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RESUMO

O estudo fitogquimico do extrato &ter de petroieo das raizes de
Lonchocarpus muehlbergianus resultou no isolamento de nove
flavonodides (9, 37-44), dos quais sete sdo inéditos (37-43). A flavana 9
ja tinha sido isolada apenas de Lonchocarpus subglaucescens enquanto
o flavonol 44 acorre em espeacies do género Derris. Vale ressaltar que
dentre estas substancias inéditas as flavanas 2,4-dioxigenadas, 37-40,
possuem um padrdo de substituigdo do anel C ndo encontrado na
literatura. Por outro iadoc os flavondides 41 e 42 s3o derivados inéditos
do dibenzoilmetano, cujo esqueieto € raramente encontrado na natureza.

A quantificagdo do extrato estudado, realizada através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa, mostrou
que dentre as substancias isoladas a mais abundante foi a flavana 40.

A andlise dos produtos da reagao de hidrélise da flavana 9
(fa e 9b) permitiu a atribuicdo da configuragdo relativa de um composto
descrito na literatura, 16, como sendo frans.

A sintese das flavanas 4-oxigenadas, 64 e 65, foi muito
importante porque possibilitou um estudo comparativo dos respectivos
espectros de RMN 'H e RMN '"*C, mostrando que a feic&o das bandas dos
hidrogénios do anel C praticamente nio varia para os dois isémeros (2 4-
cis e 2,4-trans), observando-se entretanto uma nitida diferenga entre os
desiocamentos quimicos dos hidrogénios correspondentes a cada um
deles. A andlise destes dados permitiu corrigir a atribuicdo da
configuracdo relativa de um composto descrito na literatura. Através da
comparacdo dos dados do composto 14 com os de 64 e 65 observa-se que a
configuracdo relativa € cis e ndo frans como atribuida iniciaimente,

Foi realizado também um estudo combinado de calculos semi-
empiricos (SPARTAN-AM1) e simulagido de espectros de RMN 'H para se
determinar a conformacgao preferida do anel C na flavana 9.



ABSTRACT

Light petroleum extract from the roots of Lonchocarpus
muehibergianus was submitted to chromatographic anailysis and furnished
nine flavoncids (9, 37-44) including seven new ones (37-43).

The flavan 9 has been already isolated from L. subglaucescens
while flavonol 44 occurs in Derris species.

Among the new compounds, flavans 37-44, also exhibit a new
C-ring substitution pattern, while flavonoids 41 and 42 belong to the class of
dibenzoylmethane derivatives which are of rare natural occurrence.

Quantitative anaiysis of the extract mentioned above, by using
HPLC in reverse phase showed that the new flavan 40 is the most abundant
compound.

Through NMR 'H spectra of the products obtained from the
hydrolysis of flavan 9 it was possible to assign trans relative configuration
for compound 16 found in the literature with undetermined stereochemistry.

The synthesis of 4-oxygenated flavans (64 and 65) was very
important because the respective NMR 'H spectra showed that C-ring
hydrogens absorptions pattern are almost identical in both diasteroisomers
(2,4-cis and 2,4-trans) but the corresponding chemical shifts are clearly
different. Based on these data it was possible to conciude that compound 14
is ¢is and not trans as previously assigned.

Semi-empirical calculations (SPARTAN-AM1) and NMR 'H
spectra simuiations were aliso performed in order to determine the most
stable conformation of C-ring in flavan 8.
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1 - INTRODUGAO

A planta Lonchocarpus muehlbergianus é classificada da
seguinte forma.'

Familia: Leguminasae
Sub-familia: Papilioncideae
Tribo: Milletieae

(Género: Lonchocarpus
Sub-género: Punctati
Espeécie: Muehibergianus

A familia Leguminosae & uma das maiores dentre as
dicotiledéneas, superada somente pelas familias Compositae e
Orchidaceae. Compreende aproximadamente treze mil espécies, reunidas
em mais de seiscentos géneros.?® Estd sub-dividida em trés sub-familias:
Mimosoideae, Caesalpinioideae € Papilionoideae, as quais sé&o
consideradas familias independentes por alguns taxonomistas, dentre
sles Hutchinson.® As duas primeiras sdo encontradas principalmente em
regibes tropicais, enquanto que a sub-famiiia Papilionoideae apresenta
distribuicdo mundial.

O género Lonchocarpus contém cerca de 150 espécies,
distribuidas na América Central, Antilhas e Africa, sendo que a maior
concentragdo de espécies ocorre nas Américas do Sul e Central.
Aproximadamente um total de 50 espécies foram registradas para o
Brasil. O dnico trabalho que trata o género como um todo no Brasil foi
realizado por Benthan (1862)."

As varias posigbes sisteméaticas propostas para o género
Lonchocarpus mostram a auséncia de um consenso entre os diversos
estudiosos do grupo, porque varias de suas caracteristicas se
intersectam com as de outros géneros tais como Derris, Pongamia,
Milletia, Deguelia, Piscidia € Muellera. Recentemente foi realizado um
novo levantamento das espécies Lonchocarpus que ocorrem no Brasil
levando-se em conta a estrutura da inflorescéncia, 0o que resultou no
reconhecimento de 23 espécies. Propbs-se ainda que o género seja
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dividido em dois sub-géneros: Lonchocarpus sub-género Punclati e
fLonchocarpus sub-género Lonchocarpus que encontra-se dividido em
cinco secdes. Das 23 espécies brasileiras reconhecidas, oito foram
alocadas no sub-género Punctati e as demais no sub-género
Lonchocarpus.’

A espécie L. muehlbergianus & uma arvore de médio porte
(5-10m de altura) quando em formacdes vegetais mais abertas, ou de
grande porte (até 20m de altura) quando em matas. Encontra-se
distribuida na regido centro-sul de Minas Gerais, estendendo-se peios
estados de Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e atingindo até o norte do
estado do Rio Grande do Sul. Ocorre também na Argentina e no Paraguai
em latitudes semeihantes aqueias onde s&o encontradas no Brasil. E
conhecida popularmente por Embira-do-sapo, Bodoque, Guanhanéd ou
Guaiana em S#o Paulo, Inga-seco e Timbd no Parana, Rabo na Argentina
e Rabo-mole e Ka,a Vusu no Paraguai.

Lonchocarpus muehibergianus apresenta similaridade com as
demais espécies do subgénerc Punctali, especialmente com™

% e Lonchocarpus grandifiorum.’

Lonchocarpus subglaucescens

Os dados fitoquimicos obtidos com as 32 espécies do género
Lonchocarpus ja estudadas mostraram a predominancia de diversos tipos
de flavondides. Até agora ndo foi encontrado nenhum registro sobre a
ocorréncia de flavanas 2, 4.-dioxigenadas na natureza. Embora flavanas
3,4-dioxigenadas e f-hidroxichaiconas ja tenham sido isoladas em
diversas espécies, apenas trés destas pertencem ao género
Lonchocarpus (Quadro 1)°7 e a ocorréncia de flavanas 4-oxigenadas foi

observada somente em Lonchocarpus subglaucescens."‘
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Flavanas 3,4 - dioxigenadas

2 . R1+R2=0CH0 4 : R1+R2=0CH,0

B - Hidroxichalconas

§: RrRl=R2=H
6 . R1+R2=0CH)O

Quadro 1 - Flavanas 3, 4-dioxigenadas®® e p-hidroxichalconas®’

encontradas no género Lonchocarpus.

Por outro lado somente dezesseis flavanas 4-oxigenadas
encontram-se descritas na literatura como produtos naturais (Quadro 2),
das quais 8 foi isolada de Lonchocarpus orotinus®, 9 e 10 de
Lonchocarpus subg,‘aucescens5 & as demais {11 - 18) de outros

géneros.” "¢
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OMe OMe

8 9 Rl + RZ = OCIHL0
10
@C)Mc
0 At
M ¥ 122 : Rl - R2-Me
12h: RI=CH;OH;R2Z=Me
Me OH 12¢ © Rl -CH,OH;RZ2=H
11

ﬁ@ %Q@r

OMe DH OH OH
% OHOH 4 152 ‘R =Ac
H 15b :R-H
13
X
0 ¢ ot O O s
OMe OR OMe DR
16 17a :R=Me 18a :R=Me
17b :R-H 18b :R=H

Quadro 2 - Flavanas 4-oxigenadas encontradas na natureza.

Os flavonoides sdo produtos naturais constituidos de dois
anéis benzénicos (A e B) ligados por uma cadeia de trés atomos de
carbono, originados da condensagac de trés moiéculas de éster CoA do
acido malénico com uma do éstier CoA do dacido cindmico adeguado,
levando ao intermediario chalcona que existe em equilibric com a
flavanona correspondente. Varias reagoes enzimaticas
subsequentes, incluinde oxidagdo, redugdo, alquilagéo, glicosilagao e
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acilagdo, resultam na diversidade estrutural de flavondides
encontrados na natureza.'® No Quadro 3 encontram-se alguns

flavonoides derivados da referida rota biossintética, onde estio
destacados aqueles com o mesmo esqueieto dos flavonéides isolados por
noés de L. muehibergianus.



Introducéo

Carboidratos 1
{ H Shiquimato

Acetil-CoA < Lm
Arogenato
CoAS | <«+—— Hi | e Hi | <«— Fenilalanina

#-OH-Chalcona

HO OH Flavan - 4 ~ol

HO OH Flavan - 3.4 - diol

Quadro 3 - Rota biogenética para os flavonoides.

A determinagdo da estrutura de flavon6ides no passado era
feita através da aplicagdo de métodos quimicos de degradacdo, sendo
que a confirmagéo final da estrutura dependia da sintese do composto
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natural. Nas uitimas trés décadas, estes métodos classicos de
determinagéao estrutural tém sido substituidos por analises
espectroscopicas destacando-se: UV(ultravioleta)'® 17,
IV(infravermeiho)!’, EM(espectrometria de massas)'’ @ RMN (ressonéncia
magnética nuclear).'”'®

Os espectros UV da maioria dos flavondides apresentam duas
absor¢des maximas na faixa de 240-285 nm (banda I, associada ac anel
A - sistema benzoila) e 300-400 nm (banda I, associada ao anel B -
sistema cinamoila). A posigac precisa e a intensidade relativa destas
bandas fornece informa¢des vaiiosas sobre a natureza do esqueleto

flavonoidico e seu padrdo de oxigenacao.

Bandall |  Bandal
240 -285nm 300 - 400 nm

A espectroscopia no |V fornece informacgdes importantes
principalmente na regido de 1500-1600 cm™ referente ao padrdo de
substituicdo do ane! aromatico B, na faixa de 1620-1670 ¢m™' onde se
observa a presenga do grupo carbonila e na faixa de 3300-3450
em? a presenca do grupo hidroxila. Outras absorcdes
caracteristicas sdo observadas em torno de 925 cm’' e 1400 cm™
referentes aos  grupos metilenodidéxido e dimetila geminado,
respectivamente.

A espectrometria de massas tem recebido considaeravei
atengdo. Embora muitas vezes seu usc comec técnica isolada nao seja
suficiente para estabelecer a estrutura dos flavondides, os processos de
fragmentacédo sao de fundamental importancia, pois dependem do tipo de
esqueletc e podem dar informagdes valiosas sobre a posicdo dos
substituintes no mesmo.
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As duas fragmentagdes mais comuns dos flavonodides s3o
representadas através dos caminhos I e II, sendo que O primeiro
corresponde a uma clivagem RDA (retro Diels-Alder) do anel C. O
caminho dominante é determinado pelo tipo de flavonéide (Quadro 4)."

Caminho 1 com
transferéncia de 11
o O—If N
q +ou
C:"§9H C‘::-?() HCﬁ
Camunho 11
o= - L
oZ

Quadro 4 - Caminhos de fragmentagdo de massa para a flavona.

A espectroscopia de RMN 'H e RMN '°C fornece o maior
nomero de informag¢bes necessarias para a determina¢do das estruturas
dos flavondides. A identificagdo dos hidrogénios e carbonos que
caracterizam o anel C favorece de modo consideravel a identificagio de
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uma substancia, mostrando arnda a influéncia do seu nivel de oxidagao
em relagdo aos anéis A e B. Aliado a isto t{ém-se as técnicas
bidimensionais tais comoc COSY, HETCOR e COLOC que auxiliam na
determinagdo dos sinais pelas correlagdes através de ligagdes. A
aplicagdo concomitante do experimento de diferenca de efeito NOE
tém sido muito empregada. Neste sentido destaca-se a determinacdoc da
configuragao relativa do anel C, a determinacio dos desioccamentos
quimicos dos hidrogénios carbindlicos e a caracterizagao de
regioisbmeros em flavondides contendo o anel A totalmente
substituido e fundido a um anel furano tomando como exemplo duas
novas flavanas 3.4-dioxigenadas (1 e 3, Figura 1) isoladas de L.
subglaucescens.®

NOE 12%

NOE 8%
1

Figura 1 - Efeito NOE observado para as flavanas regioisoméricas 1 e 3.°

A determinagdo da estereoquimica para o anel C
(diidropirano) de flavanas é um problema dificil, jA que muitas das
regras para a analise conformacional de cicioexanos ndo sdo validas
para flavanas.'® Quando se pretende analisar estruturas de flavanas
4-substituidas (4-OH ou 4-OMe) a dificuldade é ainda mais acentuada,
uma vez que até o momento sdo poucos os exemplos de flavanas com
este tipo de substituigdo descritos na literatura.

Antes do advento do RMN a determinagido da estereoquimica
relativa de flavanas 4-substituidas era um processo incerto, ja que
nenhum dado quimico poderia distinguir entre as configuragdes 2,4-cis e
2,4-trans de maneira inequivoca. Na auséncia de informagdes sobre a
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estereoquimica relativa das configuragbes, foi adotada a designagdo a e

B para os isdmeros cis (19) e trans (20) respectivamente (Figura 2).%°

[ N l

2.4-cs-flavan-4-ol 2.4-trans-flavan-4-ol
19 20

Figura 2- Formas cis (19) e trans (20) para as flavanas 4-substituidas.

Duas conformag¢des para o anel C sao propostas: meia-
cadeira (21) e sofa (22) (Figura 3).

4;?“

I

22

1 R

Figura 3 - Conformacdes propostas para o anel C de flavanas.

12" mostraram ndo ser possivel distinguir entre

Clark-Lewis et a
estas duas conformagdes para flavanas substituidas com base nos
valores das constantes de acoplamento utilizando a equagdo de Karplus.
Contudo, a dependéncia conformacional do efeito de grupos

eletronegativos sobre as constantes de acoplamento vicinais sdo muito
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similares entre fiavanas 4-substituidas e cicloexanos na conformagéo
cadeira. Isto sugere que a conformac¢éo sobre a ligagao C-3-C-4
{(semelhante na conformacgéo cadeira do cicioexano)} & significativamente
mais proxima da conformacfo meia-cadeira (21) do que na conformacao
sofa (22). Por esta razdo foi proposto que a conformagéo preferencial
para 0 ane! C seja a meia-cadeira ou que no caso de um equilibrio entre
as duas conformagdes exista uma predomindncia da conformagdo 21 em
relagdo a 22.

Os dados observados e vaiores calculados das conformagdes
21, 21a, 22 e 22a (Figura 4) para cis-flavan-4-ol e trans-flavan-4-ol,
indicam uma predomindncia das conformacdes 21 e 22, onde o grupo 2-
fenila ocupa uma posicaoc equatorial em ambos os isOmeros cis e trans
(Tabela 1).

/ Hax ™ ——— Hax \ Heq
™ eqH Heq
(22) (22a)

Figura 4 - Conformacgbes propostas para ¢ anel C nas formas meia-
cadeira e sofa com relagdo ac grupo fenila ocupar a posi¢dc equatorial
(21 ou 22) ou axial {2ta ou 22a).*’
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Tabhela 1- Soma das constantes de acoplamento H-2/H-3 e H-3/H-4 em

flavan-4-ols.?’

2,4-¢cis 2,4-trans
Jz.3a * Jo2an J3a.4 +Jab.a J3a.s + Jan.4
observado 13,7 16,2
observado 12,8 15,0
observado 14,9 6,0
-catculado parao | 11,6 144 37
" rodelo 21 | B
‘calculado para o 12,4 15,0 | 7.3
modelo 22 SR
calculado para o 3',4 | 3,?. - 144
modelo 21a
calculado para o 3.3 7.3 15,0
modelo 22a

Foi proposto também por Clark-Lewis?® gue as configuragoes
relativas dos isdbmeros seriam facilmente determinadas através da
anailise do sinal de H-4 que ocorreria como um quarteto no
isdmero cis (Js3=16,4 -17,1 Hz) (Figura ) e como um triptete no
isémero trans (J.:=5.5 -6,0 Hz) (Figura 6).

f M | I
_/UV Ve vt w"""-*‘*'*!"h‘lfl'w’! 1“1,«/['”&».-..3\4

H-4 H-2 ) H-3

Figura 5 - Espectro de RMN 'H de H-2, H-3 e H-4 para o isémero cis.
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).J\"“"" "JU‘ hades w“JL l' A

Figura 6 - Espectro de RMN 'H de H-2, H-3 e H-4 para o isémero trans.

- Fungdes no organismo vegetal

sPigmentagdo®’

O mais importante grupo de pigmentos de flores s3o os
flavonoides. Sua fung¢do principal &€ a de atrair insetos e passaros com a
finalidade de polinizacao e dispersd3o de sementes. Estes pigmentos
compreendem antocianinas (mais importantes), chalconas, auronas,
certos flavonois e flavonas. Como exemplc podemos citar o flavonol
quercetina 23 e a flavona apigenina 24, ambos responsaveis pela cor

marfim cu branca de pétalas de flores.
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— Defesa Quimica (Fitoalexinas)

Muitas plantas produzem substancias com propriedades
antimicrobianas em resposta & invas8o de seus tecidos por
microorganismos como bactérias, virus e principalmente fungos. As
fitoalexinas compreendem um grupo quimicamente heterogénec que inclui
terpenos, estilbenos, poliacetilenos e flavondides. Em geral, somente um
ou dois tipos de fitoalexinas sdo encontrados em determinada familia. Por
exemplo, em Leguminosae, as fitoalexinas séo isoflavondides.?® Abaixo é
ilustrado um exemplo representativo de fitoalexina, ¢ pterocarpano
“phaseollin” 25.%

— Antioxidante®’

varios flavonoides atuam como antioxidantes para acido
ascorbico. Como exempio temos o flavonol miricetina 26.
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- Antiestimulante alimentar?®*

Muitas espécies de plantas da familia Leguminosae s&o
protegidas do ataque de insetos pela presenga de substancias que tém
propriedades toxicas ou antiestimulantes (ou ambas).

Estudos feitos com uma série de 21 flavondides {(chalconas,
flavanas e flavanonas) isclados dos géneros Lonchocarpus e Tephrosia,
contra larvas de Spodoptera littoralis e S. exempta, mostraram atividade
antiestimulante significativa. Destacam-se desta série as chaiconas 27 e
28 e suas flavanonas correspondentes 29 e 30, ativas contra ambas as

especies de larvas.

- Fungdes no Organismo Animal

- Atividade antimicrobiana®®
Certos flavonodides isolados de Lonchocarpus castilioi
apresentaram atividade fungistatica contra Lenzites trabea. A

diidrochaicona 31 mostrou ser o composto mais ativo.
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—» Atividade farmacolégica®®
Os flavonodides, 32 e 33, isclados de Tanacetum microphylium

apresentaram atividade anti-inflamatéria.

- Atividade citotéxica®’
“Oxyayanin A" 34, um flavonol isolado de espécies do género
Chrysospieniurmn (familia Saxifragaceae), mostrou potente atividade

aniitumoaoral.

- Inibigao do HIV®*®
Estudos da atividade anti-HiV de flavondides mostraram que a
flavona “chrysin” 35 apresentou um alto indice terapéutico. Dos
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flavonoides estudados, aqueles que possuem grupos hidroxila nas
posicbes C-5 e C-7 e a dupla ligagao C-2-C-3, foram os inibidores mais
potentes. A flavona isolada de Chrysanthemum morifolium, “acacetin-7-
O-B-galactopyranoside” 36, tambeém apresentou boa atividade anti-HIV

com baixa toxicidade.
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2 - OBJETIVOS

40 nosso grupo de pesquisa esta desenvoivendo o estudo
quimico das espécies brasileiras de Lonchocarpus, que ainda nao foram
estudadas, para comparar o perfil de flavonodides apresentado peias
espécies do sub-género Punctati com as do sub-génserc lLonchocarpus.
Para tanto contamos com a colaboracdc da Dra. Ana Maria Tozzi
(Departamento de Botanica - Unicamp) responsavel pela ultima proposta
de classificacdio do género conforme j& mencionado.’

% Estudo fitoquimico das raizes de Lonchocarpus
muehibergianus com é&nfase no isolamento e determinacdo estrutural de
flavonbides. Trata-se de um trabalho fitoguimico inédito na literatura.

aAnaiise qualitativa e quantitativa do extrato éter de petréleo
por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) e analise qualitativa
dos extratos cloroformico ¢ metandlico.

«Sintese de flavanas 4-oxigenadas visando a obfengaoc dos
diastercisdmeros 2.,4-cis e 2. 4-trans para estudar o0s respectives
espectros de RMN 'H e RMN "3C junto aqueles obtidos para as novas
flavanas 4-oxigenadas isoladas no nosso grupo de pesquisa.

&Calculos semi-empiricos (SPARTAN-AM1) e simulacao de
espectros de RMN ‘H para determinar a conformagao preferida para o anel
C da flavana 9.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1 - Estudo Fitoquimico

Atraves de extracido em soxhiet foram preparados os extratos
éter de petrdoieo, cloroféarmico e metandiico das raizes de L.
muehibergianus. Uma analise comparativa dos trés extratos em CCD
mostrou que o extrato éter de petroleo continha uma grande concentracio
de substancias e foi o primeiro a ser estudado, fornecendo nove
flavonodides (Quadro 5): cinco flavanas (9,37-40), duas pB-hidroxichalconas
(41,42), uma flavona (43) e um flavonal (44). Destas substdncias sete sdo
inéditas, enquanto a flavana 9 ja foi isolada de L. subglfaucescens® e o
flavonol 44 isolado de Derris araripensis® e Derris obtusa.?®
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r FLAVANA 4-OXIGENADA }

FLAVANAS 2.4-DIOXIGENADAS

e

oMe R
37 : R, = OCH,CH=C(CH3), . R, = OH 39 : R, = OMe, R, =OH
38 : R; = OCH,CH=C(CH3), , R, = OMe 40 :R; =OMe Ry = OMe

p -HIDROXICHALCONAS

R = C(CH;),CH=CH, R = C(CH;),CH=CH,
41 m
FLAVONA FLAVONOL

43

Quadro 5 - Substancias isoladas do extrato éter de petroteo das raizes de

Lonchocarpus muehlbergianus.
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A determinagao estrutural das substancias isoladas foi
realizada através da analise dos dados espectrais, cuja discussio foi
feita separadamente para cada classe.

Flavanas

No espectro de RMN 'H (Tabela 2, pag. 98: £-01) da flavana 9
foi observado o sinal de H-Z como um duplo dublete & 517 ppm
(J=9.7 e 3,0 Hz), o sinal de H-3ax como um dupio duplo dublete a 2,40
ppm (J=13,8, 9.8 e 7,2 Hz), o sinal de H-3eq como um dupic duplo
dublete a 2,62 ppm (J=13,9; 7,0 e 3,2 Hz) e o sinal de H-4 aparece como
um triplete a 4,84 ppm (J=7,2 Hz). Os dois dubiletes a 7,51 e 6,82 ppm
(J=2,2 Hz) sao atribuidos aos hidrogénios H-2" e H-3" do anel furano. O
multipiete a 7,47-7,32 ppm, cuja integragdo corresponde a cinco
hidrogénios, é atribuido ao anel B nédo substituido. A 4,07, 3,99 e 3,36
ppm aparecem como singietes o0s sinais correspondentes as duas
metoxilas aromaticas e uma metoxila alifatica, provavelmente ligada a
C-4.

A analise da soma das constantes de acoplamento obtidas
para o©0s hidrogénios do anel C da ftavana 9 (Ja3ax + J223eq = 12,7 Hz €
Js2ax + Jsi36q=14,4 Hz), em comparagdo com os dados da titeratura, sio
mais coerentes com O isOmMero de configuragdo retativa cis
entre H-2/H4 (Figura 7) e apesar da banda do H-4 se apresentar como
um {riplete a constante de acoplamenio nic corresponde a esperada para
uma configuragdo reiativa trans.”’
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Figura 7 - Espectro de RMN 'H de H-2, H-3 e H-4 para a fiavana 4-OMe 9.
Os dados obtidos pelo espectro COSY ('H-‘H) (Tabela 3,
£-02) mostraram as correlagbes esperadas para a estrutura proposta de

Tabela 3 - Correlagbes observadas no espectro COSY ('"H-'H) de 9.

Hidrogénio (& ppm) Hidrogénio correlacionado
H-2 (5,17) H-3ax, H-3eq
H-3ax (2,40) H-2, H-3eq, H-4
H-3eq (2,62) H-2, H-3ax, H-4
H-4 (4,84) H-3ax, H-3eq
H-3" (6,82) H-2"

A analise do experimento de diferenca de efeito NOE
(Tabela 4) mostrou interagbes entre H-2/H-4, o que & esperado para o
isémero de configuragéo relativa cis entre C-2/C-4 e né&o a configuragao
trans, proposta na literatura com base na feiclio espectral (tripiete) de

H-4. Argumentava-se que o triplete se devia ao fato da ligagéo C-4-H
bissectar o angulo diedro H-C-3-H no isémero trans. Este estudo foi

importante pois mostrou que nem sempre podemos determinar a
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configuragao relativa tendo como base somente os dados de feigdo
espectral da banda relativa a H-4. Através deste experimento foi
confirmada a fusdo angular {(anel furano ligado nos carbonos C-7 e C-8)
do anel furano com 0 anel A e também foi possivel fazermos a atribuigéo
correta das duas metoxilas aromaticas ligadas a C-5 e C-6, onde
observamos um efeito NOE de 2% em 3,99 ppm (sinal atribuido a metoxila
ligada a C-5), quandc se irradiou a metoxila ligada a C-4.

Tabeia 4- Efeitos NOE observados para 9.

irradiacéo (5 ppm) | Sinal com aumento de intensidade
(3 ppm) [%]
H-2 (5,17) H-2" @ H-6' (7,47-7,32) [14]
H-3ax (2,40) [1]

H-3eq (2,62) [5]

H-4 {(4,84) [3]

OMe (3,36) H-2' e H-& (7,47-7,32) [2]
H-3ax (2,40) [1]

H-4 (4,84) [5]

OMe (3,99) [2]

H-3" (6,82) H-2" (7,51) [16]

A andlise dos espectros RMN '*C (Tabela 5, pag. 98;
E-03a) e DEPT 90° e 135° (E-03b) confirma a estrutura da fiavansa
4-OMe 9, principalmente através dos sinais de C-2 (CH), C-3 (CH;) e C-4
(CH), que apresentaram deslocamentos caracteristicos a 77,2, 35,7 e
71,6 ppm respectivamente.'® Estes deslocamentos estdo concordantes
com as correla¢gdes '*C-'H obtidas através do experimento HETCOR
(Tabetla 6, E-04).
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Tabela 6 - Correlagbes observadas no espectro HETCOR ('°C-"H) de 9.

Hidrogénic (3 ppm) Carbono correlacionado (5 ppm)
H-2 (5,17} C-2(77,2)
H-3ax (2,40) C-3 (35,7)
H-3eq (2,62)
H-4 (4,84) C-4 (71,6)
H-2" {7,51) C-2” (143,9)
H-3* (6.82) C-3” (104.5)
H-2' e H-6' (7,47-7,32) |C-2" e C-6’ (126,0)
H-4’ (7,47-7,32) C-4’ (127,9)
H-3' e H-5 (7,47-7,32) |[C-3’ e C-5' (128,6)

Através das correlacdes obtidas na analise do espectro
HETCOR foi possivel também confirmar a atribuicdo das metoxilas
ligadas a C-5 (61,7 ppm) e a C-6 (61,1 ppm).

As correlacdes a longa distancia (3J=8-1O Hz} obtidas atraves
da analise do espectro COLOC (Tabela 7, E-05) permitiram a atribuigao
dos carbonos quaternarios do anel A, sendo particularmente favorecida a
atribuicdo de C-7 e C-8. As correlagdes observadas estdo de acordo com
a fusdo do tipo angular do anel furano com o anei A proposta para 9
(Figura 8).
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Tabela 7 - Correlagcdes a longa distancia observadas no espectro COLOC
de 9.

Hidrogénio (5 ppm) Carbono
H-2 (5,17) c-2*
H-2" (7.51) c-3"* c-7°%, c-8°, C-2"
H-3” (6,82) c-2"* ¢c-7°
OMe (3,36) C-4°
OMe (3,89) c-5°
OMe (4,07) c-6*

* correlagdao a uma ligagao
corralacdo a duas ligacdes

* correlagdo a trés ligagdes

Figura 8 - Fusdo do tipo anguiar proposta para 9.

No espectro de UV (E-06) cbservamos duas absorgbes de
baixa intensidade a 254 ¢ 284 nm e uma mais intensa a 292 nm. Estas
bandas correspondem ao sistema benzoila e evidenciam a auséncia do
sistema cinamoila.

No espectro de IV (E-07) as principais absor¢des aparecem a
1627, 1479, 1365, 698 cm™' (C=C), 1108, 1068 cm™' (C-0O). Observamos a
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auséncia da absorgdo correspondente ao grupo carboniia.

O espectro de massas (E-08) mostrou o ion molecular
M*=340 (14%) e os picos m/z=236 (100%) e m/z=104 (14%) relativos a
clivagem RDA do anel C, confirmando a presenca do anel B néo
substituido e do anel A totalmente substituido. Outros picos significativos
aparecem em m/z=308 (13%), m/z=339 (61%) e m/z=221(98%). No
Esquema 1 estdo apresentados os principais fragmentos propostos para
9.
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Me mz = 308 (13%)
9 M| =340 (14%)
‘H
OMe OMe
m'z ~ 339 (61%)
RDA

+0/ o - s .
w7 = 105 {6%) O
+
cO M CH CH

MeO J‘)Me I(;H
2

'z = 104 {14%)

m'z = 236 {100°0)

mr — I (11%8)
0 0
H

]
MeO -+ oMc vz =91 (15%)

miz = 221 (98%)

Esquema 1 - Fragmentagdo proposta para 9.
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A flavana 9 foi submetida a uma reagio de hidrolise®® a fim
de compararmos os seus espectros de RMN 'H, diferenga de efeito
NOE e RMN "*C com agueles dos diasterecisdmeros que esperavamos
obter (9a, 9b ou 9b’ e 9c ou 9c¢’), baseados no mecanismo de hidrélise
proposto mostrado na Figura 9. Dois produtos majoritarios foram
obtidos: a flavana 4-OMe 9a (50%) de configuragdo relativa trans e a
flavana 4-OH 9b ou 9b’ ( 27%) de configurag&o relativa cis, sendo
recuperado também parte do material de partida (21%) . Os dois produtos
foram caracterizados por RMN 'H, RMN '*C, EM, UV e |V e a configuragéo
relativa de H-2/H-4 foi atribuida com base nos deslocamentos quimicos,
nas constantes de acoplamento e nos dados obtidos atraves do
experimento de diferenga de efeito NOE.

Ye' 9’

Figura 9 - Mecanismo de hidrélise proposto para a flavana 9.
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Através da analise detalhada dos dados espectroscopicos de
9a foi proposta a estrutura de uma flavana 4-OMe com configuracgéo
reiativa trans entre H-2/H-4. isto considerando principalmente os valores
das somas das constantes de acoplamentc obtidas, onde temos:. J; sax +
J23eq= 14,1Hz € Jisax + Ja2eq= 5,4 Hz, que estic proximas dos
valores atribuidos a configurag¢ao relativa trans (Tabela 1, pag. 12). A
feicdo espectral de H-2, H-3 e H-4 de 9a (Figura 10}, também &
nitidamente diferente da feigdo espectral da flavana 4-OMe 9, de
configuragéo relativa cis (Figura 7, pag. 22). Os dados de RMN 'H estéo
apresentados na Tabela 8 ( pag. 119} (E-09). A confirmagdc foi feita
através do experimento de diferenca de efeito NOE (Tabela 9), onde
observamos que a irradiagdo de H-2 causa um efeito NOE de 8% na
absorcdo de H-2' e H-6' (hidrogénios "orte” do anel B) e nenhum efeito é
observado para © sinal de H-4, o que seria esperado para uma
configuragao relativa cis entre H-2/H-4.

|
1 Iy

_.._,u"--—-J" i -3 ,'wl rw’-—-*m WAL P
b
-

H-2 H-4 H-3

Figura 10 - Espectro de RMN 'H de H-2, H-3 e H-4 para a flavana 4-OMe
9a.
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Tabela 9 - Efeitos NOE observados para 9a.

Irradiagdo Sinal com aumentoe de intensidade
(5 ppm) (8 ppm) [%]
H-2 (5,28) H-2' e H-6" (7,67 - 7,35) [9]
H-3ax {1,94) H-2" e H-6' (7,87 - 7,35) [6]

H-2 (5,28) [1]

H-3eq (2,42) [18]

H-4 (4,60) [7]

H-3eq (2,42) H-2' e H-6 (7,67 - 7,35) (5]
H-3ax (1,94) [24]

H-2 (5,28) [9]

H-4 (4,60) [6]

OMe (3,55) [7]

OMe (3,55) H-4 (4,60) [3]
H-2° (7,51) H-3" (6,82)[4]
H-3" (6,82) H-2" (7,51)[11)

Os sinais dos carbonos do anel C apresentaram seus
deslocamentos mais protegidos em relacdo a flavana natural 9,
onde C-2=73,3, C-3=34,5 o C-4=686 ppm. Os dados de RMN "°C estao
na Tabela 10 (pag. 120) (E-10a) e DEPT 90° e 135° (E-10b).

A obtencdo do produte de hidrélise 9b (flavana 4-OH) foi
confirmada pelo desaparecimento, no espectro de RMN ‘H (Tabela
11, pag. 121; E-11), do sinal correspondente ac grupo metoxila iigado a

C-4 e do aparecimento de um singlete targo a 2,63 ppm, que foi atribuido
- ao grupo hidroxila.

| evando em conta a feicdo espectral de H-2, H-3 e H-4
(Figura 11) a principio propusemos uma configuragcdo relativa trans
entre H-2/H-4. Estudos posteriores, comparando os dados obtidos de 9b
com os de duas flavanas 4-OH diastereoisoméricas sintetizadas 64

e 65 (cis e trans, respectivamente), no entanto, mostraram que a
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configuragao relativa de 8b € cis e ndo trans como havia sido atribuido
inicialmente. Uma analise mais detalhada & apresentada junto a
discussdo dos dados espectroscopicos dos diastereoisdmeros 64 e 85
sintetizades (pp 77-80).

Figura 11 - Espectro de RMN 'H de H-2, H-3 e H-4 para a flavana 4-OH
8b.

A analise do experimento de diferenga de efeito NOE também
mostrou as interagdes esperadas para a configuragdo relativa proposta.
As interagdes mais significativas estdo apresentadas na Tabela 12.
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Tabela 12 - Efeitos NOE observados para 9b.

irradiagao Sinal com aumento de intensidade
(3 ppm) (8 ppm) [%]
H-2 (5,24) H-2' e H-6" (7,55 - 7,562) [8]
H-3ax (2,10) [1]
H-3eq (2,36) [4]
H-3ax (2,10) H-3eq (2,36) [12]
H-4 (5,06) [20]
H-2' e H-&" (7,55 - 7,52) [2)
H-3eq (2,36) H-3ax (2,10} [20]
H-4 (5,06)[18]
OMe (4,08)[2]
H-4 (5,06) H-2' e H-6" (7,565 - 7,562) [2]
H-3ax (2,10) [7]
H-3eq (2,36) [7}
OH (2,63) H-4 (5,06){7]
H-2" (7,54) H-3" (6,84)[3]
H-37 (6,84) H-2" (7.54)[11]

Os deslocamentos dos

hidrogénios do anel C e suas

respectivas constantes de acoplamento estdo de acordo com a estrutura
proposta, assim como os dados de RMN '°C (Tabela 13, pag. 121; E-12a)

e DEPT 90° e 135° (E-12b).

O espectro UV (E-13) apresentou absorgdes correspondentes
ao sistema benzoila na faixa de 289 a 216 nm.
O espectro de IV (E-14) mostrou absorcdes a 3364 cm™ (OH),
1618, 1542, 1482, 689 cm"™' (C=C) e 1067 cm™’ (C-0).
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No espectro de massas (E-15) o ion molecular aparece a

M*=326 (12%)
miz=222 (95%)

e

os

picos

correspondentes

a

clivagem RDA

e m/z=104 (13%).

QC pico base aparece a mfz=207

(100%). A fragmentacéo proposta € apresentada abaixo no Esquema 2.

OMe OH  M[-326(12%)
9b

KbA

O l(I: 3]
+OH
) OMe

mz = 179 (5%)

w/z = 308 (5%)

-CH;

mz = 77 (25%)
OMe
Me© OH lCH«, mfz = 293 (6%)
miz = 222 (95%) T miz= 104 (13%)
fl.("‘}h
- . — co
o 0 CH, 0 — .
m _L’ O
G CH H
McO -0l Ol O n
miz - 267 (1000
mz~ 192 (%) mz =164 (%)
cO
Y .OH

v

vz — 147 (1 2%}

Esquema 2 - Fragmentag¢do proposta para 9b.




34

Resultados e Discussio

Um estudo comparativo dos dados de RMN 'H da flavansa
natural 9 e de seu produto de hidrélise Sa possibilitou a atribui¢? -

da configuracdo relativa de um composto descrito na literatura®®, -7
como sendo trans.

H-2 5,29 ppm (1H; dd; 12,0 ¢ 4,0 Hz)
H-3 2,34 ppm (2H, m)

H-4 4,54 ppm (1H; t; 3,0 Hz)

Anel B 7,39 ppm (5H; m)

OMe 3,46 ppm (3H; s)

H-2 5,28 ppm (1H; dd; 12,1 e 2,0 Hz)
H-3ax 1,94 ppm (1H; ddd; 14.4; 126 e 30 Hz
H-3eq 2,42 ppm (1H; dt; 14,4 e 2,2 Hz)

H-4 4,60 ppm (1H; t; 2,7 Hz)

Anel B 7,67 -7,35ppm (5H; m)

OMe 3,55 ppm (3H. s5)

H-2 5,17 ppm (1H; dd; 9,7 ¢ 3,0 Hz)

H-3ax 2,40 ppm (1H; ddd; 13,8; 9,9 ¢ 7,2 Hz)
H-3eq 2,62 ppm (1H; ddd; 13,9, 7,0 e 3,2 Hz)
H-4 4,84 ppm (1H; ¢; 7.2 Hz)

Anel B 7.47 - 7,32 ppm (5H; m)

OMe 3,36 ppm (3H; 5)
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A analise dos dados de RMN 'H (Tabela 14, pag. 101; E-186)
da segunda flavana isclada, 37, em compara¢do com os dados da flavana
4-OMe 9, discutida anteriormente, forneceu algumas informacdes que
foram fundamentais para a determinac¢ao de sua estrutura. A auséncia do
sinal de absorgcio de H-Z2 sugere que o carbono C-2 encontra-se
totalmente substituide, o que também esta de acordo com a nitida
separagdo observada para os sinais dos hidrogénios aromaticos do anel
B, que aparecem agora como dois muitipletes a 7,72-7,68 ppm (H-2' e
H-6') e a 7,49-7,37 ppm (H-3', H-4° e H-5). OQutra caracteristica
importante, observada nas substéncias isoladas que apresentaram
funcdes oxigenadas nos carbonos C-2 e C-4, foi a simplificagdo dos
hidrogénios metilénicos de C-3, que aparecem agora como dois duplos
dubletes a 2,08 ppm (J=14,9 e 48 Hz) e 2,70 ppm (J=14,2 e 1,8 H2).
Como  substituinte de C-2 aparece o grupo O-prenila, cujos sinais
atribuidos s&o duas metilas a 1,58 ppm, um muitipiete referente ao
hidrogénio olefinico a 5,13 ppm e dois multipletes que correspondem aos
hidrogérnios metilénicos ligados ao oxigénio a 3,97-3-91 ppm e 3,87-
3,75 ppm. H-4 aparece como um duplo dupio dublete a 5,01 ppm {(J=10,9:
47 e 1,8 Hz) devido ao acoplamento com os hidrogénios metil@nicos
H-3ax, H-3eq e com o grupo hidroxila a 4,34 ppm (J=10,9 Hz). A
atribuicdo da hidroxila em C-4 foi confirmada através do espectro de
RMN 'H com agua deuterada. Como sinais adicionais, aparecem dois
grupos metoxila de carater aromatico a 4,16 e 4,12 ppm e dois
dubletes a 7,54 ppm (J=2,2 Hz) e 6,93 ppm (J=2,3 Hz) que
correspondem aos hidrogénies H-2" e H-3" de anel furano,
respectivamente.

As trradiagbes obtidas pelo experimento de diferenga de
efeito NOE (Tabela 15), indicaram a fuséoc linear (ane! furano ligado nos
carbonos C-6 e C-7) do anel furano com o anel A e sugerem configuracéio
relativa cis entre os substituintes O-prenila e OH ligados respectivamente
aos carbonos C-2 e C-4. Quanto a configuracdo relativa, chamamos a
atencdo para os efeitos observados pelas irradiagcbes dos hidrogénios
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H-4, H-2" e H-3" mostrando que H-4 e o grupo O-prenila devem estar em
direcbes opostas no anel C.

Tabela 15 - Efeitos NOE observados para 37.

irradiagdo (5 ppm) | Sinal com aumento de intensidade
(8 ppm) [%]
H-3ax (2,08) H-2" e H-6" (7,72-7,68) [2}
H-3eq (2,70) [24]

H-4 (5,01) [11]

H-3eq (2,70) H-2' e H-& (7,72-7,68) [12]
H-3ax (2,08) [31]

H-4 (5,01) [5]

OH (4,34) | 4]

H-4 (5,01) H-2' @ H-&' (7,72-7,68) [2]
H-3ax (2,08) [7]

H-3eq (2,70) [3]

OH (4,34) [ 2]

H-27 (7.54) H-3" (6,93) [10]
H-3" (6,93) H-2" (7,54) [14]
OMe (4,12) [9]
H-27" (3,90) H-2' e H-6' (7,72-7,68) [7]

H-3'" (5,13) [5]
Me (1,58) [3]
OMe (4,16) 7]
H-37 (5,13) Me (1,58) [B]

QOutras informagdes importantes s&0 obtidas pelo espectro de
RMN '*C (Tabela 16, pag. 101; E-17a), onde observamos o sinal de
C-2 com um deslocamento caracteristico a 1017 ppm. Este
deslocamento também foi observado em todas as flavanas isoladas que
apresentaram substituintes oxigenados em C-2. isto € confirmado
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DEPT 90° e 135° (E-17b), onde ocorre o desaparecimente do sinal
C-2-H, que aparece na faixa de 75.,6-78,7 ppm."'® Os outros carbonos do
anel C aparecem a 42,1 e 60,9 e correspondem a (C-3 e (-4,
" respectivamente.

O espectro UV (E-18) mostra duas bandas de absorcdo a 256
e 217 nm referentes ao sistema benzoila.

No espectro IV (E-19) observamos absorgdes a 3526 cm”’
(OH), 1627, 1485 c¢m™ {C=C), 1353, 1247, 1113, 1061 c¢m™’ (C-O.

No espectro de massas de 37, (E-20), observa-se 0 ion
molecuiar M* a m/z=410 (2%) e o pico base m/z=105 (100%). A
fragmentacgao proposta € mostrada no Esquema 3.
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A analise da flavana 38 foi feita em comparagdo com o0s
dados discutidos anteriormente para a flavana 37. Através do espectro de
RMN 'H (Tabela 17, pag. 105; E-21) observamos os sinais caracteristicos
do grupo O-prenila a 1,58 ppm (duas metilas), 5,20 ppm (multipiete
referente ao hidrogénio oiefinico) e dois multipletes referentes aos
hidrogénios metilénicos ligados a¢ oxigénio, centrados a 4,00 e 3,86
ppm. A diferenca € observada no substituinte de C-4, onde ao invés de
uma hidroxila e observado o sinai de um grupo metoxila que aparece a
3,54 ppm. Os demais hidrogénios pertencentes ao anel C aparecem como
dupios dubletes a 1,96 ppm (J=15,0 e 5,3 Hz), 2,76 ppm (J=15.0 ¢ 1,8
Hz) e 4,56 ppm (J=5,4 e 1,8 Hz) e correspondem a H-3ax, H-3eq e H-4,
respectivamente. Os sinais correspondentes aos hidrogénios do anel B
aparecem também como dois multipietes a 7,68-7,866 ppm (H-2'e H-6') e
7,45-7,35 ppm (H-3', H-4° e H-5'). Este padrao de substituicdo ja foi
descrito antes na discussdo dos dados da flavana 37 e foram
caracteristicos para as flavanas 2,4-dioxigenadas isoladas. As duas
metoxilas aromaticas aparecem a 4,11 e 4,10 ppm. A 7,52 e 6,89 ppm
aparecem como dubletes (J=2,3 Hz) os sinais de H-2”" e H-3" {anel
furano). A fusdo linear do anel furano foi confirmada através das
interagbes observadas pelo experimento de diferenga de efeito NOE
(Tabela 18).

Tabela 18 - Principais efeitos NOE observados de 38.

irradiagao (& ppm) Sinal com aumento de intensidade
(8 ppm) [%]

H-4 (4,56) H-3ax (1,98) [5]
H-3eq (2,76) [1]

OMe (3,54) OMe (4,11) [7}
H-4 (4,56) [2]

H-3” (6,89) H-2" (7,52} [10]

OMe (4.11) [8]
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A auséncia de efeito NOE entre H-4 e qualquer dos
hidrogénios do grupo O-prenila sugere & configuracao relativa cis entre
os dois grupos oxigenados, um ligado a C-2 e outro a C-4.

Os dadocs obtidos pelo espectro COSY ('H-'H), (Tabela 19;
E-22), mostraram as correlagbes esperadas para a estrutura proposta de
38.

Tabela 19 - Correlacdes observadas no espectro COSY ('H-'H) de 38.

Hidrogénio (& ppm) Hidrogénio correlacionado
H-3ax (1,96} H-3eq, H-4
H-3eq (2,76) H-3ax, H-4
H-4 (4,56) H-3ax, H-3seq
H-2" (7.52) H-3"
H-3” {6,89) H-2"
H-2' e H-6 (7,68-7,66) |H-3’, H-4'e H-5’

A analise do espectro de RMN '°C (Tabela 20, pag. 105;
E-23a) foi realizada com o auxilio dos dados obtidos pelo espectro DEPT
90° e 135° (E-23b) e confirmou a estrutura de 38. A analise dos sinais
dos carbonos do anel C mostrou os deslocamentos esperados, onde:
C-2=100,5 ppm, C-3=39,0 ppm e C-4=68,6 ppm. Os demais sinais
observados também confirmam a estrutura proposta.

O espectro de 1V (E-24) mostrou abscorgdes mais intensas a
1635, 1484, 736, 703 cm™' (C=C), 1285 cm™ (C-0).

No espectro de massas (E-25) o ion molecular aparece a
M*=424 (8%) e o pico base a m/z=105 (100%). O fragmento m/z=324
(55%) pode ser interpretade como mais uma indicacdo da configuracéo
retativa 2,4-cis, ja que a perda da molécuia neutra indicada n&o ccorreria
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se os grupos O-prenila e metoxila estivessem em diregbes opostas. A
fragmentacgdo proposta € apresentada no Esquema 4.
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Esquema 4 - Fragmentacao proposta para 38.
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As outras duas flavanas isoladas 39 e 40 tiveram suas
estruturas determinadas por analogia com as estruturas das flavanas 37 e
38, j4 que apresentaram um padrdo de substituicdo semeihante. A
diferenga é observada em C-2, onde se observa agora a presenga de um
grupo metoxila ao invés do grupo O-preniia.

Para a flavana 39 a analise por RMN 'H (Tabela 21, pag. 108;
E-26) forneceu as seguintes informacdes: para o ane! C aparecem a 3,14
ppm o sinal referente a uma metoxila de carater alifatico, dois duplos
dubletes a 2,12 ppm (J= 150 @ 4,9 Hz) e 2,71 ppm (J= 15,0 e 1,8 Hz)
correspondentes aos hidrogénios metilénicos, um duplo duple dublete a
5.03 ppm (J= 10,4; 4,9 e 1,7 H2) atribuido a H-4 e a 4,10 ppm como um
dublete (J=10,8 Hz) o sinal de um grupo hidroxila. Foram também
observados os sinais referentes ao anel B néo substituido, que aparecem
como dois multipletes a 7,70 - 7,69 ppm (H-2' e H-6’) e 7,50 - 7,40 ppm
(H-3', H-4’ e H-5’), os sinais de duas metoxiias aromaticas a 4,17 e 4,13
ppm e os sinais relacionados ao anel furano como dubletes a 7,54 ppm
{4=2,3 Hz) e 6,93 ppm (J=2,2 Hz) correspondendo a H-2" e H-37,
respectivamente. A Tabela 22 (E-27) mostra as principais correiagoes
obtidas a partir do espectro COSY 'H-'H de acordo com o esperado para
a estrutura proposta.

Tabela 22 - Correlagdes observadas no espectro COSY ("H-"H) de 39.

Hidrogénio (3 ppm) Hidrogénio correlacionado

H-3ax (2,12} H-3eq, H-4
H-3eq {2,71) H-3ax, H-4
H-4 (5,03) H-3ax, H-3eq
H-2"(7,54) H-3°

H-3" (6,93) H-2"
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Pela analise do experimento de diferenga de efeito NOE
(Tabela 23) constatamos a fusio linear do anel furano no anel A e
sugerimos que a configuragioe relativa entre C-2/C-4 deve ser cis,
considerando que os substituintes oxigenados ligados aos carbonos C-2 e
C-4 estido do mesmo lado em relagdo ac anel C, pois ndo observamos
efeito NOE entre H-4 e o grupo metoxila ligado a C-2.

Tabela 23 - Principais efeitos NOE observados para 39.

Irradiagdo (& ppm) Sinal com aumento de intensidade

(6 ppm) [%]
H-3ax (2,12} H-3eq (2,71) [25]
H-4 (5,03) [11]
H-3eqg (2,71) H-2’ e H-6’ (7,70-7,69) {9]

H-3ax (2,12) [26]
H-4 (5,03) [5]

OMe (3,14) H-2' e H-6" (7,70-7,69) [3]
OMe {4,13) [2]

H-4 (5,03) H-3ax (2,12) [7]
H-3eq (2,71) [3]

H-3" (6,93) H-2" (7,54) [10]

OMe (4,17) [11]

A anaiise dos espectros RMN '°C (Tabela 24, pag. 109,
E-28a) e DEPT 90° e 135° (E-28b) confirmam a estrutura da flavana 39,
principalmente através dos sinais dos carbonos do ane! C, que aparecem
a 1019, 419 e 60,1 ppm e correspondem a C-2, C-3 e C-4
respectivamente. Estes desiocamentos estao de acordo com a
correlagdes '°C-'H obtidas através do experimento HETCOR (Tabela 25,
E-29).
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Tabela 25 - Correlacdes observadas no espectro HETCOR ('°C-'H) de 39,

Hidrogénic (8§ ppm) Carbono carrelacionado (3 ppm)
H-3ax (2,12) C-3 (41,9)
H-3eq (2,71)
H-4 (5,03) C-4 (60,1)
H-2" (7,54) C-2" (143,8)
H-3" (6,93) C-3" (105,2)
H-2' e H-6’ (7,70-7,89) [C-2' e C-6 (126,4)
H-4" {7,50-7,40) C-4' (128,7)
H-3" e H-5' (7,50-7,40) [C-3' e C-5" (128.,7)

No espectro UV {E-30) aparece somente uma banda de
absorgdo intensa a 257 nm referente ao sistema benzoiia.
O espectro IV (E-31) mostrou uma absor¢do intensa a 3508
cm' referente ao grupo hidroxila. Observou-se tambem ahbsorgbes a
1629, 1485, 736 e 702 cm’' atribuidas ao anel aromatico e a 1265, 1063
cm’' atribuidas a tigagdo C-O-C.
No espectro de massas (E-32) ndo foi observado o pico
correspondente ao ion molecular e o pico base, também proveniente da

clivagem RDA, aparece a m/z=222 (100%) (Esquema 3).
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Os deslocamentos observados no espectro de RMN 'H (Tabela
26, pag. 107; E-33) para a flavana 40 foram similares aos da flavana 39.
Aléem do grupo metoxila ligado a C-2 aparece outro sinai
correspondendo a uma metoxila de carater alifatico a 3,60 ppm
atribuida a C-4. Os sinais de H-3eq, H-3ax e H-4 aparecem como dupios
dubletes, Os deslocamentos dos hidrogénios foram confirmados
através do espectro COSY 'H-"H (E-34).

A analise do experimento NOE (Tabela 27) confirmou a fuséo
linear do anel furanoc no anel A e também sugere a configuragao
relativa cis considerando as metoxilas ligadas em C-2 ¢ C-4.

Tabela 27 - Efeitos NOE observados para 40.

irradiagdo (& ppm) Sinal com aumento de intensidade
(8 ppm) [%]
H-3ax {1,97) H-2' e H-6" (7,70-7,67) {1]
H-3eq (2,76) [26]

H-4 (4,55) [12]

H-3eq (2,76} H-2' @ H-8" (7,70-7.67) [8]
H-3ax (1,97} [27]

H-4 {4,55) {3]

OMe (3,80) [5]

H-4 (4,55) OMe (3,60) [10]

H-3ax (1,87) [7]

H-3eq (2,76) [2]

A-3" (6,89) R-2" (7.53) (9]
OMe (4,12) [8]

OMe (3,17) H-2" e H-8 (7,70-7,67) [2]
OMe (4,11) [1]

OMe (3,60) H-3eq (2,76) [1]

H-4 (4,55) [4]
OMe (4,12) [1]
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A analise do espectro RMN '’C (Tabela 28, pag. 107; E-3ba)
mostrou deslocamentos semelhantes para C-2 e C-3, enquanto que C-4
apresenta uma desprotegdo acentuada (+8,8 ppm) devido a substituicdo
do grupo hidroxila peio grupo metoxila e aparece a 68,9 ppm. As
atribuigoes feitas estdo de acordo com os dados observados nos
espectros DEPT 90° e 135° (E-35b) e HETCOR (E-38).

O espectro UV (E-37) semelhante ao da filavana 39 mostrou
uma banda de absorgac intensa a 257 nm referente ao sistema benzoiia.

No espectro |V (E-38) aparecem as absorcdes a 1628, 1484,
701 cm™ (C=C), 1251, 1159, 1118, 1054 cm™' (C-0).

Os principais sinais observados no espectro de massas (E-39)
correspondem ao ion molecular M'=370 (7%), o pico base m/z=236
(100%) referente a clivagem RDA do anel C e os fragmentos m/z=307
{(76%) e m/z=337 (93%) ambos totalmente aromaticos e gerados
conforme o caminho de fragmentacao proposto no Esquema 6.
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B-Hidroxichalconas

A analise dos dados espectroscopicos de 41 levou a estrutura
de uma chaicona B-oxigenada. No espectro de RMN ‘H (Tabela 29,
pag. 102; E-40),0s dois multipletes em campo baixo, correspondendo a
integracio de cinco hidrogénios, podem ser atribuidos a um anel A néo
substituido; enquanic os dois dubietes centrados a 7,53 e 6,80 ppm
(J=2,2 Hz), caracteristicos de um anel furano e os sinais de trés
metoxilas de carater aromatico podem ser atribuidos a um anel B
totalmente substituido. Restam para compor a estrutura os sinais
correspondentes aos hidrogénios da cadeia central, sendo um singlete a
5,40 ppm, gque pode ser atribuido a um hidrogénio ligado ao carbono a a
duas carbonilas e os sinais correspondenties a um grupc dimetilalila
[-C{CHs),CH=CH,]. As interagdes observadas no experimento de
diferenca de efeitc NOE (Tabela 30) estdo concordantes com a estrutura
proposta de um dibenzoiimetano contendo um grupo dimetilalila ligado a
C-8.
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Tabela 30 - Principais efeitos NOE observados para 41.

irradiacéo (5 ppm) | Sinal com aumento de intensidade
(6 ppm) [%]

H-8 (5,40) H-2 e H-6 (7,82-7,89) [11]

H-2'" (6,14) [2]

Me (1,28 ¢ 1,26) [4]

H-2" (7.53) H-3" (6,80) {2]
H-8 (5,40) [1]
H-3" (6,80) H-2" (7.53) [4)
OMe (3,79) [7]
H-2"" (6,14) H-3 (4,95-4,90) [4]
Me (1,28-1,28) [3]
H-3"" (4,95-4,90) Me (1,28-1,26) [3]
H-2™ (6,14) [3)
OMe (3,79-3,78) H-3" (6,80) [1]
Me (1,28-1,26) H-8 (5,40) [1]

H-2" (6,14) [1]
H-3" (4,95-4,80) [1]

A analise do espectro de RMN '°C (Tabela 31, pag. 103;
E-41a), forneceu mais informag¢des que sdo coerentes com a estrutura
proposta para 41, principalmente em relagac aos sinais de baixa

737 e o carbono

intensidade de duas carbonilas a 196.,4 e 1948 ppm
metinico a 68,1 ppm, que pode se encontrar deslocado para campo mais
alto por estar sob a protecéo do anel A (abaixc ou acima do planc do
anel). A nao coplanaridade dos anéis poderia ser ocasionada pelo grupo
alqui! volumoso ligado a C-8 (Ca as duas carbonitas).

O fato de a forma endlica 45 (Figura 12) ndoc ser observada,
pode se atribuido a um deslocamento do equilibric para a esquerda,
tavorecendo a forma dicarbonilica devido ao grande impedimento estérico

causado pelo grupo dimetilalila, ligado a C-8.
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R = C(CH;),CH=CH, R = C(CHy),CH=CH,
41 45

Figura 12 - Equitibrio ceto-endlico para 41.

As informagbes obtidas pelo espectro DEPT 90° e 135°
(E-41b) também auxiliaram na determinagdo da estrutura de 41. Qs
carbonos metinicos a 128,6 (2C), 128,3 (2C) e 132.5 ppm (1C) possuem
os deslocamentos caracteristicos para compor ¢ anel A; enquanto 0s
carbonos metinicos a 1445 e 105,2 ppm s&80 atribuidos a um anel
furano. Resta o sinal correspondente a outro carbono metinico a
68,1 ppm, que foi atribuido a C-8.

A analise do espectro UV (E-42) mostrou apenas uma banda
com absorgdo a 247 nm que esta associada ao sistema benzoila. A
auséncia da banda referente ao sistema cinamoila € um indicativo da
inexisténcia de conjugacao entre os aneéis e novamente sugere que no
caso de existir um equilibrio ceto-enélico este esteja largamente
deslocado para a forma ceto {dicarbonilica).

Para confirmar a existéncia {(ou nao) da forma enodlica a
substancia 41 foi submetida a metilagdo com excesso de diazometano.**
A reacdo acompanhada por CCD indicou que ndo ocorreu a formagao do
composto metilado correspondente a forma enédlica 45. Isto tambéem
serviu para corroborar a existéncia somente da substédncia 41 na forma
dicarbonilica.

O espectro IV (E-43) mostrou absor¢gdes a 1709 cm™ (C=0),
1478, 1347, 735 cm™ (C=C) e 1265, 1067 cm™' (C-0).
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O espectro de massas (E-44) mostrou 0 ion molecular
esperado M’ a m/z=422 (7%), o pico base a m/z=235 (100%) e outros
picos significativos a m/z=220 (11%), m/z=105 (11%) e m/z=77 (10%),
os quais foram consistentes com a estrutura proposta para 41. A
proposta de fragmentagéo esta apresentada abaixo no Esquema 7.
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Esquema 7 - Fragmentag&o proposta para 41.
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A analise da substancia 42 foi feita em comparagdo com todos
0s dados espectroscdpicos de 41. Os principais sinais observados no
espectro de RMN 'H (Tabela 32, pag. 112; E-45) em relacdo aos anéis A
e B foram muito semelhantes. Observamos os dois multipletes referentes
aos cinco hidrogénios aromaticos do anel A ndo substituido, os dois
dubletes que correspondem ac anel furano e os sinais das trés metoxilas
aromaticas que podem ser atribuidas ao anel B. Os outros sinais
observados que também foram semelhantes aos de 41, correspondem ao
grupo dimetilalila. O sinal do hidrogénio metinico atribuido a C-8 esta
mais desprotegido, o que nos levou a propor que se tratava do enoléter
correspondente. Para tanto, aiém dos possiveis regioisdmeros 7-OR e
9-OR consideramos também os respectivos isdmeros configuracionais Z e
E (Quadro 6}.
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Regioisomeros 7 - OR

Z-s-cis Z-s-trans

O
b S — 7
B
Z~H
Q
f\
E-s-cis E-s-trans

Quadro 6 - Regioisdmeros propostos para 42.
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Através do experimento de diferen¢ga de efeito NOE (Tabela
33) sugerimos que se trata do regicisdomero 9-OR, pois nao observamos
efeito NOE entre os hidrogénios do anel A e os do grupo dimetilalilta. Por
outro lado o grande efaitc NOE observado pela irradiagdo de H-8 somente
sobre os hidrogénios H-2 e H-6 descarta o isdmero configuracional E.

Tabela 33 - Principais efeitos NOE observados para 42.

Irradiacédo (&6 ppm) Sinal com aumento de
intensidade
(8 ppm) [%]
H-8 (6,74) H-2 e H-6 (8,00 - 7,97) [21)]
H-2" (7,66) H-3" (7,05) [5]
H-3" (7,05) H-2" (7,66) [6]
OMe (4,11) [3]
H-2" e H-6" (8,00 - 7,97) |H-3’, H-4'e H-5" (7,57 - 7,53) {13]
H-8 (6,74) [12]

No espectro de RMN "°C (Tabela 34, pag. 112; E-46) néo
aparecem mais 0s sinais relativos as duas carbonilas (C-7 e C-98}, mas
sim dois sinais muito fracos a 1916 e 169,1 ppm, que poderiam ser
atribuidos a C-7 e C-9, respectivamente. Para o carbono olefinico C-8 &
atribuido o sinal a 107,4 ppm. Os sinais dos carbones quaternarios nao
estdc bem definidoes no espectro.

Qutra evidéncia da existéncia de um sistema conjugado £
observada no espectro UV (E-47) onde aparece agora, alem das bandas
correspondentes ao sistema benzoita a 272 e 214 nm, uma banda a 341
nm que se refere ao sistema cinamoila.

No espectro de massas (E-48) o sinal correspondente ao ion
moiecular M* ndo foi observado. O pico base aparece a m/z=307 (100%)
(Esquema 8).
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-0

miz = 307 {100%) mz - 221 (8%)
cO
o OH
M o
+
OMe miz =279 (31%) OMe C‘}O

Esquema 8 - Fragmentacio proposta para 42,

Flavona

Os espectros de 1V e UV da substancia 43 sugeriram a
estrutura de uma flavona. No espectro |V (E-52) € observada uma banda
intensa a 1641 cm™' indicativo da presengca do grupo carbonila no
sistema e nos espectro UV (E-51) foram observadas as bandas de
absorcdo referentes ao sistema benzoita (270 nm) e ao sistema cinamoila
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{350 nm), indicando claramente a existéncia da conjugacgio entre os
aneis A e B.

O singlete a 6,74 ppm no espectro de RMN 'H (Tabela 35,
pag. 110; E-49) apresenta o deslocamento caracteristico do hidrogénio
H-3 de flavonas'’ e confirma o esqueleto proposto para 43. Para o anel A
sdo atribuidos o0s sinais de duas metoxilas aromaticas a 4,11 e 4,27 ppm
e os dois dubletes dos hidrogénios do anel furano a 7,66 e 7,06 ppm
(J=2,2 Hz). Para o anel B sgo atribuidos os dois multipietes a 8,01-
7.88 ppm (H-2’ e H-6’) & a 7,56-7,54 ppm (H-3’, H-4" e H-5").

No espectro de RMN '>C (Tabela 36, pag. 111; E-50a) os
sinais dos carboncs do anel C mostraram os desliocamentos esperados
para este tipo de esqueieto, onde C-2 aparece a 161,686 ppm, C-3 a 107.,6
ppm e C-4 a 178,9 ppm (C=0). O espectro DEPT 80° e 135° (E-50b)
também mostrou os sinais esperados.

O espectro de massas (E-53) forneceu o ion molecular M* a

m/z=322 (98%). O pico base (M*-15) a m/z=307 (100%) pode ser

interpretado como uma evidéncia de um grupo metoxila ligado a C-6, uma
vez que a saida do radical metila gera um ion com estrutura quinoidal
totalmente conjugado. Embora n&o tenhamos reaiizado o experimento de
diferenga de efeito NOE, este fato nos leva a sugerir que o ane! furano
encontra-se angular em relagdo ao anel A. Qutros fragmentos importantes
s8o0 m/z= 220 (4%) e m/z=102 (15%), que correspondem a clivagem RDA
do anel C e os fragmentos m/z=77 (17%) e m/z=105 {20%), comprovando
a presenca de um anel B ndo substituide (Esquema 9).
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LI

(f/
+ m/z = 105 (20%)

'CH.3

0 o I M

miz=77{17%)
M . C\'QO Hc.&/ ’

M

vz =220 (4%) mz ~ 102 (15%)

OMe O
ov7 = 307 (100%)

.

Esquema 9 - Fragmentagao proposta para 43.

Flavonol

A substancia 44 pertence a classe dos flavondis e ja foi
isolada antes em espécies do género Derris.®*°

Os sinais caracteristicos para a determinagdao de sua
estrutura por RMN 'H (Tabela 37, pag. 114, E-54) foram os dois grupos
metoxila a 3,89 e 3,98 ppm ligados a C-3 e C-6, respectivamente e o
singlete a 7,52 ppm atribuide ao hidrogénio aromatico H-5. A fuséo
angular do anel 2,2-dimetilcromenc anteriormente proposta

considerando-se questdes biossintéticas, agora foi confirmada através
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do experimento de diferengca de efeito NOE (Tabela 38), assim tambeém
como & posigdo do grupo metoxiia ligado a C-6.

Tabela 38 - Efeitos NOE observados para 44.

irradiagdo (8 ppm) Sinal com aumento de
intensidade

(&6 ppm) [%]
H-5 (7,52) OMe (3,98) [3]
OMe (3,89) H-2’ e H-6' (8,10-8,07) [2]
OMe (3,98) H-5 (7.52) [10]

H-2' e H-6" (8,10-8,07) |H-3", H-4" @ H-5' (7,55-7,49) [14)
OMe (3,89) [3]

H-3" (5,786) H-4" (6,89) [14]

H-4" (6,89) H-3" (5,78) [9]

Os dados de RMN 'H e RMN '*C (Tabela 39, pag. 114
E-55a), DEPT 90° e 135" (E-55b), UV (E-56) e IV (E-57) estdo de acordo
com os dados da literatura e confirmam a estrutura proposta.

QO espectro de massas (E-58) forneceu o ion molecular M* a
m/z=364 (19%) e 0 pico base a m/z=349 (100%), que corresponde a perda
de um radical metila do nucleo 2 2-dimetilcromeno. Esta é uma
fragmentagdo caracteristica em flavondides que possuem um anei
2,2-dimetilicromeno, porque origina um ion totaimente aromatico
(Esquema 10).
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M- 364 (19%)

. CH3

O mz-3a (100%)

M C\\\O

mz= 217 {13%)

l

. 0 L ®

miz= 105 (20%)

miz = 77 (18%)

R

Esquema 10 - Fragmentagao proposta para 44.
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3.2 - Analise Quantitativa do Extrato Eter de Petréleo por CLAE

A CLAE é uma técnica analitica muito utilizada para a
separacdo de flavondides. Métodos usando CLAE em combinagdo com
espectrometria de massas (ionizagdo gquimica a pressdo atmosférica)®,
ou em combinacdo com a espectroscopia no ultravioleta (sistema
“on-line”)** ou ainda usando coluna de fase reversa®® e padrdes internos?®®
tém sido desenvolvidos para andlises qualitativa e quantitativa de
flavonéides nas cltimas décadas.

Analise Qualitativa

Para a analise qualitativa do extrato éter de petréieo foram
feitas co-inje¢des dos padrdes das substancias isoladas em amostras do
extrato. Através da comparagdo dos tempos de retengdo dos picos de
cada padrao pode-se identifica-los nos cromatogramas dos extratos.

Seleglo da Fase Mével

A selegcdo da fase moével foi feita utilizando-se uma aliquota
do extrato éter de petrdolec. Nos primeiros testes, manteve-se a fase
moével constante e variou-se o A a fim de se obter o methor comprimento
de onda para o detector (Tabela 40).
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Tabela 40 - Selecdo do comprimento de onda (A).

A (nm) Fase Movel (%) Figura®*
245 CH,0OH (100} 13
250 CHsOH (100) 14
275 CHaOH (100} 55
280 CH,0OH (100) 16
320 CH,OH (100} 17
350 CHiOH (100) 18

*As Figuras estdao apresentadas no Apéndice II.

Conforme indicado na Tabeta 40 foi selecionado A=275 nm
(Figura 15) por ter permitido a detecg¢do de um maior nuamero de
compostos do extrato analisado. '

Apos os testes para a escolha do A a ser utilizado foram
realizados testes para a escolha do(s) solvente(s) mais(s) adequado(s)
para a fase movel (Tabela 41).

Tabela 41 - Selecdo da fase mével (A = 275 nm).

Fase Moével % Figura*
CH3;0H @ H;0 90 : 10 19
CH3;0H : H;0 80 : 20 20
CH,O0H : H20 70 : 30 21
CHaCN -H,0 70 : 30 22
CHsCN : H,O 65 : 35 23
CH,CN : Hp0 60 : 40 24

*As Figuras estdo apresentadas no Apéndice II.

A fase moével mais adequada para a separagdc mostrou ser
CH3OH:CHJCN (70:30), porque foi a que apresentou a melhor resofucéo e
menor sobreposicio dos picos. Utilizou-se uma elui¢g@o isocratica e um
fiuxo de 0,8 ml/min.
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A analise qualitativa do extrato cloroférmico (Figura 25,
Apéndice 11} mostrou-se muito semelhante a do extrato éter de petroleo,
enquanto que a do extrato metandlico (Figura 26, Apéndice II) indicou a
presenca de substancias bem mais polares.

Analise Quantitativa

Para a quantificacdo do extrato éter de petrdleo utitizou-se o
“Método do Padréo Externo”.>’ Este método consiste na comparacéo da
area da substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas
desta mesma substadncia em solugdes padrdes de concentragdes
conhecidas. Obtém-se o cromatograma correspondente & cada uma
delas e em um grafico relacionam-se as &areas obtidas com as
concentragdes. Este grafico permite calcular a concentragdo da
substadncia na amostra. As equacGes obtidas através das curvas de
calibracio estéo apresentadas na Tabeia 42.

A equacio da reta utilizada para a elaboragdo das curvas de
calibragéao foi:

y=a+ bx

onde: y= area absoluta dos picos (fornecida pelo integrador)

»
]

concentracdo do padrao (mg amostra/ml solvente)
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Tabela 42 - Equagbes da reta obtidas através das curvas de calibragéo

dos padrbes.

Padrao Equacdo da Reta Figura*
9 y = 1,424E02 + 8, 140E05x 27
39 y = 1,219E03 + 3,339E05x 28
40 y = 2,532E04 + 1, 069E06x 29
41 y=2,119E03 + 6,653E05x 30
43 y = 2,612E04 + 4 735E06x 31
44 = 2 124E04 + 4 309E06x 32

* As Figuras estdo apresentadas no Apéndice 1.

Utilizando as curvas de calibragdo e os cromatogramas obtidos

calculou-se as concentra¢cdes dos padrdes no extrato EP (Tabela 43).

Tabela 43 - Quantificagcdo do extrato EP por CLAE.

Padrao mgQ de padrdo / g de raiz
9 7.3
39 4.8
40 26,3
41 5,2
43 25,3
44 15,5

Os resultados obtidos através da quantificagdo do extrato éter
de petroleo indicaram que a substancia isolada mais abundante é a

flavana 2,4-di-OMe 40.
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3.3 - Sintese de Flavanas 4-Oxigenadas

A etapa chave na elaboragcdo de uma rota sintéetica de
flavondides é a escolha de um método adequado para a construgdo do
anel C. Duas rotas sintéticas podem ser utilizadas. Na primeira procede-
se a condensacdo de uma acetofencna adequadamente substituida com
um aldeido aromatico (Esquema 11). Na segunda rota o procedimento
utilizado é 2 acilagdo de derivados fendlicos com derivados do &acido
cinamico (Esquema 12)."7

Esquema 11

D '
Esquema 12 : ’E ‘*'
O -~

O vprincipal cuidado na escolha da rota sintética foi a
obten¢doc de um flavondide cujo esqueleto possuisse um padrido de
substitui¢cao semelhante aos compostos isolados de L. muehibergianus,
principalmente em relagdc ao anel C. Optamos pela sintese de 18a que é
uma flavana oxigenada na posicac 4 e portanto adequada a um dos
objetivos do trabalhe, que & o estudo da configuragdo relativa dos
carbonos do anel C (C-2 e C-4) de flavanas oxigenadas.

A flavana 18a e um produto natural, ja isolado de Tephrosia
hildebrandtii'®, cuja sintese total ainda ndo foi realizada.
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Duas rotas para a sintese de 18a foram estudadas, cujas

retrossinteses estic apresentadas abaixo, nos Esquemas 13 e 14.

OH 48

T

49

Ot

55

L

Esquema 14 - Segunda proposta retrossintética.
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Optamos por seguir o Esquema 14, onde se procede a reacgao
de acilagdo de Friedel-Crafts entre um derivado 2,2-dimetilcromeno do
floroglucinol (52) e o cioreto de cinamoila (56), que correspondem aos
aneéis A e B de 1Ba, respectivamente. 56, que corresponde ao anel B, foi
obtido através da reagado de acilagdo do acido cinamico®® (Rend.15%). O
espectro IV (E-58) do cloreto de cinamoiia 56, mostrou uma banda
intensa referente a absor¢do da carbonila a 1751 cm™'.

Para a constru¢do do anel A fizemos a reagdo de prenilagéo
do floroglucinol (55). Na literatura sdo encontrados varios métodos de
prenilagio usando os seguintes reagentes: brometo de 2,2-dimetilalila®*®,
2-metil-2-cloro-but-3-ino*®, 2-metil-but-3-en-2-01*'"** ¢ isoprenoc.** Devido
a maior disponibilidade no laboratorio, as reacdes foram feitas utilizando
2-metil-but-3-en-2-ol como reagente aiquilante.

A reagdo de prenilagdo forneceu predominantemente o
cromano 53 (17%), cujos dados de RMN 'H estao apresentados na Tabela
44 (pag. 123) e em pequena quantidade o produto monoprenilado 54,

OH 53

A proxima etapa consistiu na obtengdo de 52. Esta reagdo de
desidrogenacao foi feita segundec os procedimentos descritos na
literatura, que empregam DDQ (2,3-dicioro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona)
como o reagente mais adequado para se efetuar a desidrogenacdo no

anel cromano. **®

Devido ao baixo rendimento da rea¢io tentamos fazer
a proxima etapa da sintese, que € a aciiacdo de Friedel-Crafts,
utilizando-se como reagente o cromano 53 aoc invés do cromeno 52.
Observou-se a decomposigido da maior parte do reagente e ndo foi

possivel se verificar a formag&o da chalcona desejada.
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Devido as dificuldades encontradas, mudamos a rota e
tentamos a sintese de 18a seguindo a proposta sintética
apresentada no Esquema 13

A reagdo de prenilagdo da floroacetofenona (50) na primetira
tentativa forneceu pequena quantidade do cromano 48 (dados de RMN H
na Tabela 45, pag. 126) e grande parte do material de partida foi
recuperada.

OH 48

Na segunda tentativa, utilizamos a mesma relacdc molar
usada na primeira reacdc (1:1; floroacetofenona: 2-metil-but-3-en-2-0l},
mas o tempo de reacao foi aumentado de 24 para 48 horas. Novamente,
o rendimento do produto 48 foi muito baixe e houve a formagao de
um produto majoritaric (17%), cuja analise por RMN 'H (Tabela 46, pag.
127) indicou a estrutura do dicrcmano 58, mostrado abaixo.

Foram feitas varias tentativas de desidrogenagdo com DDQ,
mas obtivemos apenas a formagdo de um anel cromeno. Quando
utilizamos excesso de DDQ, para garantir a formagao dos dois aneis
cromenos, houve a decomposi¢cao de 58.
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O dicromano 58 ao ser submetido a reagdo de condensagéo
com benzatdeido em meio basico*?*® forneceu a chalcona 59 (90%), com
um sistema benzodipirano angular, como mostrado abaixo no Esquema
15.

0 OH KOH 40% aq.. McOH,
PhCHO
»
90%
O
58

|

Esquema 15 - Reagao de condensacgédo do dicromano 58.

O espectro no IV (E-62) de 59 mostrou uma absorgéao
intensa a 1615 cm”’ relativa ao grupo carbonila e a 3420 ¢m™' relativa ao
grupo hidroxiia.

No espectro de RMN 'H (Tabela 47, pag. 128: E-80)
observamos um par de dubletes atribuidos aos prétons trans olefinicos a

e B da chalcona a 7,72 e 8,09 ppm (J=15,7 Hz), respectivamente. A
analise do espectro de RMN '*C (Tabela 48, pag. 129; E-61a) e DEPT
90° e 135" (E-61b), também mostrou sinais que confirmam a estrutura
de 59.

No espectro de massas (E-83) ¢© ion molecular aparece
a M'= 392 (20%) e o pico base a m/z=43 (100%) (Esquema 16).
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m'z = TI{76%}
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b/ iCHy ﬁH ¢
c o mz = 260 %)
(9
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+
mz = 3H83%)

i\l :CH.

—C=0-
miz — 43 1P}

Esquema 16 - Fragmentac¢édo proposta para 59.

A 2'-hidroxichalcona 59 ja foi obtida antes, atraves
hidrogenagao catalitica de uma chaicona natural (60), encontrada

Flemingia fruticulosa.®’
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Nao relizamos a sintese da flavanona correspondente a
chalcona 59 ja que a mesma apresentaria sobreposi¢do nos sinais dos
hidrogénios metilénicos dos anéis C, D e E, dificultando desse modo a
atribuigdo dos hidrogénios do anel C. Optamos entdo pela sintese de um
modeto mais simples, como mostra o Esquema 17.

HW CHyN; . Et-0 M Mc  KOH40% . MeOII Me
——)> .—_.........—__’! LCH
11 H

50

oD oo L
TR e

OMe Ol 6§ OMe OH 64
Mall, Wak
THY, THF ,
Mel Mel
M 0. \"‘"@ Mﬂ@\“@
OMe OMe OMe OMe
&7 &6

Esquema 17 - Proposta retrossintética.
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A primeira etapa da sintese foi a reagéo de metilagao, tendo-
se o cuidado na escolha do reagente a ser utilizado, ja que era
necessario que uma das hidroxitas permanecesse na forma “livre”. O uso
de (CH:):SOs (Sulfato de dimetila)*’** mostrou ser este reagente
alquitante muito drastico, uma vez que obtivemos © composto
trimetoxilado em maior proporgdo que o composto dimetoxilado, numa
relagdo de 6:1, respectivamente (Rendimento da mistura 73%) (Esquema
18).

H OH (CH41S0; , K705 M OMe M OMe
Acstona +
73% )
H OMe O
50 68 61

Esquema 18 - Metilagdo da floroacetofenona 50 com sulfato de dimetiia.

A mistura dos dois produtos (68 e 61) foi submetida a reacéc
de condensagio com benzaideido e forneceu a 2’,4’ 6’-trimetoxichalcona
69 (49%) e a chalcona 62 (54%) (Esquema 19).

KOH 40 % pg. . MaTH
PHCHG

68 + 61

69 (49%) 62 (54%)

Esquema 19 - Condensacéo de 68 e 61 com benzaideido.

Os dados de RMN 'H (Tabela 49, pag. 131; E-64), RMN "°C
(Tabela 50, pag. 131; E-65a), DEPT 90° e 135° (E-65b), UV (E-66) e IV
(E-67) confirmam a estrutura da chalcona 69.
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A floroacetofenona (50) foi entdo submetida a reacédo de
metilagdo com diazometano®®, onde obtivemos somente o composto
dimetoxitado (61) com um rendimento de 72% (Esquema 20).

OH
H CH2N2 y F120 M OMe
MeOH
_MeoH
72%
H H
50 61

Esquema 20 - Metilagdo da floroacetofenona 50 com diazometano.

A analise por RMN 'H (Tabela 51, pag. 132) mostrou os sinais
esperados para as duas metoxilas a 3,70 ppm e a hidroxila quelatogénica
a 14,20 ppm.

Na etapa seguinte o composto dimetoxilado (61), foi
submetido a reagdo de condensagdo com benzaldeido em meio

42 46

basico , formando a 2’-hidroxichalcona 62 (81%) e a flavanona

correspondente 63 (9%), como demonstrado no Esquema 21.

M Me  pou 0% aq. , PhCHO
CH,OH . 48hta

H OMe O
61 62 (81%) 63 (9%

Esquema 21 - Reagio de condensagéo de 61.

Na analise por RMN 'H (Tabela 52, pag. 134, E-68)
observamos os dois dubletes a 7,79 e 7,82 ppm (J=15,7 e 15,6 H2z),
correspondentes aos hidrogénios @ ¢ B, respectivamente, da chalcona
62.
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No espectro RMN ™C (Tabela 53, pag. 134, E-69a)
observamos os sinais dos carbonos o e $ a 1278 e 142.6 ppm,
respectivamente e o sinal da carbonila a 183,0 ppm. Estes
deslocamentos, caracteristicos de um esqueleto de uma chalcona, estao
de acordo com os dados experimentais encontrados na literatura.*® O
espectro DEPT 90° e 135° (E-69b) também apresentou os sinais
esperados.

No espectro UV (E-70) sdo observadas as bandas referentes
ao sistema benzoila a 204 nm e ao sistema cinamoiia a 339 nm.

No especto IV (E-71) de 62 as bandas de absorgdo da
hidroxila e da carbonila aparecem a 3429 e 1628 em™', respectivamente.

O espectro de massas (E-72) mostrou o ion molecular a
M*=284 (51%) e o pico base a m/z=207 {100%) (Esquema 22).
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| _— O

OMe QO M - 284 (51%) OMe 0
62

M
M OH miz = 77 (22%) eO\QI
, o

“x,- OMe
OMe iz = 180{14%)
miz = 181(27%) )
M O
f/ CcO
OMe O
2. = 207(1000 +
o .
Ca"
M
& «x@a
il
CH OME
C/ co mz = 152(10%)
&
mz — 131(6%)
CII -
O
i &
C-
m'7 = 103X21%)
OMe

mz = 137(20%)

Esquema 22 - Fragmentagao proposta para 62.
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A 2'-hidroxi-4’-8’-dimetoxichalcona 62, também conhecida

48-51
1

como “Flavokawin-B”, &€ um produto natural cuja sintese ja foi

realizada.*®

As flavanonas, que sd0 isoméricas com as chalconas, podem
ser obtidas a partir da catalise acida ou basica das correspondentes
2’-hidroxichalconas.

Foram feitas algumas tentativas de isomerizagao 4acida,

usando procedimentos descritos na literatura.®

Mesmo c¢om algumas
modificagdes nas condigbes de reacdo o produto 63, na forma ciclizada,
ndo foi obtido. Tentamos entdo a isomerizagdo basica.®

A isomerizagdo da chaicona foi realizada com acetato de

sddio e forneceu a flavanona 63 {(67%), como mostra oc Esquema 23.

MeQ o NaOAC, MeOH
50 C15mm-La12h

6T%

L N

Esquema 23 - Reagédo de isomerizagao de 62.

A flavanona 63, 5,7-di-O-metilpinocembrina, tambem e um
produto natural.®*

A analise dos dados de RMN 'H (Tabela 54, pag. 136; E-73),
RMN '3C (Tabela 55, pag. 136; E-74a) e DEPT 90° e 135° {E-74b), em
comparacdo com os dados da literatura, confirmam a estrutura de 63.

No espectro UV (E-75) observa-se as bandas de absorgéo
correspondenties ao sistema benzoila a 283, 226 e 214 nm.
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No espectro |V (E-76) as principais bandas aparecem a 1673
em™' (C=0), 1606, 1568, 1467, 1422 cm’’' (C=C), 1260, 1216, 1110 cm"’

(C-0).
O espectro de massas (E-77) mostrou o ion molecular M*=284

{(28) ¢ o pico base referente a clivagem RDA a m/z=180 (100%)
(Esquema 24).

O 1.

*H
"CL L,
OMe O v 2pa 200)

63 \

OMc O ;- 283010%)

miz = TH{B%)

OMe Fla Meo 0\
m/'z = 180 (100%) iz = 104 (10%) \@ﬂj

OMe O

miz = 207{17%)

Esquema 24 - Fragmentagio proposta para 63.

A reducdo da flavanona 63 foi feita com LiAlH,’® (Esquema
25) e forneceu uma mistura de dois alcoois diasterocisomeéricos: 64 (10%)
e 65 (62%), correspondendo aos &lcoois de configuracdao relativa cis e
trans, respectivamente, gue foram separados por CC. A atribuicdo dos
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sinais foi feita com base nos dados de RMN 'H (Tabela 57, pag. 138;
E-78 para 64; e Tabela 59, pag. 139; E-80 para 65 ) e RMN ">C (Tabela
58, pag. 138; E-79a para 64, e Tabela 60, pag. 139, E-81a para 65) e a
configuragdo relativa entre H-2/H-4 com base nos dados do espectro de
diferenga de efeito NOE (Tabela 60).

Me OH
65 (62%)

64 (10%)

Esquema 25 - Reagfo de reducdo de 63.

Tabela 60 - Efeitos NOE observados para 64 e 65.

Irradiagdo (8 ppm) Sinal com aumento de intensidade(s ppm) [%]
64 85 64 65
H-2 (5,16) (5,34) |H-2" e H-8" (7,50 - 745) [6] 7,54 - 7,52 [7]
H-3eq (2,26) [3] (2,86} [2]
H-4 (5,00) [2] (4,90) [-]
(2,05) (2,00) |H-3eq (2,26) [11] (2,86) [14]
H-4 (5,00) {2] (4.90) [9]
(2,26) (2,86} |[H-2 (5,18) [8] (5,34) [6)
H-3ax (2,05) [13] (2,00) [14]
H-4 (5,00) [10] (4,90) [10]
(5,00) (4,90) H-3ax (2,06) [2] (2,00) {2]
H-3eq (2,28) [5] (2,86) [6]

{(Figura 34),
H-3ax, H-3eq e H-4 s&o muito semelhantes em ambas as estruturas, mas

Comparando os espectros de RMN 'H de 64 (Figura 33) e 65

observamos que a feigao espectral

dos sinais de H-2,
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notamos uma nitida diferenca nas absorgdes dos sinais que
correspondem aos hidrogénios H-2 e H-3eq. Para o alcool 65, 0s
deslocamentos quimicos de H-2 e H-3eq (534 e 2,86 ppm,
respectivamente) aparecem em campo bem mais baixo , em relagido aos
sinais observados no alcool 64 (5,16 e 2,26 ppm, respectivaments).
Provavelmente esta diferenca nos deslocamentos possa ser explicada
se considerarmos que no alcool 64 (configuracdo relativa cis entre
H-2/H-4) a hidroxila ligada a C-4 assuma uma posi¢ado pseudo-equatorial
(considerando para o anel C a conformagio meia-cadeira), de tal maneira
que se forme uma ligacdc de hidrogénio entre a hidroxila e o grupoe
metoxiia ligado a C-5. A formagédo deste anel de 6 membros explicaria
também a protecéc desta metoxila que aparece a 3,52 ppm enquanto a
metoxila equivalente de 65 aparece a 3,72 ppm.

-

H-2 H-4

Figura 33 - Espectro de RMN 'H de H-2, H-3 e H-4 para o alcoot 64.

- yr—

H-2  H4 " H-3

Figura 34 - Espectro de RMN 'H de H-2, H-3 e H-4 para o alcool 65,
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J& no alcool 65 a hidroxila ligada a C-4 ocupa uma posi¢ao
pseudo-axial, ocasionando um efeito de desprotegéo tanto de H-2 como
de H-3eq, como observado no espectro de RMN 'H.

A orientacdo do grupo hidroxila em C-4 influencia fortemente
os deslocamentos quimicos dos carbonos C-3 e C-4. Comparando-se 0s
sinais de absorcdo destes carbonos nos dois dlcoois, observamos que 0
carbono metilénico C-3 aparece mais desprotegido (+4,9 ppm) a 37,6 ppm
em 64 e a 32,7 ppm em 65. Em relagdo a absorgao de C-4, observamos o
contrario, isto &, um efeito de protegdo (-4,4 ppm) para 64, onde C-4
absorve a 59,3 ppm e em 65 a 63,7 ppm. A atribuigao dos carbonos foi

realizada com o auxilio de dados da literatura de fiavan-4-olg'® 145857

e
também em comparagdc com os dados obtidos para oS produtos da
reagdo de hidrolise de 9 (9a e 9b, pp 28-33). Os dados de RMN 'H e
RMN '3C dos alcoois diastereoisoméricos 64 e 65 e dos produtos de
hidrélise 9a e 9b foram estudados conjuntamente e mostraram
multiplicidades (RMN 'H) e desiocamentos quimicos (RMN 'H @ RMN '°C)
muito semelhantes e gue tambéem estao coerentes com O0S dagos da
literatura para compostos analogos.

Através dos espectros DEPT 90° e 135° (E-78b para 64 e
£-81b para 65) foi confirmada as atribui¢bes de C-4 como sendo 59,3
ppm e 63,7 ppm para 64 e 85, respectivamente.

A analise dos dados espectroscopicos dos alcoois
diastereoisoméricos 64 e 65 permitiu a corregao da configuragao
relativa de um composto descrito na literatura.'’ Através da comparagio
dos dados do composto 56 com os dados de 635 e 66, observamos que a
configuragéo relativa de 14 é cis e nao a configuragédo reiativa trans
atribuida inicialmente.
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H-2 515ppm (1H; dd; 12,0 e 3,0 Hz)
H-3ax 2,20 ppm (2H; m)

H-4 5,00 ppm (1H; dd; 4,0 ¢ 3,0 Hz)
Anel B 7,36 ppm (5H; m)

H-2 5,16 ppm (1H; dd; 12,1 e 1,8 Hz)
H-3ax 2,05 ppm (1H, ddd; 4,0 Hz)
H-3eq 2,26 ppm (1H; dt; 14,4 ¢ 1,9 Hz)
H-4 5,00 ppm (1H; m)
AnelB 7,50 - 7,45 ppm (2H; m)

7,43 - 7,31 ppm (3H;m)

H-2 5,34 ppm (1H; dd; 11,0 Hz)

H-3ax 2,00 ppm (1H; ddd)

H-3eq 2,86 ppm (1H; dt; 13,9 Hz)

H-4 4.90 ppm (1H; m)

Anel B 734 - 7,52 ppm (2H; m)
7,46 - 7,34 ppm (3H; m)

Submetemos os alcoois 64 e 65 a reacdo de metilagdo com
NaH e Me!°® na tentativa de obter os

correspondentes (66 e 67). Entretanto,

compostos 4-metoxilados

ndc obtivemos os produtos
desejados e recuperamos o0s reagentes de partida (64 e 65).
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3.4 - Analise Conformacional da Flavana 9

Com a finalidade de determinar a conformag¢ao preferida do
anel C da flavana 9, realizamos um estudo combinado de calculos semi-
empiricos e simulagio de espectros de RMN 'H.***°

Tendo como base as informagbes encontradas na
literatura?'®’ propusemos dois conférmeros preferenciais levando em
conta a posi¢do do grupo fenila {substituinte de C-2) estar na equatorial
(conférmero E) ou na axial (conférmero A).

A geometria dos confdrmeros E e A foi calculada pelo metodo
semi-empirico AM1 (SPARTAN) usando como conférmero inicial o de mais
baixa energia, isto &, os célculos foram repetidos até chegar a um valor
de menor energia possivel para ter certeza de que n&o estavamos
partindo de um minimo local.

A diferenca de energia entre os dois conférmeros foi de 1,22
kcal/mol, sendo o conférmero E (-96,71 kcal/mol) mais estavel que o
conférmero A {(-95,48 kcal/imol). A conformagédo bote (conformero B) € o
estado de transicdo de mais alta energia, (-92,51 kcal/mol), para a
conversjo dos conféormeros A para E. Relacionando-se a diferenga de
energia entre os dois conformeros, caiculamos a distribuigcao de

Boltzmann:

pE/pA = o - AE/RT

que mosirou a ocorréncia predominantemente do conféormero E (90-80%)
em relagido ao conformero A (10-20%).

A partir das geometrias minimizadas dos dois conférmeros
foram realizados calculos de energia em fungdo de angulos diedros
variaveis (0° a 180°). A barreira rotacional de energia de 4,2 kcal/mol foi

caicutada sobre a ligagao C-9-Oxig.-C-2-C-1' (Figuras 35 e 38).
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conformerc E conformero B formero A

""" { plano do anel A)
Figura 35 - Conférmeros.

A B
_93_
—_ =94
-
g i
=
o -85+
"L;J' .
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-97—| E
1 i T ! -
310 120 180

Figura 36 - Barreira rotacional caiculada.

As constantes de acopiamento ®Jsaeq . “J2.3ax , Jaeq.s © Jaax.s
(Tabela 81) foram determinadas através da equag¢8o de Karplus®®®
mostrada abaixo;

*Jun = A + Bcos ¢ + C cos 2¢
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sendo que o0s parametros empiricos utilizados foram : A = 7,0 Hz,
B=-10Hz e C=5,0Hz

Tabela 681 - Valores de *Juw calculados e experimentais.

Flavana 8 Conférmero E } Conférmero A
(experimental) (calculado) (calcuiado)
Jz2,3ax (HZ) 9,71 12,98 6,77
“J2.30q (H2) 3,15 3,50 2,33
*Jaax .4 (HZ) 7,28 11,14 6,48
*J3eq.4 (HZ) 6,99 6,81 2,48

A partir dos dados obtidos foram realizados os espectros de
RMN ‘H simulados cujos resultados, ilustrados nas Figuras 37 e 38,
mostraram uma boa concordancia ¢com os resultados experimentais.
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Figura 37 - Espectro de RMN 'H experimental.
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Figura 38 - Espectro de RMN 'H simulado a partir do experimental.
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4 - CONSIDERAGOES FINAIS

Lonchocarpus subglaucescens, L. muehlbergianus e L.
araripensis foram agrupadas em Lonchocarpus sub-género Punctati.’ As
duas primeiras foram submetidas a mesma metodologia de anadlise em
nosso grupo de pesquisa. A especie Lonchocarpus araripensis ja foi
estudada anteriormente e agora esta sendo reinvestipada em nosso
laboratério seguindo a mesma metodologia.

Entre os 32 flavondides isolados 23 sdo inéditos onde
predominam aqueles contendo o anel A totalmente substituido pelos
mesmos grupos, isto €, anel furano e duas metoxilas.

As trés espécies se caracterizam peila ocorréncia de flavanas
apresentando fun¢des oxigenadas em diferentes posigdes do anel C
(Tabela 62).

Tabela 62 - Padrao de oxigenagao do anel C nas flavanas isoladas de L.
araripensis, L. muehlbergianus e L. subglaucescens.

4-oxigenada 2,4-dioxigenadsa 3.4-dioxigenada
L. araripensis X
L. muehlbergianus X X
L. subglaucescens X X

Com base na proposta de Harbone'® para explicar a origem
biossintética da 2-OH-flavanona isolada de Populus nigra®® podemos
sugerir que L. subglaucescens e L. muehlbergianus seguem
preferencialmente a rota biossintética derivada da oxidagao da chalcona
precursora (caminho 1) uma vez que formaram em maior abundancia
respectivamente um derivado do dibenzoilmetano 72 e uma flavana 2,4-
dioxigenada 73. No caso de [. araripensis a rota principal deve ser o
caminho 2 pots nesta espécie predomina uma flavana 3,4-dioxigenada 75
{Figura 39).
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Figura 39 - Proposta biossintética para as flavanas 2 4-dioxigenadas.

Todos os flavonoides isclados de L. muehibergianus possuem

o anel B livre enquantoe que naqueles encontrados em L. araripensis e L.

subgiaucescens ora o anei

B é& livre ora possui

0 grupo 3’-4’-

metilenodioxido. Neste sentide L. subgiaucescens destaca-se pelo fato de

fornecer pares de flavonoides apresentando como unica diferenga o fato
de terem o grupo 3'-4’-metilenodidoxido ou nao.
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Vale ainda salientar que L. muehibergianus e L.
subglaucescens ocorrem na regiao de Campinas enguanto L. araripensis
€ uma espécie nativa na regido nordeste do Brasil.

A analise de um dos produtos da reac¢do de hidrolise da
flavana 9 por RMN 'H, RMN "’C e experimento de diferenca de efeito NOE
foi importante pois possibilitou a confirmagdc da configuragdo relativa
atribuida para 8 e também permitiu atribuir a de um composto descrito
na titeratura, 16, como sendo trans.

A sintese das duas flavanas 4-oxigenadas 64 e &5 de
configuragéao relativa cis e trans, respectivamente, foi especialmente
elucidativa uma vez que nos seus respectivos espectros de RMN 'H as
bandas relativas aos hidrogénios do anel C apresentaram-se muito
semelhantes, mostrando que a determinacgdo da configuragao relativa nao
pode se limitar as constantes de acoplamento refietida na feigdo das
bandas de absorgdo. Neste sentido os valores de desiocamentos
quimices aiiados aos dados de diferenca de efeito NOE sa&o muito mais
confiaveis. Este estudo nos permitiv determinar a configuracao relativa
do alcool obtido da hidrélise da flavana 9 como sendo ¢is e corrigir a de
uma flavana 4-oxigenada, 14, descrita na literatura.

A analise conformacional da flavana 9 indicou que os valores
experimentais de *Jy.n obtidos estdo de acordo com os calculos semi-
empiricos realizados. Ndo conseguimos maior exatiddo nos resultados
devido ao uso de uma curva de energia nd3o adequada ja que nao
encontramos parametros empiricos para este tipo de sistema. Os
resultados mostraram a existéncia de docis conformeros de mais baixa
energia (mais estaveis). No conférmero E (mais estavel) o grupo feniia
assume uma posi¢cdo equatorial e adquire uma conformag¢do do tipo sofa
na qual cinco 4tomos permanecem no plano do anel A e o carbono C-2 ou
C-3 sai fora do plano. No conformero A o grupo fenila assume uma
posigac axial e adquire uma conformag¢do do tipo meia-cadeira. Os
resultados indicaram a predominancia do conférmero E. E importante
salientar que devemos considerar também as contribuigbes de pegquenos
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minimos locais intermediarios (conférmeros menos estaveis} que
devem estar ocasionando distorgdes nos resultados observados. isto
esta de acordo com ¢ esperado ja que 0s dois conformeros estao em
equilibrio dinamico rapido com uma barreira de energia pequena de 4,2
kcal/mol.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Métodos Gerais

» Os pontos de fusdo foram obtidos em placas de
aquecimento tipo Kofier, instalada em um microscédpio modelo Thermopan
(C. Reichest Optische Wercke A G) & ndo sofreram corregéo.

» Os espectros de absorgdo na regido do infravermelho foram
obtidos em um espectrofotometro Perkin-Elmer modeio 1600 (FTIR}, em
pastilhas de KBr (para sodlidos) ou em filmes sobre cela de NaCl (para
liquidos). A referéncia utilizada foi a absorgdo em 1601 cm’' de um
filme de poliestireno.

« Os espectros de absorgdo na regido do ultravioleta foram
obtidos em um espectrofotometro Perkin-Eimer, modelo Lambda 3A. Os
solventes utilizados foram CHCIl; ou CH;OH (grau espectroscopico), cela

de quartzo de 1cm e os valores das absortividades molares (g) obtidos

através da seguinte formula:
m{mg) = A x Mol x V(ml) / &€ x I{cm)

onde: m = massa do composto em solugcdo (mg)
V = volume total da solucgdo (ml)
A

e = absortividade molar do composto em A

1}

absorbancia da solugdo em A

1 = caminho otico (cm)
Mol = peso molecular do composto

» Os valores de rotagdo dtica ({a]p) foram medidos em um
polarimetro Car! Zeiss Jena Polamat A com I|lampada de mercurio
(546 nm) e posteriormente corrigidos para o sédio segundo as relagdes
abaixo:

_ [o]obs

[a]Hg =
cxl
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la]Hg = 1r175 {a]Na

[@]ops. = [@]20° [ 1 + 0,000143 (t- 20 )]

onde: ¢ = concentracdo da amostra (mg/ml)
| = comprimento da cela (0,1 dm)
{a]ebs = rotac8o ética lida no aparelho
t = temperatura (°C)

» Os espectros de massas foram obtidos nos especirometros
Varian Mat 311 por impacto eletrénico a 70 eV e HP 5970 acopiado a um
cromatografo a gas HP 5890-11

» Os espectros de RMN 'H, RMN '°C, DEPT, diferenca de
NOE. COSY, HETCOR e COLOC foram obtidos nos espectrometros
Bruker AC-300/P e Varian-Gemini 300. Para o experimento COLOC foi
utilizada uma constante de acoplamento J=8-10 Hz. Os solventes
utilizados foram cloroférmio deuterado (CDCis) ou acetona deuterada
{{CD3).C0O), usando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos (8) s@o indicados em ppm € as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz).

« A analise qualitativa por CLAE foi realizada em um
cromatografo Varian modelo 9010 com detector de UV (i = 275 nmj}.
Utilizou-se uma coluna de fase reversa Varian C18, MCH 10 um
(300 mm x 4,0 mm) e uma eluigdo isocratica CHsCN/H,O (70:30) com um
fluxo de 0,8 mi/min.

« A andlise gquantitativa por CLAE foi feita em um
cromatografo Waters modelo 600E com detector de UV (275 nm). Utilizou-
se uma coluna de fase reversa Régis C18, 5 um (25 cm x 10 mm) ¢ como
fase moéve! CHaCN 100% com um fiuxo de 2,0 ml/min.

Métodos Cromatograficos

= As cromatografias em camada delgada (CCD) foram
feitas em silicagel G e GF354 da Merck na proporgéo de 1:1, sobre suporte
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de vidro (espessura 0,25 mm) e a detecgdo das substancias foi feita
sob irradiagcdoc com lampadas de UV (3688 e 254 nm) e nebulizagdo com
uma solucdoc de acido acético : acido sulfdrico : anisaldeido (100 ml :
2,.0ml: 1,0 ml), seguida de revelagdo por aquecimento.

= Asg cromatografias em camada preparativa (CCP) faram
feitas em silicagel G e silicagel GFzss4 da Merck na proporgcdo de 2:1,
sobre suporte de vidro (espessura de 1 mm) e os compostos foram
detectados por irradiagcdo com lampada ultravicoleta (366 e 254 nm).

= As cromatografias em coluna retampago (flash} foram feitas
em silicagel 80 (230 - 400 mesh) da Merck.®®

* As cromatografias em coluna (CC) foram empacotadas com
siticagel 60 (35 - 70 mesh) da Merck, utilizando-se aproximadamente 50 g
de silica para 1 g de amostra analisada.

= As cromategrafias em camada preparativa circular,
acelerada por centrifuga¢ao (CCPC) foram feitas com o auxilio de um
Cromatotron , utilizando-se placas de vidro circuiares com 12 cm de
diametro, revestidas com uma camada de silicagel PF:ss e sulfato de
cé'lcio 10% com espessura de 2.0 mm. As cromatografias feram
desenvolvidas com acetato de etiia e éter de petrélec em proporgdes
variaveis, num fluxo de 3-4 ml/min.

Reagentes e Solventes

» (Os reagentes e solventes foram purificados, quando
necessario, segundo as técnicas descritas por Perrin e colaboradores.®®

Coleta e Tratamento das Raizes
As raizes de Lonchocarpus muehibergianus foram coletadas

em fevereiro de 1992 no Parque Ecolégico (Unicamp), sob a orientagéo
da Profa. Dra. Ana Maria Tozzi (Departamento de Botanica - Unicamp).
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As raizes foram iavadas com agua, cortadas, secas ao ar livre
e depois colocadas em estufa (45°) por 72 horas. Em seguida foram
moidas, pesadas (931,7 g) e extraidas em extrator Soxhlet, obtendo-se
entdo os extratos éter de petréleo (9,9 g), cloroférmico (4,0 @) e
metandlico (3,5 ¢g) (Esquema 28), apos evaporacao dos respectivos
solventes em evaporador rotativo.

Raizes
(9317 g)
EP
{56 horas)
Extrato EP Torta 1
‘ (9,9 8)
CHCl,
(60 horas)
Extrato CHCI3 Torta 11
(4.0 g)
CH,O0H
(60 horas)
Extrato CH3;OH Torta lll’
(3.5 8) ]
Esquema 26 - Extratos obtidos das raizes de Lonchocarpus

muehitbergianus.
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Estudo do Extrato Eter de Petroleo

Uma analise comparativa dos trés extratos, por CCD, mostrou
ser o extrato éter de petréleo o que continha a maior concentragdo de
substancias, sendo por isso o primeiro a ser estudado. Uma coluna de
vidro com diametro 8 cm foi empacotada com 658 g de silicagel (35-70
mesh - Merck) para iniciar a analise de 9,9 g de amostra. Como eluente
utilizamos inicialmente éter de petréleo e gradativamente aumentamos a
polaridade com acetato de etila até 100%. Foram coletadas 230
fragbes de aproximadamente 200 ml cada. Estas foram posteriormente
analisadas por CCD (cromatografia de camada delgada) e as fracgdes
semelhantes agrupadas (Tabela 63). A partir dai as fra¢des foram
estudadas e purificadas por CCP (cromatografia de camada preparativa)
e/ou CCPC (cromatografia de camada preparativa circular, acelerada por
centrifugagédo}. A ordem de prioridade para prosseguir a analise de cada
fragdo agrupada foi estabelecida com base na quantidade de material e
menor compiexidade da mistura.

Tabela 63 - Eluicéo utilizada e fragdes coletadas.

Eluente Fragbes Fragdes Massa
Reunidas (...)" (mg)

EP 1-9 1 - 15 (F-1) 53.8
EP.EtQAc 1,0% 10 - 20 16 - 19 (F-16) 151,2
EP:EtOACc 2,0% 21 - 30 20 - 27 (F-20) 74.3
EP:EtOAC 2,5% 31 -62 28 - 33 (F-28) 241.0
EP.EtOAc 5,0% 63 - 88 34 - 38(F-34) 50,4
EP:EtOAcC 7,5% B9 - 120 39 - 46 (F-39) 72,9




Parte experimental

96

EP:EtOAc 10,0% 121 - 145 47 - 57 (F-4T)* 4633
EP:EtOAC 15,0% 146 - 153 58 - 74 (F-58) 7251
EP:EtOAC 20,0% 154 - 165 75 - 81 (F-75) 475,4
EP:EtOAc 25,0% 166 - 183 82 - 86 (F-82) 139,7
EP:EtOAc 30,0% 184 - 189 87 - 99 (F-87) 340,3
EP:EtOAc 40,0% 190 - 194 | 100 - 102 (F-100)* 123,86
EP:EtOAc 50.0% 195 - 203 103 - 108 (F-103) 314,5
EP:EtOAc 75,0% 204 - 213 | 109 - 120 (F-109)* 612.0
EtOAc 100,0% 214 - 220 121 - 135 (F-121) 861,1
EtOAc:MeOH 50,0% 221 - 230 136 - 137 (F-136) 114,1
138 - 143 (F-138) 164,2

144 - 151 (F-144)* 8464

152 -163 (F-152) 411,0

164 - 175 (F-164) * 935,0

176 - 194 (F-176) 6722

195 - 199 (F-195)* 193,8

200 - 209 (F-200) 154,6

Total 8189,9

{(...}* Cédigo utilizado para identificagao das fracbes agrupadas.

#
Fracdes estudadas.
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As demais fracbes se apresentaram muito semelhantes as
fracbes estudadas.

A seguir serac apresentados os fluxogramas que
esquematizam as fracbes estudadas, os métodos utilizados para a
purificagdo dos compostos e o0s dados espectrais dos flavondides

isolados.
Fluxograma da Frag¢ao F-47
F-47
80.0 mg
CCD | Hexano : ELO 5% (3x)
F-47.1 F-47.2 F-47.3
354 mg 7.4 mg 133 mg
CCD | CHCL (2x)
[ F-47.1.1 F-47.1.2 F-47.1.3
!L 53 mg 143 mg 5.5mg

f
9
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Tabela 2 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCIs/TMS) de 9 (E-01).

H 85 ppm (mult., J=Hz)
2 5,17 (1H; dd; 9,7 e 3,0)
3ax 2,40 (1H; ddd; 13,8, 9,9 e 7,2)
3eq 2,62 (1H; ddd; 13,9, 7,0 e 3,2)
4 4,84 (1H; t, 7,2)
2.3 7,47 - 7,32 (5H; m)
4,5 eb’
27 7,51 (1H; d; 2.2)
3" 6,82 (1H, d; 2,2)
OMe (C-4) 3,36 (3H; s)
OMe (C-5) 2,99 (3H; s)
OMe (C-6) 4,07 (3H; s)

Tabela 5 - Dados de RMN '®C (75,4 MHz;, CDCIs/TMS) de 9 (E-03a).

é ppm

77,2 (CH)

35.7 (CHy)

71,6 (CH)

149.9 (C)

134,68 (C)

149,3 (C)

114,7 (C)

145,5 (C)

(]

112,2 (C)

141,3 (C)

126,0 (CH)

128,6 (CH)

127.9 (CH)

128,6 (CH)

126,0 (CH)

143,9 (CH)

WINo| 01|86 N2 Feol oo o L[4 | 6N O

104,5 (CH)

OMe (C-4)

55,9 (CH3)

OMe (C-95)

61.7 (CHa)

OMe {C-6)

61,1 (CH3)
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Parte experimental

UV (E-06) (c=0.,0129 mg/ml;, CH;OH; b=1 cm?) Xpa nm (lOog &) 292(3,14).
284(3.15), 254(3.86)

IV (E-07) vmax €m ' (KBr): 2943 1627, 1479, 1408, 1365, 1354, 1263,
1195, 1161, 1130, 1108, 1068, 1002, 964, 907, 877, 842, 764, 746, 698,
EM (E-08) m/z(%): 340(M*,14) 339(61), 308(13), 236(100), 221(98),
105(6), 104(14), 91(15), 77(11).

[e]le (€=22,00 mg/mi; CHCI3; 1= 0,1 dm): - 28,98.

PF(°C). 59 - 81 (EtOH).
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Fluxograma da Fragao F-100

F - 100
85.2 mg

CCP | EP : EIQAc 10% (3x)

F - 100.1 F - 100.2 F - 100.3
44 7 mg 12.4 mg 4.0 mg

CCP | EP: EtOQAc 5% (th)

-

| F - 100.1.1 F-100.1.2} | F-100.1.3

| 47 mg 16.0 mg 201 mg

37 CCP | EP: EtOAc 5% (15h)
a F -100.1.3.1 F - 100.1.3.2,
5.0 mg 1.0 mg

If
41
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Tabeta 14 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCI,/TMS) de 37 (E-16).

| H & ppm (mult.; J=Hz)
3ax 2.08 (1H. dd: 14.9 & 4.8)
3eq 2,70 (1H: dd; 14,2 e 1,8)
4 5,01 (1H. ddd, 10.8. 4.7 & 1.8)
2 €6 7.72 - 7.68 (ZH. m)
3,4 e’ 7,49 - 7 .37 (3H; m)
2" 7,54 (1H d; 2,2)
37 6,93 (11, d; 2,3)
27 3,97 - 3,81 (1H, m)
3,87 - 3,75 (1H: m)
3" 513 (1H: m)
OH (C-4) 4,34 (1H; d; 10,9)
OMe (C-5) 4,16 (3H; s)#
OMe (C-8) 4,12 (3H; s)#
Me (C-4") 1,58 (6H s)

# vaiores intercambiaveis

Tabela 16 - Dados de RMN "C (75,4 MHz: CDCIs/TMS) de 37 (E-17a).

O

5 ppm

101,7 (C)

42,1 (CHy)

60,9 (CH)

147.6 (C)#

113,86 (C)

148.9 (C)#

140,7 (C)

147.,2 (C)

113,2 {(C)

141,1 (C)

128,7 (CH)

126,3 (CH)

126.3 (CH)

126,3 (CH)

128,7 (CH)

WIN[@ | (0N Slo|m]~|o|via|win

143,7 (CH)

105,2 (CH)

2!’?

60,2 (CH2)

3!!!

120,2 (CH)

4"

128,9 (C)

OMe (C-5)

*

60.9 (CH,

OMe (C-8)

Me (C-4")

17,8 (CH;

Me (C-4"")

)
61,7 (CHa)*®

)

)

25.6 (CH,

# % valores intercambiaveis
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Parte experimental

UV (E-18) (c= 0,023 mg/ml; CH3OH; b=1 cm®) Ams, nm (log &) 256(3.76),
217(4,31}.

IV (E-19) vmaxCM T (CH,Cly): 3526, 2924, 2852, 1627, 1485, 1353, 1247,
1150, 1113, 1061, 989, 761, 738, 700.

EM (E-20) miz (%) 410(M", 2), 324(20), 222(57), 207(17), 1498(17),
105(100), 102(4), 77(16), 69(25).

jajo (¢=5,66 mg/mi; CHCl3; 1= 0,1 dm):+ 84,18.

PF(°C): oleoso.

Tabela 29 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDC!3/TMS) de 41 (E-40).

H & ppm {mult.; J=Hz)
2 e6 7,92 - 7,89 (2H; m)
3,4e5 7,49 - 7.39 (3H; m)
8 5,40 (1H; s)
27 7,53 {1H.; d, 2,2)
3" 8,80 (1H; d; 2.2)
27 6,14 (1H: dd; 10,2 e 5,0)
CH 4,85 (1H; dd; 5,0 e 1,2)
4,90 (1H; dd; 10,2 e 1,2}
OMe (C-2) 3,78 {3H,; s)#
OMe (C-5') 3.79 (3H; s)#
OMe (C-6") 4,02 (3H; s)#
Me (C-1"") 1.26 (3H: 8)
Me (C-1") 1,28 (3H. s)

# valores intercambiaveis
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Parte experimental

Tabela 31 - Dados de RMN '*C (75,4 MHz; CDCIs/TMS) de 41 (E-41a).
|

5 ppm
135.0 (C)
128.6 (CH)
128.3 (CH)
132.5 (CH)
128.3 (CH)
128.6 (CH)
194.8 (C=0)#

68,1 (CH)
196,4 (C=0)#
128.2 (C)
138,6 (C)
117.4 (C)
1489 (C)
134.5 (C)
144 7 (C)
144 5 (CH)
105,2 (CH)
104,6 (C)
146.0 (CH)

3" 111,4 (CHa)
OMe (C-2)) 61,0 (CH3)"
OMe (C-5) 61,1 (CH,)*
OMe (C-6)) 62,4 (CHs)
Me (C-1"") 25,5 (CHa)
Me (C-1°") 25,7 (CHa)

Rit(@N oo alwinl o o[~ o|o|s|w|oi<] o

# * valores intercambiaveis

UV (E-42) (¢=0,247 mg/ml; CH3OH; b=1 cm®) Amax NM (log &): 247(3,89).

IV (E-43) vmax em™' (CH,Cl;): 3386, 2936, 1709, 1594, 1478, 1423, 1347,
1265, 1133, 1108, 1087, 736, 701.

EM (E-44) miz (%):422(M", 7), 323(9), 235(100), 220(11), 177(4),
105(11), 77(10).

PF(°C): oleoso.
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Parte experimental

Fluxograma da Fracéo F-109

F- 105
68,0 mg

CCDC | EP:E10Ac 1%

F-109.5( K- 109.6
101 mg 8.8 mp

[ F- 109.1}
2.5 mg

F-1094
329 mg

F-10921] F-109.3
2.9 mg 14.7 mg

CCD| CH.Cl, (3%)

CH,Cl, (3x)

F-10951|| F-109.52i F-109.53
0.9 mg 1.8 mg 6,8 mg

F-1094.1!|F-1094.2 | ; F-1094.3} | F - 1094.4 38
3.0me 72 mg 16,0 mg 1.5 mg
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Tabela 17- Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCIs/TMS) de 38 (E-21).

H & ppm (mult.; J=Hz)
3ax 1,96 {(1H, dd;: 15,0 ¢ 5,3)
3eq 2,76 (1H; dd; 15,0 e 1,8)
) 4,56 (1H: dd; 5.4 e 1.8)
2 ' e B’ 7.68 - 766(2H m)
3. 4 ebh 7.45 - 7,35 (3H; m)
27 7.52 (1H, d; 2,3)
37 6,89 (1H; d; 2.3)
2" 4,00 (1H; m)
3,86 (1H: m)
3" 5,20 (1H; m)
OMe (C-4) 3,54 (3H; s)
OMe (C-5) 4,11 (3H; s)
OMe (C-8) 410 (3H; s)
Me (C-4") 1,58 (BH: s)

Tabela 20 - Dados de RMN *3C (75,4 MHz; CDCI3/TMS) de 38 (E-23a).

5 ppm

100,5 (C)

39,0 (CH»>)

68,6 (CH)

147,4 (C)#

135.,3 (C)

1491 (C)#

113.,4 (C)

142.5 (C)

111,1 (C)

142.6 (C)

|2 S| eje[~jo|o|a|winl O

126,5 (CH)

128.6 (CH)

128,3 (CH)

128,6 (CH)

126.5 (CH)

143,86 (CH)

105,1 (CH)

60.6 (CH»)

121,8 (CH)

SIS N EAEIPN

1299 (C)

OMe (C-4)

56,8 (CH3)

OMe (C-5)

61,6 (CHJy)”

OMe (C-8)

61,7 (CHa)"

Me (C-4"")

17,9 (CH3)

e (C-47")

25.6 (CH»)

# * valores intercambiaveis
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Parte experimental

IV (E-24) vmax em™' (CH,Cly): 3044, 2922 1635, 1484 1364, 1265, 1117,
1065, 736, 703.

EM (E-25) m/z (%): 424(M, 8), 338(7), 324(55), 292(95), 236(11), 221(15},
105(100), 77{23), 69(15).

[e]o (¢=2,83 mg/ml; CHCIs: 1=0,1 dm) : + 60,11,

F(°C): oleoso.

Fluxograma da Fragdo F-144

F-144
2000.0 mg

CCDC | EP: EtOAc 10%

F - 144.1 F - 1442 F-1443 | | F-1444 F-144.5 F 144‘51
168.0 mg 10.6 mg 8.9 mg 6.5 mg

CCP™\_EP - EtOAc 10% (2x)

F-144.1.1|| F-144.1.2}| F-144.1.3
3.5 mg 1140 mg 4.0 mg

CCD | EP: EtOAc 10% (2x)

ry -144.1.2.1 || F-144.1.2.2 F-144.1.2.3
lL_ 56.0 mg 10.0 mg 12,0 mg

I il
40 39
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Tabela 26 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCI;/TMS) de 40 (E-33).

H 5 ppm (mult.; J=Hz)
3ax 1,97 {1H; dd; 15,1 e 5,4)
deq 2,76 (1H,; dd; 15,1 e 1,4)
4 4,55 (1H; dd; 5,4 ¢ 1.4)
2 et 7,70 - 7,87 (2H; m})

3", 4" e 5’ 7,47 - 7,35 (3H; m)
2" 7,53 (1H; d; 2,2)
3” 6,99 (1H: d; 2.2)

OMe (C-2) 3,17 (3H; s)

OMe (C-4) 3,60 (3H, s)

OMe (C-5) 4,12 (3H; s)

OMe (C-8) 4,11 (3H; s)

Tabeia 28 - Dados de RMN "3C (75,4 MHz, CDCI3/TMS) de 40 (E-35a).

& ppm

100,4 (C)

38,8 (CH»;)

68,9 (CH)

147.6 (C)

113,8 (C)

149,1 (C)

130,1 (C)

142,0 (C)

111,2 (C)

141,6 (C)

126,5 (CH)

128.7 (CH)

128,4 (CH)

128,7 (CH)

oA (W)= oo~ |ninlwie]| O

126,56 (CH)

2’!

1437 (CH)

3!!

105,0 (CH)

OMe (C-2)

51,0 (CHa)

OMe (C-4)

57,4 (CH3)

OMe (C-5)

60,8 (CHs)

OMe (C-8)

61,7 (CHj)
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Parte experimental

UV (E-37) (c=0,050 mg/ml; CH,OH: b=1 cm®) imax NM (log €): 257(3,686).
IV (E-38) vmax cm™' (CH,Cl,): 2933, 2833, 1628, 1545, 1484, 1449, 1408,
1364, 1251, 1188, 1159, 1118, 1080, 1054, 1044, 990, 967, 921, 760,
701.

EM (E-39) m/z (%) 370(M”,7), 369(25), 338(32), 337(93), 307(76),
236(100), 134(4), 133(9), 105(18), 77(19), 57(38).

fa]ls (¢=21,95 mg/mi; CHCIs; 1=0,1 dm); +100,59.

PF(°C). oleoso.

Tabela 21 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCIs/TMS) de 39 (E-26).

H 3 ppm (mult.; J=HZ)
3ax 2,12 (1H; dd; 15,0 e 4,9)
3eq 2.71 (1H; dd; 15,0 e 1,8)
4 503 (1H; ddd; 10,4;: 49 ¢ 1,7)
2 e 7.70 - 7.69 (2H: m)
3.4 e¥5 7.50 - 7,40 (3H: m)
2" 7.54 (1H; d; 2.3) N
3" 6,93 (1H; d;, 2.2)
QH (C-4) 4 40 (1H,; d; 10.8)
OMe (C-2) 3,14 (3H; s)
OMe (C-5) 4 17 (3H; s)
OMe (C-8) 4,13 (3H.: 8}
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Tabela 24 - Dados de RMN '*C (75,4 MHz; CDCI;/TMS) de 39 (E-2Ba).

5 ppm

101,9 (C)

41,9 (CHa)

60,1 (CH)

143.8 (C)#

113,8 (C)

147.,2 (C)#

130,00 {(C)

141.0 (C)

113,2 (C)

140,1 (C)

126.4 (CH)

128.7 (CH)

128,7 (CH)

128,7 (CH)

(b= ol oo| | oo fwin| O

1268,4 (CH)

2!)

143,8 (CH)

3n

105,2 (CH)

OMe (C-2)

50,7 (CHa)

OMe (C-5)

61,0 (CH»)"

OMe (C-8)

61,7 (CHa)*

#* valores intercambiaveis

UV (E-30) (c=0,026 mg/ml: CH3OH: b=1 cm?®) Amix PM (log £): 257(3,51).
IV (E-31) vmex cm™' (CH,Cl2): 3508, 3055, 2932, 2850, 1629, 1545, 1485,

1437, 1407, 1364, 1265, 1189, 1155, 1116, 1063, 991 736, 702.

EM (E-32) m/z (%): 356(M, ausente), 307(5), 222(100), 207(49), 179(2),

134(5), 105(18), 77(23).

falp (c=4,45 mg/ml; CHCIy, 1=0,1 dm): + 103,25.

PF(°C): oleoso.
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Parte experimental

Fluxograma da Fracdao F-164

F - 164
155.2 mg

CCP CH-}-_CIZ : CH:OII 2%

{ F-164.1 ]| F-1642 || F-164.3 |
38.5 mg 237 mg 47.0 mg 7.0 mg 9.8 mg 5.9mg 3.7mg |
L :

it i l
40 43 42

F-l&.cj[F-lM.SHF-IM.GJ F-164.7 ]

Tabela 35 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCIs/TMS) de 43 (E-49).

H 8 ppm (mult.; J=HZ)
3 6.74 (1H: s)
2 e 8 01 - 7,99 (2H, m)

3.4 ek’ 7.56 - 7.54 ( 3H; m)
27 7.66 (1H: d: 2,2)
3" 7.06 (1H. d; 2.2)

OMe (C-5) 411 (3H; s)

OMe (C-6) 427 (3H; s)




111

Parte experimental

Tabela 36 - Dados de RMN '3C (75,4 MHz; CDCIs/TMS) de 43 (E-50a).

& ppm
161,86 (C)
107,6 (CH)
178,9 (C=0)

?
116,00 (C)
147.0 (C)
119,8 (C)
149,5 (C)
114.0 (C)
131,89 (C)
128,3 (CH)
131,7 (CH)
131,7 (CH)
131,7 (CH)
128,3 (CH)
145,8 (CH)

3" 105,5 (CH)
OMe (C-5) 61,8 (CHJ)
OMe (C-8) 62,5 (CH3)

o4 d B Rl B L] Bl P =T BN A TS BN [N X

UV (E-51) (¢=0,061 mg/ml; CH3OH; b=1 cm®) Ama Nm (log &): 350(3,87),
270(4,72).

IV (E-52) vmax cm™' (CH2Cly): 3450, 3044, 2930, 2855, 1641, 1479, 1450,
1370, 1265, 1195, 1132, 1067, 738, 704.

EM (E-53) m/z (%) 322(M",88), 307(100), 220(4), 105(20). 102(15).
77(17).

PF(°C):oleoso.
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Tabela 32 - Dados de RMN H (300 MHz; CDCIa/TMS) de 42 (E-45).

H & ppm {(mult.; J=HZ)
2eb 8,00 - 7,97 (2H; m)
3, 4eb5 7.87 - 7,53 (3H; m)
8 6,74 (1H; s)
27 7.66 (1H; d; 2.2)
3" 7.05 (1H: d ;2,2)
3" 6,00 (1H; dd; 17,4 e 10.7)
4" 521 (1H: dd: 17,3 e 1,1)
4 99 (1H: dd; 10,7 e 1.1)
OMe (C-2°) 3,71 (3H; s)#
OMe (C-6') 4.27 (3H: s)#
OMe (C-5") 4,11 (3H; s)#
Me (C-2"") 1,25 (3H, s)
Me (C-2") 1,32 (3H; s)

# valores intercambiaveis

Tabela 34 - Dados de RMN '*C (75,4 MHz; CDCI/TMS) de 42 (E-46).

C 5 ppm

1 ?

2 126,2 (CH)

3 129,1 (CH)

4 131,56 (CH)

5 128.1 (CH)

8 126,2 (CH)

7 191,86 (C=0)#

8 107,4 (CH)

9 169,1 (C=0)#

1’ ?

2 ?

3 ?

4’ ?

5 ?

6 ?

2" 145,86 (CH)

3” 105,3 (CH)

2" ?

3 ?

47 ?
OMe (C-2") 61,7 (CH3)*
OMe (C-57) 62,4 (CH3)"
OMe (C-6") ?
Me (C-2") 29 4 (CH3)
Me (C-2"") 29,6 (CH3)

# *valores intercambiaveis



113

Parte experimentat

UV (E-47) (€=0,010mg/ml; CHsOH; b=1 cm?®) Amsx nm (log &): 341(3,50),
272(4,35), 214(4.36).

EM (E-48) m/z (%): 422 (M’ ausente), 322(83), 307(100), 279(31). 221(8),
107(17), 77(8).

PF(°C): oleoso.

Fluxograma da Fragao F-195

F-195
159.6 mg

CCP | CH,Cl, - CHLOH 5%

)
F-1951({ F-1952 || F-1953 || F-1954 |
18.3 mg 1240 mg 0.8 mg 1.8 mp J
CCP | CH,Cl, : CH;OH 5% (2x)
l[ F-1952.1 || F-1952.2 || F-1952.3 || ¥-195.2.4
| 113 mg 14.0 mg 10.0 mg 150 mg

CCP | CH,CI, : CHyOH 5% (2x)

F-193.2.2.2
1.8 mg

i
|
| 7.0 mg

i

44

F-195.2.2.1
1.2 mg

F-1952.2.3 ]

r
L
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Tabela 37 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCI,/TMS) de 44 (E-54).

H 5 ppm (mult.: J=Hz)
5 7.52 (1H: s)
2 e6 8.10 - 8,07 (2H; m)

3.4 e5 7,55 - 7,49 (3H. m)
3" 5,76 (1H;, d; 10,0)
4" 6,89 (1H; d; 10,0}

OMe (C-3) 3.89 (3H, s)

OMe (C-6) 3,98 (3H: s)
Me 1.58 (3H: s) / 1,66 (3H,s)

Tabela 39 - Dados de RMN '3C (75,4 MHz; CDCI3/TMS) de 44 (E-55a).

S ppm

147,6 (C)

142,0 (C)

174,6 (C=0)

104.6 (CH)

147.2 (C

)
1548 (C)
110.,4 (C)

146.8 (C)

115,6 (C)

131,6 (C)

128,5 (CH)

WIN|=2 S| oo |~ oren|biw RO

128,8 (CH)

130,86 (CH)

128,8 (CH)

128.5 {CH)

78.4 (C}

130,7 (CH)

et o] Ll

117,86 (CH)

OMe (C-3)

56,5 (CHs

OMe (C-6)

60.3 (CH

Me

|

)
)
58,1 (CHs)
28.1 (CH3)
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Parte experimental

UV (E-56) (c=0,050 mg/ml: CHCIs; b=1 cm>®) Amax NM (log e): 340(3,77),
282(3,80), 245(4,07).

IV (E-57) vmax cm™ (CH2Cl;): 3054, 2986, 1623, 1472, 1438, 1400, 1265,
895, 738, 705.

EM (E-58) m/z (%): 364(M" 19), 349(100), 217(13), 105(20), 77(18).
PF(°C): 206 (EtOH).
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Analise por CLAE
Purificagcdo dos Padroes
Os padrdes utilizados para as analises foram purificados por
CCP (CHCIly). filtrados em filtros especiais (Millipore) e depois

concentrados em evaporador rotativo (Tabela 64).

Tabela 64 - Padrdes utilizados para o preparo das curvas de calibragao.

Padrao massa (mg) Figura
9 2,4 27
39 2,1 28
40 2,7 29
41 1,9 30
43 2,4 31
44 2,7 32

Purificagdao dos Solventes

A acetonitrila (grau de pureza para HPLC-Aldrich) & a agua
(bidestilada e deionizada) utilizadas foram fittradas em filtro de teflon e

degaseificadas por aplicagao de vacuo e ultra-som.
Preparo da Solugdes Padrao

Para o preparo das solugdes utilizadas na construgdo das
curvas de calibragdo foram feitas as diluigoes mostradas na Tabeia 65, a
partir dos padrfes previamente preparados (Tabela 64). em balbes
volumétricos de 10ml (C?), 5ml (C) e 2mi (C"). As solugdes foram diluidas
em acetonitrila e filtradas (fittros Miliipore).
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Tabela 65 - Diluicdes dos padrdes.

Padrao [CYmg/mI) [C"1{ma/ml]) [C*1(mg/ml)
9 0,048 0,080 0.24
39 0,042 0,105 0,21
40 0,054 0,135 0,27
41 0,038 0,095 0,19
43 0,048 0,120 0,24
44 0,054 0,135 0,27

Preparo da Solugao Padrido do Extrato

A aliquota do extrato utilizada como padrao para a
quantificacdo fol submetida aos mesmos procedimentos usados no
preparo e purificagdo dos padrdes das substancias isoladas (Tabela 68).

Tabela 66 - Preparo do padrio do extrato éter de petroleo.

Padrao do Extrato [C] (mg/ml)
EP 0,19

Construgdo das Curvas de Calibragdo

As solugcbes preparadas em diferentes concentragdes foram
injetadas utilizando-se um volume de inje¢do igual a 10ul. Procurou-se
manter as mesmas condigcdes durante todas as analises, para evitar gque
ocorressem grandes variagdes nos tempos de retencdo das substancias
analisadas. Através dos cromatogramas obtidos foram construidas as
curvas de calibragao, relacionando-se as areas obtidas com as
concentragdes (Tabela 67).
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Tabela 67 - Dados utilizados para a construgdo das curvas de calibragao.

Padréao Concentragéo Area Curva de
(mg/mt} Calibrag¢ao
{Figura)

9 0,048 35674 27
0,080 70007
0,240 195633

39 0,042 14021 28
0,105 38228
0,210 70600

40 0,054 717386 29
0,135 187712
0,270 307144

41 0,038 25512 30
0,005 68352
0,190 131808

43 0,048 234014 31
0.120 625334
0,240 1150898

44 0,054 253944 32
0,270 1184748
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Reacdo de Hidrélise da Fiavana 9°°

A flavana 9 (17,4 mg; 0,05mmo!) foi solubilizada em
CHCIl; {2 ml) e lentamente adicionou-se HCI 0,1N (0.5 ml). A reacédo
permaneceu 48 horas sob agitagdo a temperatura ambiente. Apos
lavagem com H,0 (3x), tratamento da fase orgénica com MgSQ, anidro ¢
eliminagdo do solvente em evaporador rotativo, o produto bruto foi
submetido a CCP de modo continuo, utilizando-se CHCIls como eluente e
forneceu os produtos 9a (8,4 mg; 50%) e 9b (4,5 mg; 27%), sendo
também recuperado o material de partida (3,6 mg; 21%).

Tabela 8 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCI:/TMS) de 9a (E-09).

H 5 ppm (mult.; J=Hz)
2 5.28 (1H. dd; 12.1 e 2,0)
3ax 1,94 (1H,; ddd. 14.4; 12,6 e
3,0)
3eq 2,42 (1H- dt. 144 e 2.2)
4 460 (1H- t 2.7)
2% 7,67 - 7,35 (5H; m)
4' 5 e b
27 7,51 (1H, d; 2,1}
3" 6,82 (1H,; d; 2,2)
OMe (C-4) 3,55 (3H; S)
OMe (C-5) 4,03 (3H s)
OMe (C-6) 4,08 (3H: s)
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Tabela 10 - Dados de RMN "*C (75,4 MHz; CDCIs/TMS) de 9a (E-10a).

& ppm

73,3 (CH)

34,5 (CH3j)

68,6 (CH)

148.0 (C)#

132,7 (C)

143,7 (C)#

114,5 (C)

142,0 (C)

o

110,2 (C)

141,3 (C)

126,4 (CH)

128,5 (CH)

128,0 (CH)

128,5 (CH)

126.4 (CH)

143.6 (CH)

WN|o|o| b W(N[= ol m| oo &N O

104,5 (CH)

OMe (C-4)

56,1 (CH3)

OMe (C-5)

61,2 (CH3)*

OMe (C-86)

61,1 (CHy)"

# * valores intercambiaveis




Parte Experimentai

121

Tabela 11- Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCIs/TMS) de 9b (E-11).

H 3 ppm (mult.; J=Hz)
2 524 (1H. dd, 12.3 e 1.9)
dax 2,10 (1H; ddd; 14.5; 12,3 e 4.0)
3eq 2,36 (1H dt. 14.4 € 2.0)
4 5,06 (1H; m)
2'e 6’ 7,55 - 7,62 (2H; m)
3.4 65 7,47 - 7,35 (3H, m)
2> 7,54 (1H; d; 2,2)
37 6,84 (1H; d; 2,2)
OH (C-4) 7,63 (1H: s)
OMe (C-5) 4,08 (3H 5)
OMe (C-6) 4,08 (3H; s)

Tabela 13 - Dados de RMN '3C (75,4 MHz; CDCI,/TMS) de 9b (E-12a).

5 ppm

73,6 {(CH)

38,1 (CH3>)

60,3 (CH)

148,5 (C)#

132,56 (C)

1477 (C)#

114,8 (C)

143,8 (C)

112,.3 (C)

141,3 (C)

126,5 (CH)

128,8 (CH)

128,3 (CH)

128,8 (CH)

12 EUEA LS L Rl P [T L TN Y (LT P A TAYI N] o

128,5 (CH)

2]!

144,0 (CH)

3]!

104,7 (CH)

OMe (C-5)

61,8 (CH3)*

OMe (C-8)

61,2 (CH4)"

#.* vaiores intercambiaveis

UV (E-13) (¢= 0,017 mg/ml;

CHCIa; b=1 cm) Apae NM (lOg &):

283(3,40), 257(4,05), 254(4,08), 216(4,53).

289(3,39),
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iV (E-14) vmax em’' (KBr): 3364, 2934, 1618, 1542, 1482, 1348, 1310,
1245, 1067, 954, 761, 699,

EM (E-15) miz (%). 326(M°,12), 37 1. 293(6), 222(95). 207(100).
192(14), 179(5), 164(8), 147(12), 104(13), 77(25),
UV(°C): 126 - 128 (EtOH).

Reacgao de Prenilagéo do Floroglucinol*"™®

Num baldo de 25 mi dissolveu-se florogiucinol (2,120 g: 3,08
mmol) em dioxano seco (8 mlje a solugéo foi mantida sob agitacao 8
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida adicionou-se -
buten-2-ol {1,36 ml; 13,08 mmo!) em suspens@o com dioxano seco .
e BF;-Et,0 (0.6 ml). A reagdo permaneceu sob agitagdo durante 17
horas. A mistura reacional foi entdo diluida com Et,O (10 mi). A solugéo
etérea lavada com H20 (3 x 15 ml) e tratada com Na,S0O, anidro. Apés
eliminagdo do solvente, a mistura reacional foi cromatografada numa
coluna “flash””™® (CH,Cl,:CHsOH 5%) e forneceu predominantemente ¢
produto 53 (0,428 g : 17%).

B | | | |
il i ‘
| H OH Br, . By H H O H
s Dioxano
| O 2_// ! ‘!
| OH oH OH OH |

| 55 54 (- 53 (179} J
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Tabela 44 - Dados de RMN 'H (300 MHz: (CD)sCO/TMS) de 53.

H 8 ppm {(mult.; J=Hz)
2 5,79 (1H: d: 2.3)
6 5,96 (1H. d; 2,3)
3" 1,72 (2H; t; 6,8)
4” 2,54 (2H; t; 6,8)
Me 1,26 (3H; s)
Me 1.26 (3H; s)
OH (C-1) 8,19 (1H; s)
OH (C-3) 8,00 (1H; s)

Reacgio de Desidrogenagdo do Cromano 53*¢

A uma solucdo do cromano 53 (0,098 g, 0,50 mmol} em
dioxano seco {5 ml) , adicionou-se DDQ (0,113 g: 0,50 mmol}
sugpendido em dioxano seco (5 ml). A mistura reacional foi mantida em
refluxo por 48 horas. Evaporou-se o solvente em evaporador rotativo e
fez-se a purificagdo por CCP (CH2Cl;:CH,0OH 10%), obtendo-se o produtc
52 em baixo rendimento.



124

Parte Experimental

~—
0 OH DDQ 0 OH
Dioxano
e
\ OH OH
i 53 52

Obtencgédo do Cloreto de Cinamoila®

Num baldo de fundo redondo, equipado com condensador de
refluxo., colocou-se acido cinamico (3,780 g; 25,5 mmol) previamente
recristalizado em CH;OH e H,0O, SOCI; (3,65 ml; 50 mmol) e 3 gotas de
DMF. A mistura reacional foi entdo refluxada até o término da evolugao
de gases {(SO. e HCI). Destilou-se a temperatura ambiente o cloreto de
tionila colocado em excesso e entdo procedeu-se a destilagdo a presséao
reduzida (4 mm Hg) do cloreto de cinamoila. Obteve-se 0,449 g (15%) do
produto puroc.

[
! 0 SOC), . DM 0
: ~ refl e
e | OH . cl
! e 154%
! 57 56
0
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IV (E-59) vmax M’ (KBr): 1751, 1610, 1572, 1448, 1331, 1116, 1035,
876, 761, 742, 691, 635, 606, 563,480, 432,
PF(°C): 35 - 37.

Reagdo de Acilagdo de Friedel-Crafts®®

Num balao de 25 ml colocou-se o cromano 53 (0,110 g; 0,57
mmol), previamente seco em bomba de vacuo, 3,0 ml de nitrobenzeno
seco e o cloreto de cinamoila (0,066 g; 0,4 mmol). Em seguida adicionou-
se AICI; (0,126 g; 0,95 mmol) sob atmosfera inerte. A reagado permaneceu
sob agitagdo a temperatura ambiente durante 48 horas. Apos adicionou-
se gelo picado e HCI concentrado e a fase orgénica foi entdao extraida
com Et,QO, seca sobre Na,S0, e concentrada em evaporador rotativo. O
nitrobenzeno foi extraido da reag¢do através de destilagdo por arraste de
vapor. A purificagado foi feita por CCP (CH,Cl::CH3sOH 10%). Obteve-se
0,087 g {47 %) do produto impuro.

Reacao de Prenilagao da Floroacetofenona

- 1° Tentativa

O procedimento utilizado foi 0 mesmo da reacdo de prenitagao
do fioroglucinol. Obteve-se o cromano 48 {(10%), o produto monopreniiado
49 em pequena quantidade e recuperou-se a maior parte do reagente de
partida. Os dados de RMN 'H de 48 estéo apresentados na Tabeia 45,
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ogu O 48

L —

Tabela 45 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCIis/TMS) de 48.

H § ppm {muit.; J=Hz)
5 5,80 (1H; s)
3 176 (2H: t; 6,8)
3 2.53 (2H. t, 6,8)
Me (C-2") 1,30 (3H, 5)
Me (C-27) 1,30 (3H; s)
Me (C-11) 7,59 (3H: s)
OH (C-2) 14,12 {(1H; s}
OH (C-8) 9,89 (1H; s)

- 2° Tentativa

Utilizou-se a mesma relacdao molar usada na 1 tentativa (1:1;
floroacetofenona : 2-metil-but-3-en-3-o0l), mas colocou-se um excesso de
BF; Et,O e o tempo de reagdo foi aumentado para 48 horas. Apods ©
tratamento usua! da reacdo, féz-se a purificagdo por coluna “flash”®®
(EP.EtOAC 5%). Obteve-se 0,297 g (17%) do dicromano 58.

N
HO OH BF; . Et,0) (excessa) O OH
~ CH = CHOWH O
| Loxmao
o ——
17%,
o <

' S0 58
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Tabela 46 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCIi3/TMS) de 58.

H 3 ppm (mult.; J=HZz)
3" (Anel D) 1,75 (2H; t; 6,9)

4” (Anel D)# 2,83 (2H; t; 6,8)
Me (Anel D)@ 1,33 (6H; s)

3" (Anel BE)* 1,77 {2H; t; 6,8)
4" (Anel E)# 2,61 (2H:; t; 6,9)

Me (Aneil E)e 1,36 (6H; s)
OH 14,21 (1H; s)
Me (C-1") 2,862 (3H; s)

* #.,8 valores intercambiaveis

Reacgéo de Condensagédo do Dicromano 58%%4®

O dicromano 58 (0,071 g; 0.23 mmol) foi dissolvido em
CH;0H (5 ml). Uma solugdo aquosa de KOH 40% foi adicionada, seguida
pela adigcao gota a gota de benzaldeido (0,024 ml; 0,23 mmol). A reagso
permaneceu sob agitagé&o a temperatura ambiente por 48 horas. A mistura
reacional foi entdo acidificada com HC! diluido até pH=2 e diluida com
Et:Q. A fracdo etérea foi lavada com uma solugio saturada de NaCl e
H:Q, respectivamente. A fase organica foi seca sobre Na,SO.,
concentrada em evaporador rotativo e purificada por CCP (EP.EtOAc
20%). Obteve-se 0,082 g (90%) da 2’-hidroxichalcona 59.
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0 OH KOH 4070 aq.. MeOH.

PhCHO

58

»

e

Tabela 47 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCI/TMS) de 59 (E-60).

H & ppm (mult.; J=Hz)
a 7.72 (1H; d; 156.7)
B 8,09 (1H; d; 15.,7)
2eb 7,61 - 7,58 (2H; m)
3,.4e 5 7.41 - 7,35 (3H;: m)
3" (anel D) 1,79 (2H; t; 6,8)
4" (anel D} 2,55 (2H: ;. 6.8)
Me (anel D) 1,35 {6H; 5 )
3" (anel E) 1,79 (2H; t. 6.8)
4" {anel E) 2,64 (2H; t; 6,8}
Me (anel E} 1,42 (6H; s)
OH (C-2") 14 49 (1H; s)
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Tabela 48 - Dados de RMN "3C (75,4 MHz; CDCI:/TMS) de 59 (E-61a).

C & ppm
128,6 (CH)
140.8 (CH)
192,7 (C=0)
136,0 (C)
128,8 (CH)
128,1 (CH)
129,6 (CH)
128,1 (CH)
128,8 (CH)
105,5 (C)
163,4 (C)
100,86 (C)#
158,8 (C)”
100,7 (C)#
159,3 (C)*
75,5 (C)a
31.9 (CHy)e
16,2 (CHy) ¢
Me (anel D) 27,0 (CH3)
2" 75,9 (C)a
< 32,1 (CHy))e
4" 16,6 (CHz)e
Me (anel E) 27,0 (CH5)

104, ] P [ARI N1 N Ly o B )

14

e R L] Sl R ] L e

2. @.%, ¢ valores intercambiaveis

IV(E-62) vmay cm™' (CH,Cly): 3420, 2873, 2922, 1615, 1551, 1360, 1160,
1116.

EM(E-63) m/z (%): 392(M",20), 337(8). 304(24). 281(13). 249(51).
233(47), 193(42), 177(36), 149(84), 85(58), 71(76), 43(100).

Reagao de Metilagdo da Floroacetofenona

= 1° Tentativa*"**
Floroacetofenona 50 (0,100 g; 0,59 mmol) em acetona seca
(25 ml) foi refluxada por 5 horas com sulfato de dimetila (0,13 m!;
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1,41mmol) na presenga de K,CO, anidro (0,380 g: 2,82 mmol). Apos
filtracdo, c sal inorgénico foi lavado com acetona guente. Evaporou-se ¢
solvente, adicionou-se H,O e extraiu-se a fragdo aquosa com EtOAc. A
fase organica foi tratada com Na,SO,, concentrada em evaporador
rotativo e purificada por CCP (CH,CI,:CHsOH $5%) fornecendo 0,125 ¢
(73%) da mistura dos produtos 68 e 61 na propor¢cdc 6:1,
respectivamente.

H OH (CH31n804 . K,CO4 M OMc OMc
Acetona
_’ }

73 %

3 OMe OH

A mistura dos produtos 68 e 61 (0,125 g) foi submetida a
rea¢do de condensacdc com benzaldeido (0,59 mmol; 0,06 ml}) e apods
purificagdo por CCP (CH;Clz) forneceu 0,075 g da chalcona 69 (49%) e
0,014 g da chalcona 62 (54%).
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Tabela 49 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCI,/TMS) de 69 (E-84).

| H 8 ppm (mult.: J=Hz)
a 6,97 {(1H; d; 16,0)
B 7.37 (10, d, 16,0)
2e6H 7,54 - 7,51 (2H; m)
3. 4e5 7,39 - 7,34 (3H; m)
3 6,17 (1H; s)
5’ 6,17 (1H; s)
OMe (C-27) 3.77 (3H. 5)
OMe (C-4") 3,86 (3H: s)
OMe (C-6") 3,77 (3H; 8)

Tabela 50 - Dados de RMN 'C (75,4 MHz: CDCis/TMS) de 69 (E-65a).

C 8 ppm
129,3 (CH)
144.3 (CH)
184.6 (C=0)
135,3 (C)
128,6 (CH)
129.0 (CH)
130,4 (CH)
129.0 (CH)
128,6 (CH)
112,0 (C)
159 2 (C)
’ 90,9 (CH)
162,7 (C)
’ 90,9 (CH)
77 (C)
C-2%) 56,0 (CHj)
OMe (C-4") 55,6 (CH,)
C-6") 56,0 (CH>)

o] L R R S Bt E ST | P AT ST Y L=y -] o)

UV (E-86) (c=0,127 mg/mi; CH3OH; b=1 cm?) Amax nm {log £): 293(3,97),
205(4.40).

IV (E-B7) vmax €M™ (CH,Cl2): 3054, 2927, 2853, 1605, 1457, 1413, 1365,
1265, 1227, 1208, 1157, 1130, 1086, 1030, 816, 738, 704,
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> 2* Tentativa®®

A fioroacetofenona 50 (0,200 g; 1,19 mmol) foi solubilizada
em Et,O (8 mil) ¢ CH;OH (2 mi) e colocada em um panho de gelo.
Adicionou-se aos poucos diazometano, suspendido em Et,O, até que a
reacdoc se completasse. A reagao foi acompanhada por CCD,
concentrada em evaporador rotativo e purificada por GCP (EP.EtOAC
20%). Obteve-se 0,195 g (84%) do produto desejado.

i OH
H CHN, , B0 OMe

MeOH 3
T2%

H

Tabela 51 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCIs/TMS) de 61.

H & ppm (mult.; J=Hz)
3 6,02 (1H; d; 2,3)
5 5,90 (1H; d; 2.3}
OMe (C-4) 3,70 (3H; s)
OMe (C-8) 3,70 (3H; s)
Me 2.50 (3H; 8)
OH 14,2 (1H: s)

PF(°C): 76 - 78 (EtOH).
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Sintese da Chalcona §24%:4¢

A floroacetofenona metilada 61 (0,360 g; 1,82 mmol) foi
dissolvida em CHsOH (10 ml). Uma solugdo aquosa de KOH 40% foi
adicionada, seguida pela adigdo gota a gota de benzaldeido (0,18 ml:
1,82 mmol). A reagdo permaneceu sob agitagdo a temperatura ambiente
por 48 horas. A mistura reacional foi entio acidificada com HCI diluido
até pH=2 e diluida com Et,0. A fragdo etérea foi lavada com uma solugéo
saturada de NaCi e H;O, respectivamente. A fase organica foi seca
sobre Na,SQ,, concentrada em evaporadoer rotativo e purificada por
CCP (EP:EtOAc 20%). Obteve-se 0,420 g (81%) da 2'-hidroxichalcona 62
e 0,049 g (8%) da ftavancna 63 correspondente.

M&@[;dﬁ KOH 40% aq. PhCHO ,  MeO. OMe 0
CH,OH _4%hia. O |

» +
OH OH U

61 62 (81%)

UYNICAmSD l
BisLIOTRCA roeive..
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Tabela 52 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCI3/TMS) de 62 (E-88).

H 5 ppm (mult.; J=Hz)
a 7.79 (1H; d; 15,6)
B 7.92 (1H; d; 15.7)
2etb 7.83 - 7,60 (2H; m)
3. 465 7,42 - 7,40 (3H; m)
3’ 598 (1H, d; 2,3)
5 6.12 (1H; d; 2,4)
OH (C-2') 14.31 (1H, )
OMe (C-4") 3.85 (3H. s)
OMe {C-6") 3.93 (3H: s)

Tabels 53 - Dados de RMN '3C (75,4 MHz; CDCI,/TMS) de 62 (E-69a).

C 5 ppm
127.8 (CH)
142.6 (CH)
193.0 (C=0)
135,9 (C)
129,1 {CH)
128.6 (CH)
130,3 (CH)
128.,6 (CH)
129.1 (CH}
106,6 (C)
166,6 {(C)

g4 .0 (CH)
’ 168,7 (C)
91,5 {CH)
162.8 (C)
C-4") 55,7 (CHy#
G-6") 56,0 (CHa#

Qtﬂhwf\g—:mm&wwafﬁimn

OMe
OMe

|y [,

# valores intercambiaveis

UV (E-70) (c=0,690 mg/ml; CH;OH; b=1 cm®) Amax NM (log €)1 339(3,74),
204(3,82).

IV (E-71) vmax cm™* (CHzCl;): 3429, 2925, 2855, 1628, 1580, 1448, 1342,
1217, 1158, 1113,
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EM (E-72) m/z (%). 284(M*,51), 252(3), 207(100), 181(27), 137(19),
103(21),77(22), 69(14).
PF(°C): 85 - 88 (EtOH}.

Reagdo de Ciclizagao da 2’-Hidroxichalcona 62

=> 1a Tentativa®?

A uma solugcdo da 2’-hidroxichalcona 62 (0,085 g: 0,29 mmol) em
CH30H (3 mi), adicionou-se HCI aquoso (3%) até o aparecimento de uma
turbidez permanente. A reac¢do permaneceu 24 horas sob agitagdo a
temperatura ambiente e, entdo foi aquecida sob refluxo por 48 horas. O
acompanhamento da reag&o feito por CCD (CH.Cl;) mostrou somente a
presenca do material de partida, indicando que a reagdo ndo havia
ocorrido.

-» 2a Tentativa®®

A uma soiugao da 2’-hidroxichalcona 62 (0,100 g; 0,52 mmol) em
CH,0H (10 ml), adicionou-se acetato de sodio (2,250 g; 27,4 mmol). A
mistura reacional foi aquecida a 50°C por 3 horas e depois permaneceu
sob agitagdo a temperatura ambiente por 12 horas. Evaporou-se o©
CH3OH., adicionou-se CHCIl; (10 ml), filtrou-se, concentrou-se em
evaporador rotativo e fez-se a purificagdo por CCP (EP:EtOAc 20%).
Obteve-se 0.067 g (67%) da flavanona 63 e 0,030 g (30%) da chalcona 62
de partida.

NaQAC | MeOH

1.500 3h
1.ta..12h

670y
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Tabela 54 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCI:/TMS) de 63 (E-73).

H 5 ppm (muit.; J=HZz)
2 5,41 (1H; dd; 13,0 ¢ 3,0)
Jax 3,03 (1H: dd; 16,5 ¢ 13,2}
3eq 2,80 (1H; dd; 16,6 ¢ 3,0)
6 6,09 (1H, d; 2 3)
8 6,12 (1H; d, 2.4}
2.3 7.48 - 7,37 (5H; m)
4 5 e 6
DOMe (C-5) 3.90 (3H, s)
OMe (C-7) 3.82 (3H: 5)

Tabela 55 - Dados de RMN '*C (75,4 MHz; CDCl,/TMS) de 63 (E-74a).

C 8 ppm
2 79,2 (CH)
3 45,6 {CH3)
4 189,2 (C=0)
5 165.0 (C)
6 93.6 (CH)
7 166,0 (C)
8 93.1 (CH)
9 162,3 (C)
10 106,0 (C)
17 138,7 (C)
2 ebf’ 126.1 (CH)
3. 65 128,8 (CH)
4 128,7 (CH)
OMe (C-5) 56,2 (CHs)
OMe (C-7) 55.6 (CHa)
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UV (E-75) (¢=0,207 mg/mi; CH:OH: b=1 cm®) Amsx nm (log ¢): 283(4,30),
226(4,29), 214(4,33).

IV (E-76) vmax cm’' (CH,Cl;): 3434, 1673, 1608, 1568, 1467, 1422, 1373,
1335, 1260, 1241, 1216, 1198, 1161, 1110, 1066, 821, 767, 703,

EM (E-77) m/z (%): 284(M*,28), 283(10), 241(2), 207(17), 180(100),
137(35), 104(10), 77(8), 69(10).

PF(°C): 136 - 138 (EtOH).

Reagdo de Redugiao da Flavanona 63°°

A flavanona 63 (0,040 g; 0,14 mmol), previamente seca em bomba
de vacuo por 4 horas, foi solubilizada em THF seco (3 ml). Adicionou-se
entao LiAIH,(0,011g; 0,32 mmol) sob atmosfera de argénio e a reagédo foi
mantida sob agitagcdo a 0°C por 2 horas. O excesso de LiAlH, foi
destruido com Et;O e H:O e a mistura reacionai acidificada com HCI
diluido até pH acido. Fez-se a extragdo com Et;0O, secou-se sobre Na,SQ,
e concentrou-se a fase orgénica em evaporador rotativo. Obteve-se
0,034 g (84%) do produto bruto, o qual foi purificado através de CC
(CH2Cl; 100%) e forneceu uma mistura de dois alcoois diasteroisoméricos
64 (0,004 g, 10%) e 65 (0,024 g; 62%).

=

————

Me OH Me O
64 (10%) 65 (62

B =
Q 24 LiAaH, THF . M O | P
1 o~ 0% 4h 2
e —_——> + .
e }J
63
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6

710

OMe OH 64

- g
R
M ] g O \““©
Al
3

Tabela 57 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCI5/TMS) de 64 (E-78).

H &5 ppm (mult.; J=HZz)
2 516 (1H; dd; 12,1 e 1,8)
3ax 2.05 (1H; ddd; 4.0)
3eq 2,26 (1H, dt, 14,4 e 1,9)
4 5.00 (1H; m)
3] 6,12 (1H; d; 2,3)
8 616 (1H: d; 2,3)
2’ e B ?50 7,45 (2H, m)
3.4 €5 7,43 - 7,31 (3H; m)
OH (C-4) 2.51 (1H; s)
OMe (C-5) 3,72 (3H; s)
OMe (C-7) 387 (3H. s)

Tabela 58 - Dados de RMN *3C (75,4 MHz; CDCIs/TMS) de 64 (E-79a).

6 ppm
73,7 (CH)
37,6 (CH3)
59,3 (CH)

156.4 (C)
93.4 (CH)
161,2 (C)
91,8 (CH)
159,3 (C)
106,1 (C)
140,989 (C)
126,3 (CH)
’ 128.5 (CH)
128,0 (CH)
128,5 (CH)
126,3 (CH)
OMe (C-5) 55,4 (CHa)
QOMe (C-7) 55,6 (CHa)

o)

oo @|Nf-2 2 oo o| o O
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Tabela 59 - Dados de RMN 'H (300 MHz; CDCI:/TMS) de 65 (E-80).

H 8 ppm (mult.; J=Hz)
2 5.34 (1H: dd; 11.0)
3ax 2.00 (1H: ddad)
3eqg 286(1H dt; 13,9)
4 4,580 (1H: m)
8 6,03 (1H; d; 2,3)
8 6.07 (1H. d. 2.3)
2°e 8 7,54 - 7,52 (2H;: m)
3.4 e5 7.46 - 7.34 (3H. m)
OH (C-4) 3,72 (1H)
OMe (C-5) 3.52 (3H: s)
OMe (C-7) 3,72 (3H: 8)

Tabela 60 - Dados de RMN '*C (75,4MHz; CDCI;/TMS) de 65 (E-81a).

& ppm

73,8 (CH)

32,7 (CH3)

63,7 (CH)

157,2 (C)

93,2 (CH)

161,3 (C)

91,6 (CH)

159.4 (C)

104,1 (C)

141,1 (C)

127.3 (CH)

128,5 (CH)

128.3 (CH)

128,55 (CH)

D} WIN| o joo| ~| o [on| | wir i O

127,3 (CH)

OMe (C-5)

55.3 (CH3)

OMe (C-7)

55,7 (CHj)
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Reacao de Metilagio dos Alcoois 64 e 65°°

A uma mistura dos alcoois 64 e 65 (0,036 g; 0,12 mmol),
solubilizados em THF seco (3 ml}, adicionou-se NaH (0,003 g; 0,12 mmol)
e a reagdo foi mantida sob agitagédo a temperatura ambiente por 45
minutos. Apos colocou-se Mel (0,017 g; 0,12 mmol) e manteve-se a
agitagéo por mais 45 minutos. A mistura reacional foi solubilizada com 10
ml| de éter, lavada com uma solugdo aquosa de K,CQOs: 10% (10ml), brine
(10 m!), seca sobre Na,SO, e concentrada em evaporador rotativo. Apés
purificagdo por CCP (EP:EtOAc 10%) recuperou-se oS reagentes de
partida. A reagéo foi repetida aumentando-se o tempo de duragdo para
24 horas, mas o resultado manteve-se inalterado.
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E-27 - Espectro COSY 'H-'H da flavana 39.
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E-29 - Espectro HETCOR 'H-"*C da flavana 39.
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E-31 - Espectro |V da flavana 39.
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E-32 - Espectro de massas da flavana 39.
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E-33 - Espectro de RMN 'H da flavana 40.



I

Fi IPPN] l ”l . | |

4.8 7

4.6 — G

SRR

O

0

03

T T T T T T Tt ¥ T T T T T T
4. A4 64442403 B3.63.43.23.0F. 82, 62.4¢.22.0

[ [W* ARRE

F2 IPPNI
)
F1 o iPRHI | I
B -
8,
L]
7 - o B
E -
]
5 -
Q3 ! - ] =]
-
LY
T
R 05
- T (]
[ ] LB = a
@ 4 ' 0 o o
f‘
k-]
-
'] ",
L] - ]
T T - 1] —1 T T T T
B T f 3 4 3 2 1 1]
F2 (PPNl

E-34 - Espectro COSY 'H-'H da flavana 40.



| e

b o

’ " | I3 ) sl ] .
“L||r|1:||iarrll||11;ér|!r1111‘;IT|rvTr‘IllJl‘rTrTTlI—urTru|r1|$||115||||EA|||111||| ;

--— A{ ERE

(a)

L “ L | L L

. |

iF‘T"T“T‘T‘ l g'\'"f T"T’T"_I"‘:Fﬁ 'I'] ™ ‘I"T"I"T ‘]"l‘ T™ u'!'ﬂTTW'WTTm
E-35 -(a) Espectro de RMN '*C da flavana 40. (b) Espectro DEPT da
flavana 40.




Wi |1 H l

ib

ls | L‘i?f-’
PO BT

(ARSI Y: U L , 11 l

T T T T T T
L1 L1 L1 15 in
F2 IFPM]

ul L

R

»

E-36 - Espectro HETCOR

bt 50 ) 20
FZ (PEN]

'H-'3C da flavana 40.




1,0

257

Absorbé&ncia

0,0

200 400
A (nm)

E-37 - Espectro UV da flavana 40.
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E-38 - Espectro |V da flavana 40.
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E-39 - Espectro de massas da flavana 40.
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E-40 - Espectro de RMN 'H da p-hidroxichalcona 41.
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E-44 - Especiro de massas da B-hidroxichalcona 41.
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E-45 - Espectro de RMN 'H da B-hidroxichalcona 42.




E-46 - Espectro de RMN '>C da B-hidroxichalcona 42.
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E-47 - Espectro UV da B-hidroxichalcona 42.
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E-48 - Espectro de massas da p-hidroxichalcona 42.
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E-49 - Espectro de RMN 'H da flavona 43.
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E-50 - (a) Espectro de RMN '*C da flavona 43. (b) Espectro DEPT da

flavona 43.
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E-52 - Espectro IV da flavona 43.
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E-53 - Espectro de massas da flavona 43.
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E-55 - (a) Espectro de RMN '*C do fiavonol 44. (b) Espectro DEPT do
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E-56 - Espectro UV do flavonol 44.
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E-58 - Espectro de massas do flavonol 44,
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E-80 - Espectro de RMN "H da chalcona §9.
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E-61 - (a) Espectro de RMN '*C da chalcona 59. (b) Espectro DEPT da
chalcona 59.
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E-B3 - Espectro de massas da chalcona 59.
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E-684 - Espectro de RMN 'H da chalcona 69.
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E-65 - (a) Espectro de RMN '°C da chalcona 69. (b) Espectro DEPT da
chalcona 69.
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E-66 - Espectro UV da chalcona 69.
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E-68 - Espectro de RMN 'H da chalcona 62.
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E-69 - (a) Espectro de RMN *°C da chaicona 62. (b) Espectro DEPT da
chalcona 62.
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E-72 - Espectro de massas da chalcona 62.
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E-73 - Espectro de RMN 'H da ftavanona 63.
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E-74 - (a) Espectro de RMN '*C da flavanona 63. (b) Espectro DEPT da

flavanona 63.
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E-75 - Espectro UV da fiavanona 63.
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E-76 - Espectro IV da flavanona 63.
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E-77 - Espectro de massas da flavanona 63.
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E-78 - Espectro de RMN 'H da ftavana 64.
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E-78 - (a) Espectro de RMN '*C da flavana 64. (b) Espectro DEPT da
flavana 64.
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E-80 - Espectro de RMN 'H da flavana 65.
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E-81 - (a) Espectro de RMN *°C da flavana 85. (b) Espectro DEPT da
flavana 65.
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CHANNEL A INJECT @4-@1-94 12:32:12 STORED TO BIN # 117

—e
YY) ooz 4.16
528
5.90
67
¢ .82

DATA SAVED TO BIN ¥ 117

Figura 13 - Cromatograma do extrato éter de petrdleo das raizes de L.

muehibergianus obtido em CH30OH (A = 245 nm).

. . T M 44
CUAMNEL A TNIECT ga-d1-54 25:58:5%1 STORED 70 Dik & 112
g e et
-glf 2.77
P 14
oI i
5.908
8.75
.89

DATA SAVED TO BIN # 112

Figura 14 - Cromatograma do extratoc éter de petréleo L. muehlbergianus
obtido em CH;OH (A = 250 nm).



CHANNEL A INJECT @4-01-94 12:44:56 STORED TO BIN # 118

o1
| =] —

P ——
5
5 .84
&.92
67
g .82

DATA SAVED TO BIN # 118

Figura 15 - Cromatograma do extrato éter de petroleo das raizes de L.

muehibergianus obtido em CHsOH (A = 275 nm).

CHANNEL A INJECT @4-91-94 19:28:04 STORED TO BIN # 114

DATA SAVED 7O BIN # 114

Figura 16 - Cromatograma do extrato éter de petréleo das raizes de L.

muehibergianus obtido em CHiOH (A = 280 nm).



CHANNEL & INJECT ©@4-81-%4 12:01:26 STORED TO BIN # 11S

DATA SAVED TO BIN # 115

Figura 17 - Cromatograma do extrato éter de petrdleo das raizes de L.
muehlbergianus obtido em CHaOH (A = 320 nm),

EHANNEL A INJECT @4-@1-94 12:17:11 STORED TO BIN # 116

DATA SAVED TO BIN & 116

Figura 18 - Cromatograma do extrato éter de petroleoc das raizes de L.
muehlbergianus obtido em CHOH (A = 350 nm).



CHANNEL A INJECT @4-@1-94 13:25:24 STORED TO BIN # 119

6.85

8.84

16 .46
11 .64

i

DATA SAVED TO BIN # 119

Figura 19 - Cromatograma do extrato éter de petréleo das raizes de L.
muelhbergianus obtido em CH3;OH:H20 (80:10).



CHANNEL A INJECT @4-01=%94 13:59:28 STORED TO BIN # 128

11 .29

e

DATA SAVED TO BIN # 120

Figura 20 - Cromatograma do extrato éter de petréleo das raizes de L.
muelhbergianus obtido em CH.OH:H,0 (80:20).



CHANNEL A INJECT 25=-82~94 16:33:17 REPLAYED FROM BIN & 9

1.7%

Figura 21 - Cromatograma do extrato éter de petroleo das raizes de L.
mueihbergianus obtido em CHiOH:H,0O (70:30).



CHANNEL A INJECT 06-81=94

)
DATA SAVED TO BIN % 123

Figura 22 - Cromatograma do extrato éter de petréleo das raizes de L.
muehlbergianus obtido em CHsCN:H,0O (70:30).



11-01-94 13:39:38 STORED TO BIN & 13

Figura 23 - Cromatograma do extrato éter de petrdleo das raizes de L.

muehibergianus obtido em CH3CN:H.0O (65:35).



CHANNEL A INJECT @6-81-94 19:50:24 STORED TO BIN # 124

13.56

30.35
DATA SAVED TO BIN tt 124

Figura 24 - Cromatograma do extrato éter de petréleo das raizes de L.
muehlbergianus obtido em CH3CN:H;O (60:40).



CHANNEL A INJECT @6-81-94 11:41:26 STORED TO BIN # 125

28 b
3.42
.78
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8.74

e Ly §
A oar T

1@ .62

t5.82

)

/ 25 .66

|
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i
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DATA SAVED TO BIN # 125

Figura 25 - Cromatograma do extrato cloroférmico das raizes de L.

muehibergianus obtido em CHyCN:H,0 (70:30).



CHANNEL A INJECT 11-01-94 11:46:52 STORED TO BIN # 12

2 .51
.86
v.72
18 .74
12.91
14 .14
15 .62
|
{.42
Figura 26 - Cromatograma do extrato metanélico da raizes de L.

muehibergianus obtido em CHsCN:H;0 (70:30).
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Figura 27 - Curva de calibragao da flavana 9.
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Figura 28 - Curva de calibrac&o da flavana 39.
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Figura 29 - Curva de calibracéo da flavana 40.
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Figura 30 - Curva de calibracdo da pB-hidroxichaicona 41.
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Figura 31 - Curva de calibragcdo da flavona 43.



Curva de Calibragdo de 44

1184

1053

8539

AREA

6539

T

4539

2539 \ .

0.054 0.108 0.162 0.216
CONCENTRAGAQ (mg/mi)

0.270

Figura

32 - Curva de calibragdo do flavono) 44,




