz 107 (17 %)

m/z 333 (6 %)

970,

miz 213 (35 %)
m/z 213 (35 %)

e

miz 69 (3 %) m/z 333 (6%)

Quadro 39- Proposta de fragmentacio do estilbeno (10} no espectrometro
de massas
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miz 333 (6 %) I

mz 213 (33 %)
Quadro 39a- Proposta de formacio do ion de m/z 213 a partir do ion de m/z 333

OCH;

(10) mz 376 (21%)

e m/z 107 {17 %) ~
Quadre 39b- Proposta de formacéo do ion de m/z 107 a partir do ion molecular

de m/z 376
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6.5b Estilbeno {11}

No espectro de RMN 'H {Anexo A- E115, Tabela 34) observamos, tal como
em 10, os sinais caracteristicos da cadeia trans-etilénica de um trans-estilbeno
[bu 7,00 (1H; d; J~ 16,3 Hz; H-8); 6,90 (1H; d; J~ 16,3 Hz; H-7)]; de um anel
aromatico para-substituido [8x 7,40 (2H; d; J=8,6 Hz; H-2" ¢ 6% € 6,83 {2H; 4
J=8,6 Hz; H-3" ¢ 57] e do grupo 3,3-dimetilalila [8x 3,34 (2H; d; J~=7,0 Hz;, H-7};
5,18 {1H; t, J~7,0 e 1,3 Hz; H-8%; 1,77 (3H, s, CHs-10% e 1,66 (3H, s, CHs-117].

O que nos chama a atenc¢fo neste espectro € a presenga de dois singletos;
um em &u 3,86 (6H) e outro em &y 6,67 (2H), atribuidos respectivamente a duas
metoxilas e a dois hidrogénios aromaéticos eguivalentes.

A proposta estrutural 11 € comprovada pelo experimento de diferenca de
NOE {Anexo A- E117 a E119}, gque mostrou um incrementc nos sinais dos

hidrogénios H-7, H-8 e das metoxilas quando irradiamos os hidrogénios
equivalentes H-2 e H-6.

3 1,66)11° 8

{5 5,18)
(33.86)CH30

NS
13% 12%
(11)
Incrementos observados pelo experimento de diferenca de NOE

O espectro de RMN 3C (DEPT] (Anexo A- E116, Tabela 35) estd compativel
com a estrutura proposta, pois mostra a presenca de 4 CHs, 1 CHz, 9 CH e 7 Co,
além dos sinais tipicos do grupo 3,3-dimetilalila | 8¢ 22,3 {CHz, C-77); 122,7 (CH,
C-8%; 25,8 {CHs, C-11% e 17,7 (CHs, C-107)}; do anel aromatico para-substituido
[8c 130,3 (Co, C-17; 127,8 (2CH, C-2°¢ 6%; 115,6 {2CH, C-3’e 5%} e 155,1 {C,, C-
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47]; dos carbonos C-2 e C-6 equivalentes [8c 102,1 (2CH}]; C-7 ¢ C-8 [8¢c 127,4
(CH) e 127,2 (CH)} e das metoxilas aromaticas também equivalentes [5c 55,8
{CHajl.

No espectro de massas de zalta resolucgio (Anexo A- E121) observamos o
pico do ion molecular M+, de m/z 324,1725 compativel com a formula molecular
Cz1H2403 (324,1725).

Os principais picos observados no especiro de massas {Anexo A- E120)
representam ¢ ion molecular M+. de m/z 324 (100%j) e o pico de m/z 309 (93%)
formado pela perda de um radical metila, juntamente com outros fragmentos
caracteristicos da classe de estilbenos, mostrados no Quadro 40.

O espectro no UV {Anexo A- E123} gpresenta um maximo de absorcéo em
325 nm {log &= 4,21} tipico de frans-estilbenos!®, O espectro no IV {Anexo A-
E122) apresenta bandas relativas a hidroxila v 3407,5 cm?! e dupla trans v 958,4

cm-l 105,

104 Ashok, D. e Sarma, P. N. Roxburghin- a new stilbene from the wood of Cassia
roxburghii. J. Indian Chem. Soc. 64, p. 559-561, 1987.

105 Schultz, T. P.; Boldin, W. D.; Fisher, T. H.; Nicholas, D. D.; McMurtrey, K. D. e Pobanz,
K. Structure-fungicidal properties of some 3- and 4-hydroxylated stilbenes and bibenzyl
analogues. Phytochemistry, 31 {11), p. 3801-3806, 1992.
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on
Cﬁzﬂ
= OCFL
;/ OCH,
\/"—" - {(11) m/z 324 (100 %)

.
OH
/ /

i
A
- ==
CH;0.
' CHO__~ S
OCH, %
miz 269 (10 %) X

i OCH;
o m/z 256 (44 %)

/

CH,0O U

A

+OCH;3

OCH;
miz 255 (13 %)

B e

m/z 69 (14 %)

miz 241 (2 %)

Quadro 40- Proposta de fragmentacao do estilbeno {11) no espectrometro

de massas
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Apéndice E- Tabelas dos estilbenos (10 e 11)

Tabela 33- Dados de RMN 'H {CDCls, 300 MHz) do estilbeno (10).
pen
o

ERP N V2
i 8 Y
e NN N
7
b

N le

5 OH
N
iy i
H ) multiplicidade e J{Hz)
2’e®’ 7,32 2H, d, 8,6
& 7,15 1H, d, J= 16,6
7 6,84 1H, d, J= 16,6
3ebd 6,75 2H,d, 8,6
47 6,60 1H, d, =98
2 6,39 iH =
37 5,50 1H, d, ~=9,8
g’ 5,06 1H, m
4’-QH 5,00 1H, s
3-OCHs 3,79 3H, s
7’ 3,34 2H,d, 6,8
107 1,75 3H, s
11 1,61 3H, s
27-2CH3 1,34 6H, s

Tabela 34- Dados de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) do estilbeno (11).
i1’ Oms

H & multiplicidade e J (Hz)
2e® 7,40 2H,d, J= 8,6

8 7,00 1H, d, /= 16,3

7 6,90 1H, d, = 16,3
el 6,83 2H,d, J=8,6

2 6,67 1H, s

6 6,67 1H, s

8’ 5,18 1H, 4, J=7,0e1,3
4-0H 4,98 1H, sl

3,5-OCHs 3,86 6H, s

7 3,34 2H,d J=7,0

107 1,77 3H, s

11’ 1,66 3H, s
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Tabela 35- Dados de RMN '3C (CDCls, 75MHz) dos estilbenos {10 e 11).

Go~ITh b (oo

19

>

3}

e

5’

67

-

8’

e

10°

11

2”

3”

4”
2°- 2CH;
3-OCHs
5-OCHg

136,7
99,6
155,1
120,6
153,2
110,2
124,9
129,0
130,4
127.8
115,6
151,2
1156
127,8
24,3
123,5
130,7
18,0
25,7
77,2
128,6
117,1
27,5
55,6

* Valores intercambiaveis
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Tabela 36- Correlacdes observadas no espectro de HETCOR (CDCls, 7

Tesla) para o estilbeno (10).

H {8} C {5,1J)
8 (7,15 8 (129,0)

3" (5,50) 3" (128,6)
2'e 6°(7,32) 2’ 6 (127,8)
7 {6,84) 7 {124,9)

8’ (5,06) 8'(123,5)
4” (6,60) 47 (117,1)
3 e 5 {6,75) 3’e 57 (115,6)
2 6,59) 2 {99,6)
3-OCH; {3,79) 3-OCH; (55,6)
2".2CHs (1,34) 2”-2CHs (27,5)
11°(1,61) 11°{25,7)
7’ (3,34) 7’ (24,3)
10’ (1,75 107 (18,0)

Tabela 37- Correlactes observadas no espectro COSY (H-H) do estilbeno {10).

H {5) H {8,2J)
2 ¢ 6 (7,32) 3e 5 (6,75)

7 (6,84) 8 (7,15)
4" (6,60) 3” (5,50)
8’ (5,06) 7’ (3,34); 107 (1,75); 117 (1,61)
77 (3,34) 10°(1,75); 11° (1,61); 8’ (5,06)
10’ (1,75) 7’ (3,34); 8’ (5,06)
11°(1,61) 7’ (3,34); 8’ (5,06)
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6.6 Triterpenos

6.6a Lupeol

Concluido ¢ estudo do extrato diclorometénico, iniciamos o estudo do
extrato éter de petréleo, permitindo o isolamento do triterpeno Lupeol (13}, além

das flavanonas 4 € 5 (Quadro 5) e dos estilbenos 10 e 11 (Quadro 6} ja isolados
do extrato diclorometdnico.

{33} Lupeel

Quadro 41- Triterpeno Lupeol isolado do extrato éter de petréleo
O Lupeol (13}, foi identificado através dos dados espectrais obtidos de RMN
'H, RMN 13C, Espectro de Massas e por comparacio com dados espectrais da

literatura106,107,108,109,110,111,112_ | um triterpeno pertencente a classe dos Lupanos

106 Lindgren, B. O e Svahn, C. M. Lupan-3p,20-diol and Lupan-3p,20,28-triol in bark from
Birch, Betula verrucosa Erh. Acta Chem. Scand. 20 (6), p. 1720-1721, 1966.

107 Jtoh, T.; Tamura, T. e Matsumoto, T. Triterpene alcohols in the seeds of Solanaceae.
Phytochemistry, 16, p. 1723-1726, 1977.

108 Rahman, U-A , Khan, M. A. e Khan, N. H. Loranthol: a new pentacyclic triterpenoid
from Loranthus grewinkii. Phytochemistry, 12, p. 3004- 3006, 1973.

102 Lehn, J-M. e Ourisson, G. Résonance magnétique nucléaire de produits naturels. I.-
Introduction générale. Triterpénes de la série du lupane: les groupes méthyles. Mémoires
Preésentés a la Société Chimique, 52 série, p. 1137-1142, 1962,

110 Shannon, J. 8. Studies in mass spectrometry. Aust. J. Chem., 16, p. 683-689, 1963.

i1l Budzikiewicz, H.; Wilson, J. M. e Djerassi, C. Mass spectrometry in structural and
stereochemical problems. XXXII. Pentacyclic triterpenes. J. Amer. Chem. Soc., 85 {20}, p. 3688-
3699, 1963.

112 Muccino, R. R. e Djerassi, C. Mass spectrometry in structural and stereochemical
problems. CCXXXIX. Elucidation of the ring D cleavage in lanostane. J. Amer. Chem. Soc., 96 (2},
p. 556-570, 1274,
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e ja foi isolado de varias fontes, tais como Derris laxifloralls, Betula verrucosa
Erh.114, Capsicum annuum!'®, Plumeria obtusifolial'®, Alibertia macrophyllail?,
Arbutus unedol8, Achillea magnifica’’®, Cridosculus urens!'?® e Carphephorus
odoratissimusi?l.

Vale a pena mencionar que € a primeira vez que se relata o isolamento de
Lupeol de espécies do género Deguelia.

Os dados de RMN H e de RMN 13C (DEPT 90° ¢ 1359 {Anexo A- E124 ¢
E 125} obtides experimentalmente, comparados com os da literatura!!5.122,12% g50

mostrados na Tabela 38.

1& Lin, ¥-L, Chen, Y-L e Kuo, Y-H. 3 new flavoneids, 3-methoxyiupinifolin, laxifolin, and
isolaxifolin from the roots of Derris laxiflora Benth. Chem. Pharm. Bull 39 {12}, p. 3132-3135,
1991,

114 Lindgren, B. O e Svahn, C. M. Lupan-3§,20-diol and Lupan-38,20,28-triol in bark fom
Birch, Betuia verrucosa Erh. Acta Chem. Scand. 20 (6), p. 1720-1721, 1966.

115 Tgoh, T.; Tamura, T. e Matsumoto, T. Triterpene alcohols in the seeds of Solanaceae.
Phytochemistry, 16, p. 1723-1726, 1977.

116 Schmidt, J.; Lien, N. T.; Khoi, N. H. e Adam, G. Lupeol long-chain fatty acid esters and
other triterpenoid constituents from Plumeria obtusifolia. Phytochemistry, 22 {4), p. 1032-1033,
1983,

117 Bolzani, V. da 8.; Trevisan, L. M. V. e Young, M. C. M. Caffeic acid esters and
triterpenes of Alibertia macrophyila. Phytochemistry, 30 (6), p. 2089-2091, 1991.

118 Karikas, G. A.; Euerby, M. R. e Waigh, R. D. Constituents of the stems of Arbutus
unedo. Flanta Medica 2, p. 223-224, 1987

119 Ulubelen, A.; Oksfiz, S. e Tuzlaci, E. A new triterpene and other compounds from
Achillea magnifica. Flanta Medica, 55 (4), p. 395-395, 1989.

120 Bhattacharyya, J. e Barros, C. B. Triterpenoids of Cnidosculus urens. Phytochemistry,
25 (1), p- 274-276, 1986.

121 Appleton, R. A. e Enzell, C. R. Triterpenoids and aromatic components of deertongue
leaf. Phytochemistry, 10, p. 447-449, 1971.

122 Rahman, U-A , Khan, M. A. e Khan, N. H. Loranthol: a new pentacyclic triterpenoid
from Loranthus grewinkii. Phytochemistry, 12 , p. 3004~ 3006, 1973.

128 Lehn, J-M. e Ourisson, G. Résonance magnétique nucléaire de produits naturels. I.-
Introduction générale. Triterpénes de la série du lupane: les groupes méthyles. Mémoires
Présentés a la Société Chimigue, 52 série, p. 1137-1142, 1962,
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O espectro de massas (Anexo A- E126) mostra o ion molecular de m/z 426
(21%), além dos picos de m/z 207 (49%), m/z 191 (23%), m/z 218 (100%)}, m/z
220 (9%), m/z 189 (60%) e m/z 203 (54%)}, que sfo bastante caracteristicos para

triterpenos pentaciclicos saturados, como mostra o Quadro 42,

T

m/z 218 (100%)

l. B

m/z 220 (9%)

m/z 203 (54%)
m/z 189 (60%)

Quadro 42- Proposta de fragmentacéo do Lupeol {13) no espectrémetro de

massas
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Apéndice F- Tabela do Lupeol (13}

Tabela 38- Dados de RMN 'H (CDCls, 300 MHz} e de RMN 13C (CDCls, 75
MHz) para o Lupeol (13}.

Carbono ¢ (ppm) DEPT Su {ppm) =1

1 38,7 CHo> -=
2 27.4 CH; -
3 79,0 CH 3,20 (dd; 10 e 5}
4 38,8 Co -
5 55,3 CH -
6 18,3 CH, -
7 34,3 CHz —
8 40,8 Co --
9 50,4 CH -
10 37,1 Co -~
11 20,5 CHoq -~
12 25,1 CH; -
13 38,0 CH --
14 42,8 Co -
15 27,4 CH, -
16 35,6 CHy -
17 43,0 Co -
18 . 48,3 CH -
19 47,9 CH --
20 150,9 Co --
21 29.8 CH, --
22 40,0 CHs -
23 28,0 CHs 0,76
24 15,4 CHs 0,84
25 16,1 CHzs 0,97
26 15,9 CHs 1,04
27 14,5 CHs 0,95
28 18,0 CHs 0,79
29a 109,3 CH: 4,57 (dd; 2,0 e 1,0)
29b 109,3 CHs 4,69 (d; 2,0)
30 19,3 CHs 1,69

! Os valores emn parénteses representam a multiplicidade e
as constantes de acoplamento em He, respectivarnente.

*Os espacos em branco correspondem aos sinais que ndo
puderam ser identificados no espectro, por apresentarem
deslocamentos quimicos de hidrogénio muito préximos.
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1. INTRODUCAOQO

A Cromatografia Liquida de Alta Eficidncia {CLAE) ¢ uma técnica de
separacéo analitica que vem sendo atualmente muito empregada em laboratérios
de pesquisa e indUstrias, principalmente nos estudos de quimiotaxonomia,

composicic dos alimentos e monitoramento de drogas terap8uticasi??,

Sabendo que os flavonéides possuem importantes aplicagoes
farmacolégicas, fisiologicas e taxondmicas, € que muitas vezes sdo encontrados
na natureza em sistemas altamente complexos e a baixas concentractes!2s,126,
torna-se importante o desenvolvimento de técnicas analiticas de separacédo mais
eficazes. A técnica de CLAE possui algumas vantagens, pois oferece uma alta
sensibilidade € na maioria dos casos & mais eficiente em comparagéo a
cromatografia em camada delgada (CCD), além disso, possibilita a analise destes

compostos sem a derivatizaclo necessaria nas analises por CG.

A literatura menciona que, para analisar flavonéides por CLAE o método

mais apropriado € de fase reversa, usando como fase moével as misturas de
Metanol/ Agua ou Acetonitrila/ Agua 125,127,

124 Pryde, A. & Gilbert, M. T. apud Soriano, M. del P. C. Estudos de Lonchocarpus
dipteroneurus Pittier e Lonchocarpus montanus A. M. G. Azevedo- Isolamento, Determinacao
estrutural e Atividade Biolégica, Campinas, 1999, Dissertacio de Mestrado, Instituto de Quimica,
UNICAMP.

125Conde, E.; Cadahia, E. e Garcia-Vallejo, M. C. HPLC analysis of flavonoids and phenolic
acids and aldehydes in Eucalyptus spp. Chromatographia, 41 (11/12), p. 657-660, 1995,

126 De Simén, B. F.; Pérez-lizarbe, J.; Hernandez, T.; Gomez-Cordovés, C. e Estrella, 1.
HPLC study of the efficiency of extraction of phenolic compounds. Chromatographia, 30 (1/2), p.
35-37, 1990.

‘27 Toméas-Barberan, F. A., Ferreres, F.; Blazquez, M. A., Garcia-Viguera, C. e Tomas-

Lorente, F. High-performance liquid chromatography of honey flavonoids. J. Chromatogr. 634, p.
41-46, 1993.
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A eluigdo em gradiente € a mais recomendada para a separacdo de
misturas de flavonéides e uma grande diversidade de gradientes pode ser
encontrado na literaturg?8,129,130

A deteccao foi feita por UV e arranjo de diodos, que também sfo muito
empregadas, principalmente ¢ arranjo de diodos que facilita a identificacéo e

avalia a pureza dos picos nos cromatogramasish, 182,

Neste capitulo encontramos os resultados obtidos pelas analises
gualitativas e gquantitativas por CLAE dos extratos diclorometé@nico e éter de

petroleo das raizes de D. hatschbachii.

2. MATERIAIS E METODOS

As analises qualitativa e quantitativa, foram realizadas em um aparelho de
cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia HP 1090 série II/M, utilizando:

Detector: espectrofotométrico UV/VIS arranjo de diodos.

Coluna: HP Nova-Pack, 3 um

Fase Mével Gradiemte: 80: 20 (HoO: CHiCNj)- 100 {CHsCN} em 45
minutos de analise.

122 Sendra, J. M.; Navarro, J. L. e Izquierdo, L. C;s Solid-Phase isolation and High-
Performance Liquid Chromatography/ Ultraviolet diode array determination of fully methoxylated
flavones in citrus juices. J. Chromatogr. Sci., 26, p. 443- 448, 1988,

129 Hasler, A.; Sticher, O. e Meier, B. High-Performance lLiquid Chromatographic
determination of five widespread flavonoid aglycones. J. Chromatogr., 508, p. 236-240, 1990.

180 Patron, N. H.; Smith, P. e Mabry, T. J. Identification of flavonoid compounds in HPLC
separation of sugar cane colorants. /nt. Sugar Journal, 87 (1043), p. 213-215, 1985.

131 Schaufelberger, D. e Hostettmann, K. High-Performance Liquid Chromatographic
analysis of secoiridoid and flavone glycosides in closely related Gentiana species. J. Chromatogr.,
389, p. 450-455, 1987.

122 Conde, E.; Cadahia, E. e Garcia-Vallejo, M. C. HPLC analysis of flavonoids and

phenolic acids and aldehydes in Eucaiyptus spp. Chromatographia, 41 (11/12), p. 657-660,
1995,
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Fluxo: 0,8 ml/min.

Volume de Injecdao: 10,0 ul

Detector: 230, 240, 260, 280, 300, 320, 340 e 360 nm.

Temperatura: Ambiente

As purificactes dos flavondides, usados como padrées para analise

guantitativa, foram feitas em um cromatégrafo liguido de alta eficiéncia semi-
preparativo Waters 600E, utilizando:

Detector: Espectrofotométrico de comprimento de onda variavel UV/VIS
modelo 484.

Coluna: preparativa Octadecyl Spherisorb S50DS Hi-Chrom Preparative
HPLC Collumn {5 pm, 25 cm x 10 mm, ID)

Fase Moével: Gradiente Linear 80: 20 (H20: CHsCN}- 100 {CH:CN) em 45
minutos de analise.

Fluxo: 2mL/min.

Volume de Injecao: 100 uL

Detector: 270 nm

Os solventes foram filtrados e desgaseificados antes de cada analise, sendo

a agua destilada e deionizada a uma concentracio de 18,2 mw. Todas as

amostras foram dissolvidas em solvente grau HPLC e filtradas em filtro tipo
Millex®.

2.1 Andlise Qualitativa

As analises qualitativas dos extratos diclorometanico e éter de petréleo das

raizes de Deguelia hatschbachii foram realizadas com objetivo de verificar o perfil

cromatografico de cada extrato.

Para o extrato diclorometanico esta analise se baseou na co-injecao de oito
das doze substancias isoladas deste extrato, enquanto que para o extrato éter de

petrélec co-injetamos apenas duas das quatro substédncias isoladas. A
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identificacBo dos picos nos cromatogramas foi feita comparandoc o tempo de
retengdo € o espectro no UV correspondente a cada substancia pura. A pureza de
cada pico foi checada pela varredura dos correspondentes espectros no UV
realizada pelo proprio eguipamento.

2.1.1 Selecdo do fase mével

Usando a coluna ODS Hypersil Sum, 100x4,6 mm, foram testadas varias
fases moveis, fais como: condicbes isocraticas de acetonitrila 100% e CHaCN:H:0
10%, 20%, 30%, 40%, 50% e 60%, gradientes de CHsCN:H20 (20:80) até 100% de
CHaCN em 30 minutos € em 45 minutos, de CH3CN:H20 (10:90} até 100% de
CHaCN em 30 minutos e em 45 minutos. Gradientes de MeOH:H,O também
foram testadas na proporcdes de MeOH:H0 (60:40) até 100% de MeQOH em 30
minutos, MeOH:H20 (50:50) até 100% de MeOH em 30 minutos, MeOH:H,O
(40:60) até 100% de MeOH em 30 minutos, MeOH:H.O (30:70) até 100% de
MeOH em 30 minutos. Trocando a coluna para HP Nova-Pack, 3 pm, foram
testados os gradientes de CHsCN:H:O (20:80) até 100% de CHsCN em 30
minutos € em 45 minutos; de CHsCN:H20 {30:70) até 100% de CHsCN em 30

minutos € em 45 minutos; CHsCN:H20 (40:60) até 100% de CHsCN em 30
minutos € em 45 minutos.

Apos todas estas tentativas, a fase movel que proporcionou methor
separacdo dos picos correspondentes as substéancias foi a gradiente partindo da
mistura CHsCN:H20 {20:80) aumentando a proporcao de CHsCN até 100% em 45

minutos.

2.1.2 Selecao do comprimento de onda

A escolha do comprimento de onda se baseou no comportamentc dos
flavonoides, que apresentam duas principais bandas de absorcio no UV, uma
referente ao sistema benzoila (Banda II, 240-285 nmj e outra ao sistema
cinamoila (Banda I, 300-400 nm). Desta forma, foram selecionados 8

comprimentos de onda { A= 230, 240, 260, 280, 300, 320, 340 e 360 nmj com o
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objetivo de determinar em qual deles a absorcao de cada substéncia é maxima.
Este dado foi de grande importéncia para a analise quantitativa dos extratos.

2.2 Andlise Quantitativa

O método utilizado para a quantificacio de cinco dos flavondides isolados
foi o de calibracdo externa, produzindo curvas analiticas com coeficiente de
correlacio de no minime 0,989. As condicdes de anélise foram as mesmas
usadas na analise qualitativa das substancias nos extratos. Vale a pena
mencionar que o detector foi selecionado no comprimento de onda de absorcio

méaxima caracteristica de cada amostra, que foi determinadoc pela analise

qualitativa.
2.2.1 Preparacio das solucbes padroes:

As curvas analiticas foram feitas com os padrbes diluidos em baldes

volumétricos.
2.2.2 Construciao das curvas analiticas:
As curvas analiticas foram construidas seguindo a equacéo:
y=a+bx
onde:

y= area absoluta dos picos no cromatograma {fornecida pelo integrador do
aparelho);

x= concentracdo do padrao (ug/2ul solvente)

a ¢ b foram obtidos através do calculo de regressdc linear com auxilio do

programa Microcal Origin verséao 5.0.

Os valores de concentracédo (x), areas dos picos obtidos em cada diluicdo
{y) e a area do pico de cada amostra no extrato diclorometénico e éter de

petréleo, sdo mostrados nas Tabelas 39 e 40:
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Tabela 39- Valores utilizados para a construcdo das curvas analiticas dos
cinco flavondides isolados do extrato diclorometanico das raizes de Deguelia

hatschbachii.

Padrio

Concentracio
{ng/2pL) (=)

Area do Pico (v}

Area do Pico no ED

Escandenina (1}

Acido Robistico {2)

Flavanona (4)

Lupinifolina (5)

Escandinona (7]

2,072
1,036
0,518
0,259
0,129
0,064

2,08
1,04
0,52
0,26
0,13
0,065

2,4
1,2
0,6
0,3
0,15
0,075

2,2

11

0,55
0,275
0,1375
0,06875

0,84
0,42
0,21
0,105
0,0525
0,02625

2303
1069
484 09
237,06
97,01
65,61

3031
1448
723,80
345,64
170,47
83,67

3428
1692
841,23
412,31
203,63
99,95

2730
1202
550,68
250,99
102,75
43,41

2322
1142
577,01
273,51
139,32
69,76

1095

213,87

1147

572,83

353,06
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Tabela 40- Valores utilizados para a construcio das curvas analiticas das

duas flavanonas isoladas do extrato éter de petroleo das raizes de Deguelia

hatschbachii,

Padrio

Concentragiec  Area do Pico (y)

{ug/2ul) {x)

Area do Pico no ED

Flavanona {4] 2.4 3428
1,2 1692
0,6 841,23
0,3 412,31
0,15 203,63
0,075 99,95

Lupinifolina (5} 2,2 2455
1,1 1201
0,55 573,79
0,275 278,37
0,1375 137,90
0,06875 68,83

712,41

1101

As Tabelas 41 e 42 mostram as equacbes da reta para os flavonéides

quantificados nos extratos éter de petréleo e diclorometanico de D. hatschbachii.

Tabela 41- Equacbes da reta para os sete flavonoides quantificados no

extrato diclorometanico de D. hatschbachii

Padrdo  Equacido da Reta y=atbx Coeficiente de correlaciao

1 y=-122,41+ 1167,21456x 0,99986
2 y=-3,915+ 1344,01099x 1

3 yv=96,43499+ 698,67583x 0,99981
4 y=-10,94 + 1419,08x 1

5 y=-74,67+ 1157,23636x 0,99980
7 y=-9,11771+ 2768,98338x 0,99996
8 y=-59,78+ 1715,29279x 0,99998
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Tabela 42- Equagdes da reta para as duas flavanonas quantificadas no
extrato éter de petroleo de D. hatschbachii

Padréo Equacao da Reta y=atbx Coeficiente de correlacéo
4 y=-10,94 + 1419,08x 1
5 y=-33,21+ 1140,10909x 1

As figuras 24 e 25 mostram os graficos de regressdo linear (curvas

analiticas} dos flavondides gquantificados nos extratos éter de petrdleo e
diclorometénico.
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Figura 24- Curvas de calibracio pelo método de regressao linear dos

flavonoéides 1, 2, 4, 5 e 7 para o extrato diclorometanico
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Figura 25- Curvas de calibragio pelo método de regressao linear das

flavanonas 4 e 5 para o extrato éter de petréleo

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Andlise Qualitativa

Dos 12 flavondides isolados do extrato diclorometanico, s6 néo foi possivel
identificar a osajina {6}, os estilbenos (10 e 11} e a desoxibenzoina (12}.

O cromatograma da Figura 26, mostra a identificacdo de 8 substancias no
extrato diclorometanico obtidos pela injecdo de 10,0 ul. de uma solucdc de
concentracdo 1,25 mg/ml deste extrato em acetonitrila, selecionando o detector

no A= 260 nm.
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{1} Escandenina
4 (2) Acido Robistico (1)
i Robustato de metiia )
238 gz% Flavanona (S) o (‘3)
4 {8} Lapinifolina
] {7) Escandinona
288 {8) Derivado de 4-OH-3-fenil cumarina

4 {9} Desoxibenzoina

ABSORBANCIR (mUM)

208
TEMPS (MIN. 2

Figura 26: Cromatograma do extrato diclorometanico das raizes de D. harschbachii, 1:
Escandenina, 2: Acido Robustico, 3: Robustato de metila, 4: Flavanona, 5: Lupinifolina, 7:
Escandinona, 8: Derivado de 4-OH-3-fenil cumarina, 9: Desoxibenzofna. Condigoes utilizadas:
Coluna HP Nova-Pack, 3 pm, fase mével: gradiente 80: 20 (H,O: CH,CN})- 100 (CH,CN) em 45

min., fluxo: 0,8 mlL/min.

A identificacéo dos flavondides, no cromatograma do extrato, foi feita pela
co-injecdo dos respectivos padrbes puros isolados, comparando os valores de
tempo de retencao e espectros no UV.

A Figura 27 mostra o cromatograma obtido da injecdo de 1,0 ul de uma
solugdo de concentracdo de 1,45 mg/mlL da flavanona (4) em acetonitrila,
selecionando 0 detector no comprimento de onda onde sua absorcidc é maxima
(A= 230 nm). Observamos também que o espectro no UV fornecido pelo aparelho

esta compativel com o obtido experimentalmente para o produto isolado (Anexo
A- E74).
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Figura 27- Cromatograma da flavanona (A= 230 nm) e seu respectivo espectro no UV
CondigGes utilizadas: Coluna HP Nova-Pack, 3 pm, fase mével: gradiente 80: 20 (H,0O: CH,CN)-

100 (CH,CN} em 45 min., fluxo: 0,8 mL/min.

As substancias puras (1), (2}, (3), {5}, (7}, (8) e {9}, também foram injetadas
no aparelho tal como a flavanona {4) e, desta forma pudemos determinar seus
respectivos tempos de retengdes, sempre comparando seus espectros no UV com
os obtidos experimentaimente.

Na Figura 28 observamos a intensificacéo do pico referente a flavanona (4)

(Cromatograma B}, quando co-injetada com o extrate diclorometénico.

1eaa
sae 4)
s2a A
488
2ae
1= Y n.....L_A]LnA F Y

1 8883

8o
sea R
S
200

ABSORBANCIA (mUR)

1@ za 3@ 40
TEMPO C(MIN.3

Figura 28- A: Cromatograma do extrato diclorometanico (A= 230 nm), B: Cromatograma
da co-injegio da flavanona (4) no extrato diclorometéinico (A=230 nm) Condicoes utilizadas:

Coluna HP Nova-Pack, 3 pum, fase mével: gradiente 80: 20 (H,O: CH,CN)- 100 (CH,CN) em 45
min., fluxo: 0,8 mL/min.
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O extrato éter de petrdleo foi injetado nas mesmas condigdes de analise do
extrato diclorometanico (Figura 29).

O que mais nos chama atencfo nestes cromatogramas € a auséncia da
escandenina (1} e do derivado da desoxibenzoina (9} no extrato éter de petrdleo e
a presenca das duas flavanonas (4 e 5} nos dois extratos.

Vale a pena mencionar gue ha mais trés substancias presentes em ambos
os extratos, a substancia com tg= 27,526; tr= 33,094 e tz=33,947. A substancia
de tr= 27,326 corresponde ao noveo derivade de uma 4-OH-3-fenil cumarina {8),
gue deve estar em concentragdo muito baixa no extrato éter de petréleo, pois néo
foi possivel seu isoclamento.

As substancias de tg= 33,094 {a} ¢ 33,947 {(b}; provavelmente devem ser 0s
estilbenos (10 e 11, ou vice-versa) isclados de ambos os extratos, que ndo estioc

mais disponiveis para serem analisados por CLAE, pois sofreram polimerizacéo.

2@
BB )
e @ Extrato diclorometanico B+

@ Extrato éter de netrdleo i1

1a@T _
1281 4 a
e s

-

e HiE o)

B

ABSORBANCIA {(mUA)

T 3O T
43 i |
B3

gm*% -

et e g i

Figura 29- Cromatogramas dos extratos diclorometénico (A= 260 nm) e &ter de petréleo

{L= 230 nm). Condices utilizadas: Coluna HP Nova-Pack, 3 um, fase mével: gradiente 80: 20
(H,O: CH,CN)- 100 (CH;CN) em 45 min., fluxo: 0,8 mL/min.
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Além de termos identificade 8 dos flavondides isolados, no cromatograma
do extrato diclorometanico, também pudemos confirmar a presencga das
substancias inéditas {8) € (9] neste extrato, concluindo com isso, que se tratam
de substancias naturais e nao artefatos.

Estas analises auxiliaram na determinacido das condigdes experimentais
para a analise guantitativa das substancias nos extratos.

3.2 Andglise Quantitative

Embora oito flavonodides tenham sido identificados por CLAE no extrato
diclorometanice, apenas cinco deles puderam ser quantificados, porgue {3} e (8}
coeluiram (Figura 26) dando um tnico pico e o composto {9} se decompds. Para o
extrato éter de petréleo, fol possivel apenas a quantificacdo das flavanonas (4] e
{5}.

As Tabelas 43 e 44 mostram as quantidades obtidas de cada substancia
por grama de raiz nos extratos diclorometénico e éter de petroleo de D.
hatschbachi.

Tabela 43- Quantidade determinada das cinco substidncias no extrato

diclorometanico.
Padrdo mg/g de roiz
1 12,37
2 0,57
4 2,90
) 12,03
7 0,46

Tabela 44- Quantidade determinada das duas flavanonas no extrato éter

de petroleo.

Padréo mg/g de raiz
4 0,64
5 1,27
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1. INTRODUCAO

Atualmente, vem sendoc observado um grande numerco de trabalhos na
literatura mostrando ¢ interesse no isolamento de compostos bioativos de
plantas, principalmente por grupos envolvidos em programas visando a
descoberta de novas drogasl®?154.135,136,137,138,139,140 A metodologia empregada
tanto pode ser de isolamento dos compostos e subsequente testes biologicos,
como de isolamento biomonitorade seguido ou néo da aplicacdo de testes de

atividade biolégica das substéncias puras ja isoladas e identificadas.
Os flavonoéides!?! devem ocorrer na natureza por mais de um bilhdo de

anos interagindo com organismos desenvolvidos aoc longe das eras geoldgicas.

Nitidamente os flavondides desempenham algum papel importante na natureza,

133 Abegaz, B. M.; Ngadjui, B. T.; Bezabih, M. e Mdee, L. X. Novel naturai products from
marketed plants of eastern and scuthern Africa. Pure Appl. Chem. 71 (6), p. 919-926, 1899.

134 Takasaki, M.; Tokuda, H.; Nishino, H. e Konoshima, T. Cancer chemopreventive agents
(Antitumor-promoters) from Ajuga decumbens. J. Nat. Prod. 62 (7), p. 972-975, 1999.

135 Stevens, J. F.; Ivancic, M.; Deinzer, M. L. e Wollenweber, E. A novel 2-
hydroxyflavanone from Collinsonia canadensis. J. Nat. Prod. 62 (2), p. 392-394, 1999,

136 Kuroyanagi, M.; Arakawa, T.; Hirayama, Y. e Hayashi, T. Antibacterial and
Antiandrogen flavonoids from Sophora flavescens. J. Nat. Prod. 62 (12), p. 1595-1599, 1999.

187 Hosny, M. e Rosazza, J. P. N. Microbial hydroxylation and methylation of genistein by
Streptomycetes. J. Nat. Prod. 62 (12), p. 1609-1612, 1999.

138 Zahir, A.; Jossang, A.; Bodo, B.; Provost, J.; Cosson, J-P. e Sévenet, T. Five new flavone
5-O-glycosides from Lethedon tannaensis: lethedosides and lethediosides. J. Nat. Prod. 62 (2), p.
241-243, 1999.

139 Mafiez, S.; Recio, M. del C.; Gil, I.; Gémez, C.; Giner, R-M.; Waterman, P. G. e Rios, J-
L. A glycosyl analogue of diacylglycerol and other antiinflammatory constituents from Inula
viscosa. J. Nat. Prod. 62 (4), p. 601-604, 1999.

140 Le Bail, J. C.; Champavier, Y.; Chulia, A. J. e Habrioux, G. Effects of phytoestrogens on
aromatase, 3-beta and 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase activities and human breast
cancer cells. Life sciences, 66 (14}, p. 1281-1291, 2000.

141 Middleton Jr., E. e Kandaswami, C. The impact of plant flavonocids on mammalian
biology: implications for immunity, inflammation and cancer. In: Harbone, J. B The Flavonoids:

Advances in research since 1986, 1% Edition. Chapman &Hall, chapter 15, p. 619-652, 1593,
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tendo sobrevivido em plantas vasculares durante toda a evolugdoc. A grande
associacdo dos flavonodides de plantas com varias espécies de animais e outros
organismos durante toda a evolugdo pode explicar a extraordinéria extensdo de
atividades bioguimicas e farmacolégicas destes meiabdlitos em mamiferos ¢
outros seres vivos.

Taverniera abyssinica A. Rich (Leguminosae)i4? € uma planta pertencente a
um pequenoc género de 15 taxons, que ocorre no nordeste da Africa e sudoeste da
Asia. Ela € vendida em mercados da Etiépia como um analgésicc para todas as
dores. O nome dado pela Etiopia a esta planta é: Dingetegna, quc significa:
“Cura para doencgas subitas”. Um pequeno magoe das raizes de Taverniera
abyssinica € mastigado e o suco & engolido para ¢ alivio imediato da iebre,
desconforto e dor. As raizes desta planta tem fornecido 4 derivados de
isoflavondides e um novo pterocarpanc: 3,4- dihidroxi-9-metoxipterocarpano.
Pelo menos algumas das propriedades analgésicas das raizes tem sido atribuido
aos isoflavondides. Este exemplo, de uma planta amplamente usada pela
populacao, refor¢a a importancia de um controle de qualidade na producédo de
fitofarmacos e no estudo das dosagens efetivas e/ou toxicas.

Atualmente o céncer continua sendo uma doenga muito séria e € uma das
maiores causas de morte no mundo, apesar de muitos avang¢os que tem sido
feitos na quimioterapia. Contudo, um agente anticancer ideal e efetivo, livre dos
efeitos colaterais, ainda nao foi encontrado. Entretanto, a quimioprevencaoc do

cancer tem se tornado bastante importante nos Gltimos anosi*3.

Em um trabalho recente, Fang e Casidal# relataram o efeito inibitério de
Rotenona e Deguelina (Quadro 43}, ja conhecidas poi‘ suas atividades inseticidas,

frente a NADH:ubiquinona oxidoredutase, a primeira enzima alvo no ciclo de

142 Abegaz, B. M.; Ngadjui, B. T.; Bezabih, M. e Mdee, L. K. Novel natural products from
marketed plants of eastern and southern Africa. Pure Appl. Chem. Vol. 71 (6}, p. 919-926, 1999.

143 Takasaki, M.; Tokuda, H.; Nishino, H. ¢ Konoshima, T. Cancer chemopreventive agents
{(Antitumor-promoters) from Ajuga decumbens. J. Nat. Prod. 62 (7}, p. 972-975, 1999,

144 Fang, N. e Casida, J. E. New bicactive flavonoids and stilbenes in cubé resin
insecticide. J. Nat. Prod. 62 {2}, p. 205-210, 1999.
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desenvolvimenio das células tumorais; e da ornitina descaboxilase forbol ester-
induzida (ODC], indicando ¢ efeito antiproliferativo, tornando-as candidatas para

0 usc guimiopreventivo do cincer.

OMe

Deguelina Rotenona

Quadro 43- Estruturas dos rotenédides Deguelina de Rotenona

Sabendo que os estudos epidemiolégicos sugerem que o consumo de
alimentos ricos em fitoestrogenos devem proteger contra o cancer de mama, e
que fitoestrogenos, tais como a genisteina, tem sido relatados tanto inibindo
gquanto estimulando o crescimento de algumas células do cancer de mama
humano, Dixon-Shanies et al.’*® testaram os fitoestrégenos genisteina,
daidzeina, biochanina A e coumestrol (Quadro 44) observando que estes inibiram
o crescimento soro-estimulado das células de cancer de mama das linhagens T-
47D e MCF-7 nas concentracdes de 10-100 p M. Da mesma forma testaram
extratos de varias ervas estrogénicas, incluindo lipulo, e estas também inibiram
o crescimento das c€lulas T-47D. Estes resultados in vitro sugerem que tanto as

ervas como os fitoestrogenos podem ser promissores na prevencéo do cancer de
mama.

145 Dixon- Shanies, D. e Shaikh, N. Growth inhibition of human breast cancer cells by
herbs and phytoestrogens. Oncolegy reports 6 {6), p. 1383-1387, 1990,
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Coumestrol Biochanina A

Quadre 44- Estruturas da genisteina, daidzeina, coumestrol e biochanina A.

Sabendo que muites derivados dos flavonédides sfo responsaveis por varias
atividades biolégicas, tais como protecédo contra os raios UV, anti-oxidante, anti-
hipertensivo, anti-viral, antitumoral, fungicida, bactericida entre outragl46,147,148
nos tornamos muito interessados em realizar testes de Bioautografia, para
avaliar a atividade antimicrobiana (antifingica e antibacteriana) e; teste de
letalidade com Artemnia salina para avaliar a potencial atividade antitumoral e/ou
inseticida dos trés extratos de Deguelia hatschbachii ¢ de algumas das

substancias isoladas.

146 Mc Chlure, J. W.; In: Harbone, J. B.; Mabry, T. J. e Mabry, H.; The Flavonoids.
Acadermic Press, p. 1011-1038, 1975.

147 Evans, W. C. apud Nogueira, M. A. Estudo fitoquimico de Lonchocarpus latifotius (Willd)
DC Leguminosae- Isolamento, Determinaciio estrutural, Atividade Biologica e Andlise Sazonal.
Tese de Doutoramento, Instituto de Quimica- UNICAMFP, 1998,

148 Crozier, A.; Jensen, E.; Lean, M. E. J. e McDonald, M. S. Quantitative analysis of

flavonoids by reversed-phase high-performance liquid chromatography. J. Chromatogr. A, 761, p.
315-321, 1997.
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Os testes acima mencionados foram implantados em nosso laboratério de
pesquisa com a valiosa colaboracio da Dra. Marisa Alves Nogueira#® ex-aluna
de doutorado do nosso grupo de pesguisa. Estes testes permitiram avaliar
possiveis atividades biologicas dos extratos obtidos da planta estudada, bem

como das substancias puras isoladas, de uma forma rapida e simples.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Bioensaioc de Letalidade com Artemia salina ( “Brine Shrimp Letality
Test”)

O ensaic foi desenvolvido de acordo com a técnica proposta por Mc

Laughlin*®, sendo que o resultado positive indica toxicidade.

Ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir em solucio de sal
marinho (38 g/L}, num pequeno recipiente coberto parcialmente, pois as larvas
possuem fototropismo positivo (sdo atraidas pela luz). Este sistema foi deixado
durante dois dias (48 hs} para que os ovos se convertessem em larvas tipo
nauplii.

Os extratos éter de petrdleo, diclorometénico e metandélico e os compostos
escandenina (1), flavanona {4) e flavanona lupinifolina (5), foram pesados e

diluidos em solventes apropriados conforme mostrado no Fluxograma 17.

Por questoes de quantidade disponivel das substancias e de tratamento
dos dados através do programa fornecido, o extrato diclorometénico, por ser
muito ativo, foi testado em concentrac¢des de 100, 10 e 1 ppm, enquanto que 0s

dois Qltimos compostos foram testados em concentracdes de 250, 25e 2,5 ppm.

142 Nogueira, M. A. Estudo fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae-
Isolamento, Determinacio estrutural, Atividade Biologica e Anéalise Sazonal. Tese de
Doutoramento, Instituto de Quimica- UNICAMP, 1998.

15¢ Mc Laughlin, J. L.; Colman-Saizarbitoria, T.; Anderson, J. E. Tres bicensayos simples
para guimices de productos naturales. Revista de la Sociedad Venezolana de Quimica 18 (4), p.
13-18, 1995

186



Capitulo III Testes Biolbgicos

Apbs a evaporacéo total do solvente, cada um dos nove frascos recebeu
uma gota de dimetilsulféxido (DMSQ]), cerca de 3 mL de solucao de sal marinho
{38 g/L}, 10 larvas de Arternia salina e, o volume ajustado para 5 mL. Os frascos
foram deixados em repouso e descobertos e, apés 24 horas procedeu-se a

contagem do numerc de camardes sobreviventes.

Os dados obtidos farain analisados em programa Finney, o qual foi obtido

pelo Dr. McLaughlin, para andlise estatistica ¢ assim determinar os valores de
EDso.

3 3,8 mL
Composto ou Extrate

+ 1000 ppm
Solvente apropriade {2 mL)

= 0.5 mL

—2 3,5 mL

—— 0,5 mL
0,2 mL + 1,8 mL de solvente 100 ppm » 0,5 mL
- 0,5mL
——» 3,5 mL
0,2 mL + 1,8 mL de solvente 10 ppm » 0,5mL

——» (3,5 mL
Fluxograma 17- Procedimento para diluicdo da amostra no teste com
Artemia salina
2.2 Teste para atividade bactericida e fungicida (Bioautografia)
Este teste foi implantado em nosso laboratério, com algumas modificagdes
introduzidas no protocolo descrito por Saxenals!t,
Foram realizados ensaios bioautograficos, a fim de avaliar as atividades

antimicrobianas dos extratos e¢ de algumas substancias isoladas do extrato
diclorometanico.

151 Saxena, G.; Farner, S.; Towers, G. H. N. e Hancock, R. E. W. Use of specific dyes in the
detection of antimicrobial compounds from crude plant-extracts using a thin-layer
chromatography agar overlay technique. Phytochem. Anal., 6 {3), p. 125-129, 1995.
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Quantidades conhecidas dos trés extratos e das substancias puras, Sic
primeiramente dissolvidas em solventes proprios, atingindo concentracées que
variam de 0,56 mg/mL a 4,18 mg/mL dependendo da amostra. Séo aplicados
nas placas de CCD (Merk Silica Gel GFzs2 6x6 cm)} os volumes de 20 ul. ou 50 uL
de amostra, enguanto que os volumes de antibiético {cloranfenicol para as
bactérias ¢ ciclopirox olamina para os fungos) séio de 2 ul ou 1 ul, também
dependendo do teste.

Para cada teste sdo feitas duas placas, pois uma delas é posteriormente
revelada com anisaldeido para servir de placa controle,

As placas sao desenvolvidas em solventes pré-determinados e, em seguida
colocadas dentro de uma placa de Petri de 90 mm de didmetro, que para serem
esterilizadas s&o mantidas durante 30 minutos dentro de uma camara de
madeira revestida de formica, sob luz ultra-violeta. Posteriormente, é adicionado
a estas placas 20 mlL do meioc de cultura caracteristico para cada
microorganismo, deixando sob luz UV por mais 30 minutos, até que o meio esfrie
e solidifique.

Apos a solidificacdo do meio, sdo inoculados, com o auxilio de uma alca de
Digralski, cerca de 100 uL ou 200 pL de suspensio do microorganismo contendo
aproximadamente 10¢ células/mlL.

Em todos os testes € feito uma placa de Petri contendo apenas o meio de
cultura (branco) inoculado com a suspensio do microorganismo, a fim de avaliar
o crescimento microbiano.

Apbs todo este procedimento, as placas s@o envolvidas com filme de PVC
transparente e incubadas, durante 24 horas para'bactérias e 7 dias para fungos,
em uma estufa apropriada, com temperatura controlada e especifica para cada
microorganismo (cerca de 37°C para bactérias e 25°C para fungos).

Passada as horas ou os dias de incubacdo, sdo observados os halos de

inibicdo para o crescimento do microorganismo e, comparados com 2 placa

controle,
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Os meios de cultura utilizados foram: NA {Agar Nutriente) para bactérias,
constituido de peptona (5,0 g} + extrato de carne (3,0 g} + agar (15,0 g) + agua
destilada 1000 mL; MA (Agar Malte) para fungos filamentosos, constituido de
extrato de malte (20,0 g} + agar (20,0 g) e YMA para fungos ndo filamentosos,
constituido de extrato de levedura (3,0 g}, extrato de malte {3,0 g, peptona (5,0
g), dextrose {10,0 g} e 4gar (20,0 g).

Foram testados os seguintes microorganismos:

® Bactérias:

Bacillus subtilis (gram +) CCT 0089

Staphylococcus aureus {gram +) CCT 4295

Escherichia coli (gram -} CCT 5050

Salmonella typhimurium (gram -} CCT 0528

Micrococcus luteus (gram +} CCT 2720

Rodococcus equi (gram +} CCT 0541

®% Fungos filamentosos:

Asperygillus niger CCT 1435
Penicillindium funiculosum CCT 0490
Fusarium oxysporum CCT 3244
Alternaria alternata CCT 1250

Rhizopus oryzae CCT 4964

Aspergillus fumigatus CCT 01277
Cladosporium cladosporioides CCT 5039
Pernicillium oxalicum CCT 4815

® Fungo nio filamentoso (Levecluxa):
Candida albicans CCT 0776

Os meios de cultura, bem como as suspensdes dos microorganismos
utilizados nestes bioensaios, foram fornecidos pela Colecio de Culturas Tropicais

(CCT) da Fundacé@o Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello” de
Campinas.
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3. Resultados e Discussdo

3.1 Bioensaiv de Letalidade com Artemia salina (“Brine Shrimp Letality
Test”)

O resultado positivo deste bicensaio ¢ um indicador de toxicidade tanto
para “screening” de substincias com atividade antitumorallsz153, quanto para
compostos com atividade pesticida. Este ensaio apresenta uma correlacéo
positiva com os ensaios sobre células 9kb (carcinoma nasofaringeo humano, p=
0,036 e kappa= 0,56}, onde os valores de Dlso para citotoxicidade sdo geralmente
proximos a décima parte dos valores DLso encontrados nos bioensaios com
Artemia salinal®?.

Apds analise estatisticas dos dados, podemos observar que os exiratos
diclorometanico e éter de petrolec sdoc mais ativos do que o metanélico {Tabela
45}, dentro da faixa de interesse { < 1000 ppm). Das substancias puras testadas,
a flavanona {4 ¢ a mais ativa, seguida pela flavanona lupinifolina {5) e por tltimo
pela escandenina {1}, todas mostrando-se bastante ativas (Tabela 43).

Tabela 45- Valores obtidos de doses letais médias efetivas (DLso) dos

extratos e dos compostos (1, 4 e 5} para o teste com Artemia salina

Amostra DLgO (ug/mL) Resultado
Extrato eter de petrdleo 3,60 Ativo
Extrato diclorometanico 1,28 e 0,83 Ativo
Extrato metanodlico 79,98 Ativo
Flavanona (4} 3,0004 Afivo
Lupinifolina (5) 13,01 Ativo
Escandenina (1) 4,31 Ativo

152 Hoop, D. C.; Alali, F. Q.; Gu, Z-M. & McLaughlin, J. L. Mono-THF ring annonaceous
acetogenins from Annona squamosa. Phytochemistry 47 (5), p. 803-809, 1998.

% Ratnayake, S.; Gu; Z-M.; Miesbauer, 1. R.; Smith, D. L.; Wood, K. V. Evert, D. R. e
McLaughlin, J. L. Parvifloracin and parviflorin: cytotoxic bistetranydrofuran acetogenins with 35
carbons from Asimina parviflora (annonaceae). Can. J. Chem. 72 (2}, p. 287-293, 1994.

154 Me Laughlin, J. L.; Colman-Saizarbitoria, T.; Anderson, J. E. Tres bicensayos simples
para quimices de productos naturales. Revista de la Sociedad Venezolana de Quimica 18 (4}, p.
13-18, 1995,

193



Capitulo II1 Testes Bioldgicos

3.2 Teste para atividade bactericida e fungicida (Bioautografia)

A escandenina ({1}, o estilbeno (11}, a flavanona (4] ¢ a flavanona
lupinifolina (5} apresentaram atividade positiva contra Bacillus subtilis, enquanto

somente a escandenina apresentou-se ativa contra Staphylococcus aureus.

Dos fungos testados, apenas o extrato metanoOlico apresentou-se ativo

contra Cladosporium cladosporioides.

Os compostos 2, 3, 7, 10 ¢ 11 foram também testados contra Bacillus

subtilis, mas apenas o composte 11 mostrou resultado positivo.

Os compostos 10 e 11 também foram testados contra Candida albicans e

Cladosporium cladosporioides, mas mostraram resultados negativos.

Na Figura 30, cbservamos os halos de inibigdo, um referente 4 substancia
isolada Escandenina (1} e outra ao antibidtico aplicado, para o crescimento do
microorganismo Bacillus subtilis, exemplificande o resultado positive observado

através do Teste de Biocautografia.

Figura 30- Placas, testemunha e do resultado do teste para Bacillus
subtilis, contendo as substancias escandenina (1), {8}, a desoxibenzoina (9) e o
antibiético (A).

Na Figura 31, cobservamos os halos de inibicdc, um referente ao extrato
metanolico e outra ac antibiético aplicado, para o crescimento do
microorganisme Cladosporium cladosporioides, exemplificando outro resultado

positive do Teste de Bioautografia.
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S
e

Figura 31- Placas, testemunha e do resultado do teste para Cladosporium
cladosporioides, contendo o antibiético (A} e os extratos éter de petrdleo {(EEP),

diclorometanico (ED) e metandlico (EMe).

A Tabela 46 fornece todos os dados obtidos dos Testes de Bioautografia,

bem como as concentraces utilizadas.
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Tabela 46- Resultados dos testes de bicautografia dos extratos e alguns

compostos isolados das raizes de D. hatschbachui.

Microorganismos festados EEP ED EMe 1 &8 © 4 5

Bactérias
*Staphylococcus aureus CCT* 4295
** Lscherichia coli CCT 5050 - - - - e - -
** Rocdococcus equi CCT 0541 - - - - - - oL
**% Bacillus subtilis CCT 0089 - + - e I S
** Salmonella typhimurium CCT 0528 - - - - - - .-
** Micrococcus tuteus CCT 2720 - - - .

Fungos
**Candida albicans CCT 0776 - - - - - - -
*Cladosporium cladosporioides CCT 5039 - - + -
** Aspergillus niger CCT 1435 - - - - L.
*? Penicillium funiculosum CCT 0490 - - - ... .-
*? Fusarium oxysporium CCT 3244 - - - - e .o
#¢¢ Alternaria alternata CCT 1250 - - - - - ..
*¢* Rhizopus oryzae CCT 4964 - - - - - - -
**¢ Aspergillus fumigatus CCT 01277 - - - - - - .o
* ¢ % ¢ penicillium oxalicum CCT 4815 - - - - ...

* CCT: Colecio de Culturas Tropicais {CCT) da Fundacdo Tropical de Pesquisa e
Tecnologia “André Tosello” de Campinas.

+ : resultado positivo

- 3 resultado negative

As quantidades das amostras aplicadas na placas de CCDA contra os microorganismos,
foram respectivamente (da esquerda para a direita):

(*) 24,0; 34,8; 66,4; 32,8; 83,6; 11,2; 20,0 € 20,0 g

{(**) 40,0; 39,2; 39,7; 20,0; 19,5; 20,0; 20,3 € 20,4 ug

(¥*) 40,05 39,2; 39,7; 112,5 (e 32,8); 13,5 (¢ 83,6); 14,0 (e 11,2); 20,3; 20,4 pg

{*} 30,0; 87,0; 166; 20,0; 19,5; 20,0; 20,3 € 20,4 ug

{(**) 12,0; 34,8; 66,4; 32,8; 83,06; 11,2; 20,0 ¢ 20,0 pg

{(***) 30,0; 87,0; 166; 82,0; 209; 28,0; 20,0 € 20,0 pg

(****) 30,0; 87,0; 166; 82,0; 19,5; 20,0; 20,0 € 20,0 ug

Obs: Os compostos 2, 3,7, 10 e 11 {Quadro 5 e 6} respectivamente 97,5; 71,3;
66,6; 56,6 ¢ 24,0 pg foram também testados contra Bacillus subtilis, mas apenas
11 apresentou atividade positiva, enquanto os compostos 10 e 11
respectivamente 34,0 e 48,0 ug foram também testados contra Candida albicans
e Cladosporium cladosporioides, mas nao apresentaram atividade.
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1. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fitoquimico de Deguelia hatschbachii A. M. G. Azevedo, uma nova
espécie nativa, € inédito na literatura e permitiu o isolamento de treze
substancias, das quais cinco s&c inéditas (8-12}), destacando-se as
desoxibenzoinas (9 e 12), o derivado da 4-hidroxi-3-fenilcumarina (8), por
pertencerem a classe de metabélitos raramente encontradas na natureza.

Em relacéo as substéncias isoladas, apés um levantamento bibliografico,
detectamos a ocorréncia natural de apenas seis derivados de desoxibenzoinas

(27, 27a-d e 28)155,156,157.158,159,160 {(huyadro 45) e quatorze derivados de 4-hidroxi-
3-fenilcumarinas (32-45) 160,161,162 (Quadro 46).

155 King, F. E.; King, T. J. e Warwick, A. J. The chemistry of extractives from hardwoods.
Part VIL. Constituents of muninga, the heartwood of Pterocarpus angolensis. B: 2:4-
dihydroxyphenyl 1-p- methoxyphenylethyl ketone (Angolensin). J. Chem. Soc., 96, p. 1920-1924,
1952.

1%6 Bezuidenhoudt, B. C. B.; Brandt, E. V.; Roux, D. G. e Van Rooyen, P. H. Novel a-
methyldeoxybenzoins from the heartwood of Pterocarpus angolensis D. C.: Absolute configuration
and conformation of the first sesquiterpenylangolensis, and X-ray crystal structure of 4-O-a-
cadinyl-angolensin. J. C. S. Perkin Trans I, p. 2179-2183, 1980.

157 Bezuidenhoudt, B. C. B.; Brandt, E. V. e Roux, D. G. A npovel o-
hydroxydihydrochalcone from the heartwood of Pterocarpus angolensis D. C.. Absolute
configuratiors, synthesis, photochemical transformations, and conversion into «-
methyldeoxybenzoins. J. C. S. Perkin Trans I, p. 263-269, 1981.

18 Jain, A. C. e Paliwal, P. A facile synthesis of a-methyldeoxybenzoins inchuding
racemates of natural angolensin, 2-O-methylangolensin & 4-C-methylangolensin. Indian Journal
of Chemistry, vol. 278, p. 985-988, 1988.

159 Kiuchi, F.; Chen, X. e Tsuda, Y. Four new phenolic constituents from Licorice {root of
Glyeyrrhiza sp.). Heterocycles, 31 (4), p. 629-636, 1990.

160 Wong, E. The isoflavonoids. In: Harbone, J.B.; Mabry, T.J. e Mabry, H.; The Flavonoids;
Academic Press; p. 743-800, 1975,

161 Dewick, P. M. Isoflavoncids. In: Harbone, J. B. The Flavonoids: Advances in research

since 1986. Chapman & Hall, p. 120, 1993,

162 Boland, G. M. e Donnelly, D. M. X. Isoflavonoids and related compounds. Nat. Prod.
Rep. 15 {3), p. 241-260, 1998,
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"OCH:
(27 B=R'= H, aR(-}- Angolensina
{Z72) B=CHj;, R=H, ok {+} 2-O-metilangolensina
{27b) R=H, R=CHj, a5- 4-O-meiilangolensina
(27¢) R=H, R'= C;gH1s, a B-4-0-0-cadinilangolensina (28) Licoriphenona
(27d) R=H, R'= C;zH1s, aR-4-0-T-cadinilangelensina

Quadro 45- Derivados de desoxibenzoinas encontrados na literatura

(32) R=H, R'= prenila, R"= H, Acido Lonchoearpico
(33) R=CH;, R'= prenila, R“'= H, Lonchocarpina (37) R= H, R'=H, Robustina

(34) R= CH;, R'=H, R"=H, Acido Robiistico (38) R= CHj3, R'=H, Metil Robustina
{35) R= CH;, R'= H, R"= CH3, Rebustato de metila (39) R= H, R'=0OCHj;, Thonningine A
{36) R= CH;, R'= OCHj;, R"=H, Thenningine B

O 0. _ 0
99
OCHOCH

3 3 o

o] o
{42) R=R'=H, Escandenina

(40) Glabrescina (43) R=R'= CHj; 4, 4'- dimetoxi escandenina

(44) R=H, Iscrobustina

41) Derrusnina
{45) R= CH;, Metil isorobustina “D

Quadro 46- Derivados de 4-hidroxi-3-fenilcumarinas encontrados na

literatura
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Levando em consideracdo suas caracteristicas morfolégicas de
inflorescéncia Deguelia hatschbachii foi alocada, por A. M. G. Azevedo, na secéo
Multiovulis,

Quando comparamos as substancias isoladas das espécies de Deguekia
pertencentes as secbes Multiovulis e Degueiia (Tabelas 2 e 3; Quadros 1 e 2) com
as isocladas de Deguelia hatschbachii (Quadros 5 e 6} vemos que a presenca de
fenilcumarinas e isoflavonas predomina nas espécies da secao Multiovulis, o que

corrobora com a inclusdo de D. hatschbachii nesta secio.

Segundo a proposta apresentada pela botanica Dra. Ana Maria G. A. Tozzi,
as espécies do género Deguelia apresentavam caracteristicas morfologicas mais
evoluidas do que as espécies de Lonchocarpusl63164165166167,165. o gue se
confirma pelo estudo fitoquimico de Deguelia hatschbachii, pois a maioria dos
flavonoéides isolados pertencem & classe dos isoflavondides (1-3, 6-9 e 12)
{Quadro 5 e 6). Para sintetizar substancias dessa classe é preciso que a planta
tenha um complexo enzimatico mais desenvolvido, pois envolve um maior

numero de etapas dentro da rota biossintética (Quadro 3- Capitulo I).

162 Nogueira, M. A. Estudo fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae-
Isolamento, Determinacdo estrutural, Atividade Biolégica e Analise Sazonal. Tese de
Doutoramento, Instituto de Quimica- UNICAMP, 1998.

164 Blanco, 1. S. Flavonodides de Lonchocarpus muehlbergianus e Sintese de flavanas 4-
oxigenadas. Campinas, Tese de Doutoramento, Instituto de Quimica- UNICAMP, 1995,

165 Magalhaes, A.F.; Tozzi, A M.G. de A.; Sales, B.H.L.N. e Magalhaes, E.G. Twenty-three
flavonoids from Lonchocarpus subglaucescens. Phytochemisfry, 42 (5), p. 1459-1471, 1996,

166 Magalhaes, A. F; Ruiz, A. L. T. G.; Tozzi, A. M. G. A, e Magalhdes, E, G,
Dihydroflavonols and flavanones from Lonchocarpus atropurpureus roots. Phytochemistry, 52 (8),
p. 1681-1685, 1999,

167 Firmino, C. A. Estudo fitoquimico das raizes de Lonchocarpus campestris- Tozzi.
Dissertacdo de Mestrado, Instituto de Quimica- UNICAMP, 1998,

168 Soriano, M. del P. C. Estudo ftoquimico de Lonchocarpus dipteroneurus Pittier e
Loncheocarpus montanus A. M. G. Azevedo- Isolamento, Determinagdo estrutural e Atividade
biologica. Dissertacao de Mestrado, Institute de Quimica- UNICAMP, 1990,
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Capitulo IV Consideragbes Finais

A ocorréncia natural das novas desoxibenzciﬁés 9 e 12, ao lado de
escandenina (1) e de seu nove derivado 8, sugere que a hidrdlise seguida de
descarbexilag@o, anteriormente observada “in vitro” com varias 4-OH-3-
fenilcumarinas, também pode ocorrer na natureza.

% importante ressaltar que os testes de bioautografia e de Letalidade com
Artemia salina ainda naoc haviam sido aplicados a nenhum extrato de espécies de
Deguelia, nem a maioria das substancias conhecidas gue foram iscladas de D.
hatschbachii. A literatura menciona apenas a atividade fungicida de lupinifolina

(5) contra os fungos Cladosporium cucumerinum e Candida albicans!®,

159 Ma, W. G.; Fuzzati, N.; Lu, 8. L.; Gu, D. 8. e Hostettmann, K. Further chromones from
Eriosema tuberosum. Phytochemistry, 43 (6), p. 1339-1343, 19%6.
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Anexo A Espectros das 4-hidroxi-3-fenilcumarina:
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E1-RMN *H (300 MHz, CDCls/TMS) da escandenina (1)
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E2-RMN 3C (75 MHz, CDCls/TMS) e DEPT (90° e 135%) da escandenina (1)
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E12-Especiro no UV (CHCl5) da escandening (1)
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Espectros das 4-hidroxi-3-fenilcumarinas
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Espectros das 4-hidroxi-3-fenilcumarinas

E18-Espectro de massas (IE, 70 eV) do dcido robustice (2)
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Anexo A Espectros das 4-hidroxi-3-fenilcumarinas
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inexc A Espectros das 4-hidroxi-3-fenilcumaring
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E42- RMN-2D a vdrias ligacdes (*H, °C-gHMBC) da substéncia (8)
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E45-RMN °C (125 MHz, CDCIs/TMS) totalmente acoplado da substéncia (8)
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E47-Espectre de massas de alta resolugdo (IE, 70 eV) da substéncia (8)
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E48-Espectro de massas do experimente EM/EM (IE, 70 eV) da substéncia (8)
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E49-Espectro de massas do experimento EM/EM (IE, 70 eV) da substéncia (8)
selecionando o ion de m/z 257
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E50-Espectro de massas do experimento EM/EM (IE, 70 eV) da substéncia (8)
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ES1-Espectro de massas do experimento EM/EM (IE, 70 eV) da substéncia (8)
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E65- RMN-2D a vérias ligagdes (*H, 1°C- COLOC) da flavanona (4) (Ampliacto)
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Eé6-Espectro de massas (IE, 70 eV) da flavanona (4)
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E67-Espectro de massas de alta resolugdo (IE, 70 eV) da flavanona (4)
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E68-Espectro de massas do experimento EM/EM (IE, 70 eV) da flavanona (4)
selecionando o fon de m/z 179
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E69-Espectro de massas do experimento EM/EM (IE, 70 eV) da flavanona (4)
selecionando o fon de m/z 206
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E70-Espectro de massas do experimento EM/EM (IE, 70 eV) da flavanona (4)
selecionando o fon de m/z 219
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E71-Espectro de massas do experimento EM/EM (IE, 70 eV) da flavanona {4)
selecionando o ion de m/z 234
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E72-Espectro de massas do experimento EM/EM (IE, 70 eV) da flavanona (4)
selecionando o ion de m/z 339
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E73-Espectro no IV (cela KBr) da flavanona (4)
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E74- Espectro no UV (MeOH) da flavanona (4)
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E76-RMN C (75 MHz, CDCls/ TMS) e DEPT (90° e 135°%) da lupinifolina (5)
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F101-RMN 'H (300 MHz, CDCls/TMS) da desoxibenzoina {12)



Anexo A

Espectros das desoxibenzoinas

& i H
o i " [ T TEERET, A A B
ksl - j b B st e I ok bbb il s g
Fogid T DA L B T 4 T T AL T T T T LU T =T Tt d
280 181 150 149 120 100 82 62 40 210 Bpm
on T ey
off doftng de.._
WALTZ=58 merduiates
BATA PROCEISIMNG
T sizy 327983
Toial jiwa 2.7 hours
L ] : f
3 {) 3
i
o
.
. o 1 i * 2 | 4 b 2 ! i ki sl il thill ) " . | 1 i) ] ¥ i
it e e ikt a3 140 Al e et it i o il aLi bl b
131 121 113 100 50 a8 7t 58 50 4 30 ppm

E102-RMN °C (75 MHz, CDCI/TMS) e DEPT (90° e 135°) da desoxibenzoing (12)

285



Anexo A

Espectros das desoxibenzoine

286

e

e
~10g,. 99 p.42
.48

£103-Espectro de diferenca de NOE (8 3,77) da desoxibenzoina (12)

[File ROV I8eit T IS5 159 Win TOUOPPHE Regq: 3 AI:ROV3
rutoSpec EX+ Magmet BpM:301 BpI: 6855‘3‘! TIC: 37841.62 Flags HAI..L
100% ap1. L 6.9ES
95_? VALERIA - FLAVROVA E 6. 585
ELE f&.2E5
85] E5.8ES
803 E5.585
753 E5.1ES
70_: b4.8E8
653 4,525
60 PR
553 £3.8E5
50 : £3.485
451 £3.1E8
403 2,728
35 E2.425
36 L2.1E5
28 t1.7E5
203 E1.485
15 Las 245 iss L1 0ES
16357 5. SE4
S 5 E3.4E4
i 107 135! 167 1%%2&_ 256 278 | 333 35 w1, e 0. 0D
50 160 1858 200 250 360 250 590 450 sbo 580 m/z

Ei104-Espectro de massas (IE, 70 eV) da desoxibenzoina (12)



Anexo A Espectros dos estilbenos

m { IR

Irrl'll!iJilllfiitlgliziiilll;qil;r:i;zé;lj:l||::grl||||ll]}:ﬂll]|kl[}[{lllllslélll!;llxl};‘;ual|llliutl!

n
I e
£ e
AT
/ 1 %
S f
" a

m,J‘ E\Muw W,__JJL” Lduﬁji\dlﬁ ;____j wl___Lw .

JEARERSREREEERR! AR AR R LI AR LR RA R REERRA LEREERENEE N F TIITT B
7.4 7.2 . e.s 5.4 E.% 5.9 5.8 5,3

E105-RMN 'H (300 MHz, CDCls/TMS) de estilbeno (10)
287



nexo A

Espectros dos estilbenos

288

(

11—

R R L B IE A L A A 2 B A L I 2y T T T T T T T T T T T T TR T T T T Y
80 160 40 120 100 B$ Eé 4!{ EA PPH g

L

E106-RMN °C (75 MHz, CDCls/TMS) e DEPT (90° e 135°) do estilbeno (10)



Anexo A Espectros dos estilbeno:

it
51

el

I
-,
T

E108-Espectro de diferenca de NOE (5 3,79) do estilbeno (10)

289



nexo A Espectros dos estilbeno:

Fi1 [PPK]

L
n . —
o LN g
- AN &
£
N

o B
£ B
|3
3 -
¢
8 7 8 g i 3 2 : D
F2 IPPH)

E109-RMN-2D (*H, 'H- COSY) do estilbeno {10)
200



Anexo A Espectros dos estilbenos

e || M | j ! ; Uxi

] L | i
J & %
E -4
| e
5 i >
4] t ?————-
&
3 el
2 ;o o
$ £
1 wd
¢ 180 14p 120 100 88 §0 49 20 0
Fz PPN
E110- RMN-2D a uma ligagdo (*H, *C-HETCOR) do estilbeno (10)
s(1827 Scan 3.2B62 wmin. of DRTA:F-2-31-4M.D
138 J&
. !
B0 i6!l
z 53 213
= ] rd
< 40 . -
S ] i} EP* [B5 174 259 333
= 287 : g e |
Ej :EE L.J.l atily J!A‘ Ja {m!l Lu i-:‘ Ayt s;l ) \i ’ f: s[.,.uTl; ..1“ ;L i‘.. ‘_. n%. s fh , E} ;‘ I _i . }E
58 185 158 288 252 30@ 358
Mass/Charge

E1ll-Espectro de massas (IE, 70 eV) do estilbeno (10)

291



nexo A Espectros dos estilbenos

Tletrevastt tdents 250_I55 Wan JU0UPYE Acd: B-FEE-JuUW 1B:35:40 +20:20 Cel:Fovogll
putoSpec ZI+ Magnet BpM:161 Bpl:2567 TIC:9238 Flags:HALL
1008 361.18253 _2.6%3
953 i 2.4£3
903 F2.383
853 E2.283
goJ £2.153
75 F 1983
703 1,883
853 213.08362 £1.783
603 £1.5E3
553 E1.4E3
503 £1.383
45_5 Valeria / Bva (£-2-2) m i/z 376.20385 1283
FLE E1.0E3
353 E9.0E2
303 £7. 72
253 £ 6,482
20 5. 182
15‘2 107.94098 239.10448 3. 982
103 ; £2.6E2
5 i52.05279 277. oggss 333. 15204 t1.3282
95! [ul !i i J‘Il | J?ssln H ;l ILI 268 § 3p1.63314 to.oeo
50 B0 140 120 140 160 180 200 2%0 Ly ey 260 3éu 360 i 3&0 TE0 3k0 400 430 4do m/z

E112-Espectro de massas de alta resolugdo (IE, 70 eV) do estilbeno (10)

B3.33
XxT
| $ (
= i
# n I
o al @ @
1 : @
@ 1 u @«
g = g ﬁ
m b z
o
- o |
J -
-
@ o
o aw
=] [sth
n -t
E ~
o
-t
|
43.26 i T T t T T T
4000 3500 3000 2800 2000 1500 1000 500

E113-Espectro no IV (Filme CH,Cl,) do estilbeno (10}
292



Anexo A

Espectros dos estilbenos
3,0
274
2,4 -
23~
i
1,8 -

15 -

Absorbdncia

PR

0.9 -

T

0,6

0.3-

0,0 :

i 1 ¥
200 240 280 320 360

|
400
Comprimento de onda (nm)

E114- Espectro no UV (MeOH) do estilbeno {10)

2863



inexo A

Espectros dos estilbenos

g ! e T
:é I
| -
|
1
I -
| f
//j}t/ Wi
1.
m__._awd_,_J._,fm ULJ.JU \, SRS
RELE AN MR a7
—
: J
|
| e
hJ.J.LMJ J Lk
B A

:egrungnu]nn

igiiﬁljllIl}illl)¢IIIJFTIEFIJEIJIJfil |||||||| ERERNER

PPy |
E115-RMN 'H (300 MHz, CDCls/TMS) do estilbeno (11)
204



Anexo A

Espectros dos estilbenos

M&———JHWMM

TIyTT T LB LR ff’i;ll’fi'f!lll}fllfil!llff iiiiii LI e LI JNE I I R R B | ey []Tl}illll
1" 10 w 100 ! s ! PPy ¢

N e

-

PR o~ i ol

!
1;;:1:|'l|$r11ff|lr¥;1||:|:rirxu;alixliln;;llri|ii¥!|11;;x|f;|s:znsxr;:Iirlrxnfaasi
1B 14 iz 100 E!g Eé 45 Eg Pes J

E116-RMN °C (75 MHz, CDCl:/TMS) e DEPT (90° e 135°) do estilbeno (11)

295



nexo A Espectros dos estilbenos

I

N

T[i;lliFii!Iliiiliili?l{Fll’l !SII[TIIF 11!I}$§§Ilii!{¥!li llifilil illli!iilf[if{’l’il!ll!lil!f
1? d g J Z 4 J J z! ]

E117-Espectro de diferenca de NOE {8 3,86) do estilbeno (11)
296



Anexo A

Espectros dos estilbenos

E118-Especiro de diferenca de NOE (5 6,67) do estilbeno (11)
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E119- Espectro de diferenca de NOE (8 3,34) do estilbeno (11)
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