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RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido em duas partes. Na primeira parte realizamos o
estudo fitoquimico de quatro espécies do género Pachyrhizus (consta de cinco espécies).
Foram isoladas e identificadas 16 substincias, sendo que o isoflaveno 12 e o 2-
arilbenzofurano 14 s#o substincias inéditas e a isoflavona 11 ¢ inédita como produto natural.
Nesta primeira parte também procedemos 4 analise quantitativa de alguns componentes dos
extratos em CH,Cl, das sementes de P. ferrugineus e P. ahipa, utilizando a CLAE em fase
reversa.

Na segunda parte tentamos a sintese de 3-fenilcumarina 9 (isolada de P.
Jerrugineus) e do 2-etoxiisoflaveno 130. Para atingir este objetivo, sintetizamos o 5-formil-
6-hidréxicumarano (88) e tentamos a transformacéio do aldeido 2,4,5-trimetéxibenzaldeido
(124) no homologo 128, que através de uma condensagio aldolica com 88 forneceria a 3-
fenilcumarina correspondente. Entretanto, em lugar do aldeido 128, obtivemos dois
derivados cinfimicos inéditos, 136 e 138, além da cloroidrina 141.



ABSTRACT

Thepresentworkwasdefvelopedintwoparts.lnPartonewedidthe
phytochemical study of four species of the genera Pachyrhizus (composed by five species).
Sixteen compounds were isolated and identified; among them, the isoflaven 12 and 2-
arylbenzofuran 14 are new compounds, and the isoflavone 11 is new as natural product. The
quantitative evaluation of some components from CH,Cl, extracts of P. ferrugineus and P.
ahipa seeds were done by HPLC reverse phase.

In Part two, we started the synthesis of 3-phenylcoumarin 9 (isolated from 7.
ferrugineus) and 2-ethoxy-isoflaven 130. We prepared the 5-formyl-6-hydroxy-coumaran
(88) and tried the transformation of 2,4,5-trimethoxybenzaldehyde (124) into the aldehyde
128, in order to promote the aldolic condensation between 88 and 128. Alihough the
transformation of 124 into 128 was not possible, we obtained two new cynnamic derivatives
136 and 138, besides chlorohydrin 141.
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INTRODUCAO GERAL

A Quimica de Produtos Naturais constitui tradicionalmente a parte da
Quimica Orgénica que trata do registro da constituicio dos metabdlitos secundarios dos
seres vivos, da biossintese destes compostos e das sinteses e transformagdes destes produtos.
Dentro da Quimica de Produtos Naturais, a Fitoquimica é a que apresentou um maior
desenvolvimento nestes ultimos anos, tendo se concentrado na busca de substdncias
biologicamente ativas, que pudessem servir de modelo para a sintese ou, ainda, para serem
usadas em semi-sinteses.

Nosso grupo de trabalho est4 envolvido na avaliagiio fitoquimica de espécies
vegetais pertencentes 4 familia Leguminosae em busca de novos constituintes que possam
esclarecer a localizagdio do género a nivel de familia, tribo e sub-tribo e na sintese de
produtos naturais que possam apresentar algum tipo de atividade biologica.

Este trabatho foi dividido em dois capitulos que estio assim apresentados:

1. - Estudo Fitoquimico do Género Pachyrhizus.

2. - Tentativa de Sintese da 3-fenilcumarina 9 e do 2-etoxiisoflaveno 130.



CAPITULO 1

ESTUDO FITOQUIMICO DO GENERO
Pachyrhizus
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1- INTRODUCAO

A familia Leguminosae ¢ uma das maiores familias dentre as dicotileddneas,
sendo superada apenas pelas Compositae e Orchidaceae!-2. As Leguminosae coniém cerca
de 650 géneros com aproximadamente 18.000 espécies. A familia Leguminosae ¢
considerada uma das mais importanies do ponto de vista econdmico, constituindo uma
inestimavel fonte de alimentos, através de suas sementes. Varias espécies so usadas como
plantas forrageiras, outras sio utilizadas como fontes de taninos, resinas e¢ madeiras, bem
como substincias aromatizantes, medicinais e inseticidas!.

Nio h4 consenso no que diz respeito a sua divis#io taxondmica. Normalmente
s#io divididas em 3 subfamilias: Caesalpinoideae (152 géneros com cerca de 2.800 espécies),
Mimosoideae (56 géneros com aproximadamente 2.800 espécies) e Papilionoideae (440
géneros e cerca de 12.000 espécies). Algumas vezes sfio reconhecidas como familias
separadas - Caesalpinaceae, Mimosaceae e Fabaceae (Papilionaceae).

A familia Leguminosae ¢ caracterizada por seus frutos serem conhecidos
como legumes. Um legume é um fruio deiscente, que se desenvolve a partir de um tnico
carpelo e se desdobra em duas valvas, que envolvem as sementes!.

A subfamilia Papilionoideae representa o grupo mais evoluido deniro da
familia Leguminosae e ¢ de distribuiclio mundial. A maioria dos representanies arboreos
desta subfamilia é encontrada nos tropicos e hemisfério sul e os arbustivos e herbaceos em
regites temperadas!-2.

Do ponto de vista fitoquimico, a subfamilia Papilionoideae caracteriza-se por
conter cerca de 90% dos isoflavondides de origem vegetal até hoje identificados®. Apesar da
distribuig8o restrita dos isoflavondides dentro do reino vegetal, a variagfio estrutural
encontrada nestes produtos naturais ¢ grande, e isto se deve tanto ao nimero e complexidade
de substituintes no sistema 3-fenilbenzopirano, como também aos diferentes niveis de
oxidaclio neste esqueleto basico e a presenga de anéis heterociclicos extras+.

O sistema 3-fenilbenzopirano, em termos estruturais, é constituido por 2 anéis
benzénicos (A e B), ligados por uma cadeia de trés atomos de carbono que se apresenta
ramificada, o que diferencia o isoflavonédide de um flavonodide (apresenta a cadeia de trés
carbonos na forma linear)s.
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3-fenilbenzopirano 2-fenilbenzopirano

Do ponto de vista de sua biogénese, os isoflavondides sfo constituidos de
umanmidadeCseumaCQ.A\midadecﬁ,quedéoﬁgmnaoanelA,éformadapela
condensago de trés unidades de malonilCoA (com eliminago de trés moléculas de CO,),
enquanto queaunidadecg,queoompaeoanelBeoscarbonos._?,}_ei,édeﬁvadadoécido
cindmico ou um seu derivado oxigenado. A condensaco do acido cinimico com frés
moléculas de malonilCoA forma como primeiro intermedisrio a chalcona, que por
ciclizago, da origem a flavanona correspondente, que é modificada em um nimero limitado
de etapas levando aos diferentes tipos de isoflavonéidess.’.2 (esquema 1).

Os isoflavonéides isolados de plantas s#o classificados em tipos ou classes,
dependendo da sua formag#o®. Podem ocorrer com componentes de tecidos sadios, sendo
conhecidos como "constitutivos”. Também podem ocorrer em tecidos que foram atacados por
organismos bibticos ou abitticos, sendo chamados de "induzidos". Esta ultima classe,
comumente encontrada em Papilionoideae, ¢ produzida como substéncia de defesa da planta,
tem ag#io antimicrobiana e ¢ conhecida como fitoalexina ou metabélito secundario de plantas
com "stress”.
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ESQUEMA 1 - Afinidades biossintéticas entre os isoflavondides.

A subfamilia Papilionoideae caracteriza-se por apresentar em suas espécies
vegetais, unidades de isopreno nos esqueletos de isoflavondides e flavonéides. Estas
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unidades de cinco atomos de carbono, conhecidas como grupo y,y-dimetilalila ou prenila?,
podem se apresentar sob varias formas modificadas, diferindo no estado de oxidaglio e
também envolvida na formagfio do anel (furano, dimetileromeno, isoprenildiidrofurano, etc.)
por enlace com uma hidroxila vizinha!0.11.12 (esquema 2).

OH
Me
O’h%m; —
PPO—H,C Me

pirofosfato de
v,7-dimetilalia [O]

L %\
0 @*\w
(;rih - X

ESQUEMA 2 - Fomag#o dos substituintes prenilados comumente encontrados em
isoflavondides de Papilionoideae.

No presente trabalho, foi realizado um estudo quimico sobre o género
Pachyrhizus Rich. ex DC.1314, pertencente 4 tribo Phaseoleae, a qual contém cerca de 1500
espécies em aproximadamente 90 géneros, que estio distribuidos em 8 subiribos sensy
Hutchinson!3:
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Subtribo 1. Cajaninae Subtribo 5. Glicininae
Subtribo 2. Diocleinae Subtribo 6. Ophrestiinae
Subtribo 3. Kenediinae Subtribo 7. Erythrininae
Subtribo 4. Phaseolinae Subtribo 8. Clitoriinae

O género Pachyrhizus (Subtribo Diocleinae) é um legume que contém raiz
tuberosa comestivel, sendo de facil cultivo e tendo simbiose com bactérias fixadoras de
nitrogénio’6. As espécies de Pachyrhizus apresentam-se como trepadeiras herbéceas, com
exceglio de P. ahipa, que é uma plania semi-ereta, cujas sementes estlio contidas em vagens
que medem de 8 a 17 cm de comprimento!4.15.

O género contém cinco espécies, P. erosus (L.) Urban, P. ahipa (Weed)
Parodi, P. tuberosus (Lam.) Sprengel, P. ferrugineus (Piper) Sorensen e P. panamensis
Clausen, das quais as trés primeiras sfio cultivadas e as outras duas sfo encontradas na
forma nativa. As cinco espécies de Pachyrhizus encontram-se distribuidas na América
Central e América do Sull415,

As raizes tuberosas de P. ahipa podem pesar até 1 kg e séo ingeridas cruas ou
cozidas, principalmente na regifio dos Andes, ao passo que as raizes tuberosas de P. erosus
s&o os alimentos favoritos na América Central e sudeste da Asia e estfo se tornando bastante
populares nos Estados Unidos como um ingrediente de saladas. P. tuberosus ¢ uma planta
que chega a atingir 10 m de extensio e suas raizes tuberosas sio usadas como as da ahipa.
As espécies nativas (nfio cultivadas) de P. ferrugineus e P. panamensis também apresentam
rafzes tuberosas, mas nfio se tem informachio se estas sfio ou nfio comestiveis!4.16.

Um numero considerdvel de investigagBes quimicas de varias partes das
plantas (com pouquissimas exce¢Bes todos os materiais estudados foram obtidos de uma
espécie: P. erosus) pode ser contido em dois topicos: composigho nutritiva das raizes
tuberosas e ag#io inseticida ou fungicida das sementes ou folhas!4.16,

As raizes tuberosas apresentam um grande valor nutritivo, devido ao alto teor
de proteinas, aminoécidos, amido e fibras, servindo como fonte alimentar. As sementes, por
sua vez, tém um alio teor de 6leo, mas nfio podem ser ingeridas por serem consideradas
toxicas.

Poucas pragas e doencas foram registradas nas espécies de Pachyrhizus,
indicando que essas espécies possuem vérios tipos de resisténcia. Raramente as partes
aéreas sfo atacadas por insetos e isto se deve & produclio de rotendides, sendo este tipo de
resisténcia mais conhecido e divulgado na literatura!é.
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A revislio bibliografica feita sobre o género Pachyrhizus (realizada entre 1945
e 1994) constaiou que as plantas desse pequeno género produzem basicamente
isoflavonoides (Tab. 1, Quadro 1).

Tabela 1 - Levantamento bibliografico das espécies de Pachyrhizus ja estudadas.

Espécies Substéncias Parte da Planta | Autor
Isoladas
P. erosus 4,6,7 sementes Norton & Hansberry (1945)!7
P. erosus 2 sementes Bickel & Schmid (1953)18
P. erosus 4 sementes Simonitsch et al. (1957)19
P. erosus 17 sementes Eisenbeiss & Schmid (1959)20
P. erosus 1,2,3,4,5,6,7, 8, | sementes Krishnamurti et al. (1970)2
18
P. erosus 1,2,3,4,5,6,7. 8, | sementes Kalra et al. (1977)2
10, 15, 17, 18, 19,
20, 21
P. erosus 22,23,24,25 caules Ingham (1979)23
P. tuberosus | 1,3,4,5,6,7,9 sementes Magalhfes et al. (1992)24
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QUADRO 1: Estruturas das substéncias encontradas em Pachyrhizus.
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Comparando-se a composi¢iio quimica do género Pachyrhizus (com apenas 2
espécies ja estudadas) com a do pequeno g&nero africano Neorautanenia (tribo Phaseoleae,
subtribo Phaseolinae), pode-se observar a grande afinidade quimica entre estes dois géneros
(abela 2, quadro 2).

Em funglio desta semelhanca, Ingham em 19792 propds que os géneros
Pachyrhizus (subtribo Diocleinae - considerada mais primitiva) e Neorautanenia (subtribo
Glycininae - mais evoluida) fossem colocadas dentro da mesma subtribo; a Glycininae.

Em 1990, Ingham?S reiterou essa proposta quando usou isoflavondides no
estudo sobre aspectos sistematicos da formaclo de fitoalexinas dentro da tribo Phaseoleae.
Neste trabalho, 76 espécies vegetais que representam 36 géneros dessa tribo produziram
fitoalexinas apés a inoculagho do fungo Helminthosporium carbonum nas folhas das 76
espécies de plantas.

Como resuliado, a pesquisa revelou diferentes tendéncias na producio de
fitoalexinas dentro de Phaseoleae, sendo que as subtribos Diocleinae, Phaseolinae e
Glycininae distinguem-se das demais por apresentarem um actmulo de pterocarpanos
(considerados como isoflavondides mais "avangados” ou "complexos™). Entllo, a partir dessa
premissa Ingham propds a transferéncia de Pachyrhizus da subtribo Diocleinae para a que
pertencia o género Neorautanenia (subtribo Phaseolinae, de acordo com atual classificagiio).

Essa proposta foi contestada por Sorensen em 1990, que diz n¥o estar de
acordo nfio somente devido 4 presenca do aminodcido canavinina nas espécies de
Diocleinae, mas principalmente por causa das caracteristicas morfologicas, cromossémicas e
de distribuicsio geografica dos géneros Pachyrhizus e Neorautanenia.

Apesar da grande diversidade quimica que se observa sementes de P.
erosus e P. tuberosus (sementes pretas), ¢ interessante notar a pequena quantidade de
pterocarpanos enconirados nestas espécies, ao passo que no género Neorautanenia eles
aparecem com maior predominéncia do que outros tipos de isoflavonodides. Entfio, levando
esse fator em consideraglio, além dos ja alegados por Sorensen, achamos que nfo se deve
agrupar estes géneros em uma mesma subtribo.

Além do fato de muitas das substéncias isoladas por nds se tratarem de
fitoalexinas, como muito bem caracterizou Ingham, ¢ muito provavel que alguns
isoflavontides estivessem contidos nos nossos extratos, na forma de tragos e nio foram
detectados e identificados.
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Tabela 2 - Levantamento bibliogréfico do género Neorautanenia.

Espécies Substéncias Isoladas | Parte da Planta Referéncias

N. amboensis S5, 6, 10, 26, 27, 28, | raizes 26
29
6,30, 31,32 raizes 27
33 raizes 28
34, 35, 36, 37, 38, | cascas das raizes 29
39
40 cascas das raizes 30
41,42, 43 cascas das raizes 31
44, 45 cascas das raizes 32
15, 37, 46, 47, 48, | cascas das raizes 33
49, 30, 51, 52, 33,
54 .

N. edulis 3.4,22 fubérculos 34
3.8,22 raizes 35
55 raizes 36
24,2556, 57,58 | raizes 37
59, 60, 61 cascas das raizes 38
34, 35, 36, 37, 38, | cascas das raizes 29
39

N. ficifolia 3,4.8,22, raizes 35
62, 63, 64, 65, 66 raizes 39
67 raizes 40
68 raizes 41

N. mitis 1,3,4,5,8,10,22 | raizes 42

N. pseudopachyrhiza | 1,3 raizes 43
1,3.4,69 raizes 44
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(¢}
MeO
1R =R;=H R;#R =CH,- 3
2:Ry = OMe, R; =H B:A23

5:R,=H,R;=0OH
ISR =H R =OH Ry =Ry =CHy
29:R; = H, R; = OMe, Ry+R, =-CH,-
30:R;=H, R, =OMe,R; =R, =CH,

COCG  COQ f

- T

Ry =

QUADRO 2 - Estruturas dos compostos isolados de Neorautanenia.
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QUADRO 2 - (Continnaghio) - Estruturas dos compostos isolados de Neorautanenia.

§.§R1+R2-OCH20 36:Ri=R;=H
3R =R;=Me

%
(o)
38:R=H 49
39:R=Me oH
oy
R o}
RO~
(o]
i‘!:R=R1=R2=H } RQO
_12_:R=Me,R1=R2=H ﬂ:R1=R2=H
43:R=R;=Me,R;=H 45:R;=H,R;=Ac
o o
HO 0>
0
OMe 47
46
oL
OMe
OMe
48: R, = H, Ry+R; = OCH,0 32

49 R;=R;=OMe,R;=H
50: Ry =OMe,R;=OH, Ry =H
5_:'_: Ry =OH,R2+R3=OCH20
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QUADRO 2 - (Continuaghio) - Estruturas dos compostos isolados de Neorautanenia.

] 0. MeO 0.
| R o
55 (o)
(o) 0O
| 7,
Ry
57:R,=OH,R,=H
38:R;+R; = OCH,0
MeO. OMe
3 o o
4 |
OMe
59
80: A34
HO 0.

MeO O,

MeO OMe




CAPITULO 1 - H - OBJETIVOS - 15

II - OBJETIVOS DO TRABALHO:

No presente trabalho, retomou-se o estudo do género Pachyrhizus, que havia
sido iniciado em 1986 com uma avaliagio quimica das sementes pretas de P. tuberosus, das
quais foram isolados e identificados sete isoflavonoides4.

Procedeu-se 4 analise quimica de trés espécies fitoquimicamente inéditas (P.
ferrugineus, P. ahipa e P. panamensis), além de duas variedades de P. tuberosus (sementes
pretasesementesvermelhas).Pamaideﬁﬁcag&odosconsﬁhMesqmmicosde
Pachyrhizus, foram utilizados métodos espectroscopicos.

Também faz parte deste trabalho a analise quantitativa de alguns constituintes
quimicos presentes nas espécies de P. ferrugineus e P. ahipa, a qual foi realizada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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III - RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliaciio Fitoquimica de Pachyrhizus Jerrugineus (Piper) Sorensen
Descricido da Planta

A espécie P. ferrugineus encontra-se distribuida desde o México até a parte
ceniraldaGuatemala.Suassementesmadmassﬁousadascomovmmmxgona

E uma trepadeira herbacea, com uma porg#o lenhosa acima da raiz tuberosa,
com 1 a 5 m de extenséio, contendo vagens largas e longas (0,12-0,13 x 8-13 cm). Raizes
tuberosas com até 60 cm de comprimento, caules estriados, ericados a lisos com pélos
marrons. Folhas subcoredceas, densamente a escassamente ericadas, verde-escuras na face
superior, foliolos apresentam variagSes quanto ao contorno. As flores sfio grandes, azuis a
azul-violdceas. As vagens s#o chatas, duras com pélos marrons, mesmo maduras, as
sementes sfo achatadas, vermelho-amarronzadas, maiores que as das outras espécies.

P. ferrugineus ja havia sido citada anteriormente como sendo P. vernalis'3,
mas ap6s uma extensiva descrigio da espécie P. Jerrugineus (apresenta uma grande variacio
marfolégica) decidiv-se que P. vernalis passaria a ser denominada P. Jerrugineus.
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Isolamento dos Constituintes das Sementes de Pachyrhizus Serrugineus

O extrato em CH)Cl, de P. ferrugineus aptés fracionamento em coluna
cromatografica e processos usuais de purificagfio, forneceu onze substincias com estruturas
isoflavonoidicas, compreendendo: seis rotendides, duas 3-fenilcumarinas, uma isoflavanona
e duas isoflavonas (uma delas, inédita como produto natural).

A analise dos espectros de RMN de 'H e de 13C fornece informag8es muito
importantes para definir o tipo do esqueleto das substéncias isoladas, possibilitando,
pﬁmipalm&e,aidenﬁﬁcag&odosplbtomecarbonosqmcompﬁemoanelgdos
isoflavontidesd245-49

Rotendides 1,2¢ 7

Ao se proceder 4 analise parcial dos espectros de RMN-H das substéncias 1
(PFD-4), 2 (PFD-5 e PFD-6) e 7 (PFD-10) (E.2, E.5 e E.20), identificou-se os sinais dos
protons pertencentes aos anéis B e C de rotendides, que apareceram na regifo alifatica dos
espectros - 3,89 8 a 5,0 8 - e que faziam parie de um sistema do tipo ABCD. Este conjunto
de sinais constituem-se numa caracteristica desta classe de compostos0-52 (iabela 3).

Tabela 3 - Deslocamentos quimicos (em ppm) dos prétons dos anéis B/C das substincias 1,
2el.

Protons | Substincia 1 Substfncia 2 Substéncia 7
6ax 4,19(d,7=12,0Hz) |4,20(d,J=12,0Hz) | 4,22 (d, J= 12,0 Hz)
6eq 464 (dd, T=120e 4,70 (dd, J=120e| 4,67 (dd, T =120 e

3,2 Hz) 3,0 Hz) 3,19 Hz)
6a 4,96 (ddd 7=3,9,1,0 | 5,0 (ddd, J = 4,0, 1,0 | 4,99 (ddd, 7= 4,0, 1,0
e 3,2 Hz) e 3,0Hz) e 3,0 Hz)

12a 380(d,J=39H2) [3,9(4,J=39Hz) |3,94(d,J=4,0H)
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Além desses sinais em comum, as substincias 1, 2 e 7 também apresentaram
sinais coincidentes nos espectros de RMN de 1H e de 13C para dois protons e dois carbonos
olefinicos, respectivamente. Este conjunto de sinais, encontrando-se presente em 9 dos 11
isoflavondides isolados de 2. ferrugineus, foi atribuido aos CaHy e CgHp do sistema
furano?2.48.49 (iabela 4).

Tabela 4 - Deslocamentos quimicos (em ppm) dos 'H e 13C pertencentes ao sistema furano
del,2e7.

Substéncia 1 Substéncia 2 Substéncia 7
H|a=754(d,J=23Hzs) |ot=7,55(d,J=22Hz) |oa=755(d,J=22H)
P=673(dd, J=23¢|P=674(d,J=22Hz) [P=674(dd,T=22¢

1,1 Hz) 1,0 Hz)
C | a=146,44 (CH) o = 146,08 (CH) o = 146,30 (CH)
B = 107,11 (CH) B = 107,30 (CH) B = 106,97 (CH)

Os outros sinais dos espectros de RMN-!H das substéincias 1, 2 e 7 eram
referentes a protons aromaticos, todos do tipo singleto. Isto significava dizer que os protons
n#o se acoplavam entre si e que, portanto, o anel furano apresentava-se linearmenie fundido
a0 anel D, tendo em vista que os protons H, e H, (anel A) apareciam na regigo de 6,7 e 6,4
8, respectivamente, o que confirmava o padriio de substituicio do anel A de rotendides
substituidos nas posicBes 2 e 3 por fungBes oxigenadass0.52,

Na natureza, sfo encontrados rotendides que apresentam o anel furano
fundido ao anel D, tanto na forma angular (como a elliptona)*® como na forma linear
(dolineona). Mas, ¢ interessante observar que somente nos géneros Pachyrhizus e
Neorautanenia é que se detectou os rotenbides com anéis furanos fundidos linearmente ao
anel D3.
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° OMe o_/o

eliiptona OMe dolineona

Para as substincias 1 e 7 os protons H;; e H; apareciam a 8,2 e 7,0 §,
respectivamente. A substincia 2 apresentava para o préton H;; o sinal para um préton que se
encontrava protegido em torno de 0,3 3 (aparecendo a 7,91 §). Outra caracteristica observada
nos espectros de RMN-'H, foi a presenga dos duplo dubletos a 6,74 & (Hp) para as
substiincias 1 e 7 e de apenas um dubleto a 6,74 & para 2. O duplo dubleto ¢ devido ao
acoplamento a longa distncia entre os protons Hg e He. E conhecido como acoplamento do
tipo "W"44.54_ A substiincia 2 nfio mostrava no espectro de RMN-1H o sinal para o préton H,
visto que o carbono C; encontrava-se substituido por um grupo metoxila, que aparecia no
espectro como um singleto a 4,15 & (3H).

Para as substéncias 1 e 2 observava-se dois dubletos 2 5,80 8 J=13Hz)e
5,86 & (J = 1,3 Hz), indicativo da presenga do grupo metilenodioxi, a0 passo que para 7
encontrou-se dois singletos a 3,77 e 3,81 (para 3H cada) atribuidos a duas metoxilas*.

R

0.

1. R=H, R{+R; =-CH,- (dolineona)

2. R=0Me, R;+R, = -CH,- (pachyrhizona)
o 7.R=H, R, =R, = CHj; (erosona)

Rz
OR;
Rotendide §

A substincia 5, encontrada pa fragio PFD-10, também apresentou no
espectrodeRMN—’H(E.M)sinaisparaosprbtomHaeHﬁdoanelﬁmoU,SSS(d)eQ?S
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8 (dd)) e os sinais para os protons do grupo metilenodioxi (5.80 8 (d) e 5,85 5 (d)), além de 4
singletos na regifio aromatica. Os sinais que apareciam a 6,51 e 6,48 & foram atribuidos aos
protons H; e H,. O singleto largo a 7,02 & foi assinalado para o proton H; e 0 sinal 2 8,19 8
era indicativo do proton H,,.

A andlise do espectro de RMN-'H de § indicava uma mudanca significativa
naregiﬁode3,8a5,08,qlmndosecomparavaesteespectmcomosdas substincias 1,2 e 7.
Esta diferenca foi atribuida & presenga de uma OH ligada ao Ci24°, mudando o padrio de
acoplamentodosptbtonsme,Hsequmequeseapresemammdaseguintemaneim:

Hgax: 4,50 8,dd, J=12,0 e 2,0 Hz
Hgeq: 4,638,dd, J=12,0e 2,0 Hz
Hgqa: 4,62 8, sl

O sinal para o proton da OH aparecia no espectro como um singleto a 4,48 5.
EstesubsﬁtuinteemcuadavamnapmtegﬁoemtomodeO,355paraopt6tonHGa,ao
mesmo tempo que desprotegia o proton Hey (~0,31 8), quando se coparava oS
deslocamentos quimicos dos protons dos andis B/C de 3 com os dos protons dos anéis B/C
del,2e7.

S (12a-OH-dolineona)

A analise dos dados espectrais de RMN-13C das substancias 1,2,5¢7(E3,
E.6, E.15, E.21) permitiu-nos estabelecer as caracteristicas mais significativas das estruturas
desses rotenoides (tabela 5).



CAPITULO 1 - IIi - RESULTADOS E DISCUSSAO - 21

Tabela 5 - Deslocamentos quimicos (em ppm) dos carbonos das substincias 1,2,5¢ 7, nos

espectros de RMN-13C.
Carbonos | Substincia 1 Substéncia 2 Substéncia § Substéncia 7
1 107,06 (CHD* | 106,93 (CH) 105,90 (CH) 110,61 (CH)
2 142,59 (C) 142,28 (C) 142,50 (C) 144,10 (C)
3 148,16 (C) 147,88 (C) 149,83 (O 147,70 (C)
4 99,06 (CH) 98,86 (CH) 99,34 (CH) 99,44 (CH)
6 66,50 (CH,) 66,24 (CH,) 64,01 (CH)) 66,36 (CH,)
8 100,20 (CH) 148,55 (C) 100,16 (CH) | 101,19 (CH)
9 158,90 (C) 149,70 (C) 158,16 (C) 158,87 (C)
10 123,30 (C) 123,84 (O) 123,50 (C) 123,16 (C)
11 121,23 (CH) 114,02 (CH) 121,21 (CH) 121,08 (CH)
12 190,90 (C=0) | 190,73 (C=0) | 19325(C=0) | 190,86 (C=0)
a 146,44 (CH) 146,08 (CH) 146,70 (CH) 146,30 (CH)
B 107,11 (CH)* | 10730(CH) | 107,01(CH) | 106,97 (CH)
1§ 101,35(CHy) | 101,14 (CH) | 10149 (CH)) -
la 105,50 (C) 105,15 (C) 109,38 (C) 104,41 (C)
4a 148,70 (C) 148,55 (C) 149,90 (C) 149,83 (©)
6a 72,20 (CH) 72,25 (CH) 76,02 (CH) 72,40 (CH)
Ta 160,10 (C) 150,96 (C) 160,48 (C) 159,97 (©)
lla 116,25 (C) 117,12 (C) 114,76 (C) 116,26 (C)
12a 45,36 (CH) 45,18 (CH) 68,42 (C) 44,98 (CH)
2-OMe - - - 56,34 (CH,)
3-OMe - - - 55,84 (CHy
8-OMe - 61,10 (CH,) - -
* valores intercambifveis

O carbono metilénico C,, geralmente, aparece no especiro de RMN-13C na
regifio de 65,1-66,8 5, enquanto que os carbonos metinicos sp? - Cgq € C,;54 - absorvem a
71,6-72,2 & e 43,5-45,3 8, respectivamente49.53. O carbono carbonilico C,, aparece como o
mais desprotegido no espectro, a 186,6-190,5 3. Esses sinais estavam presentes nos
espectros de RMN-13C das substéncias 1, 2 e 7 (E.3, E.6, E.21), ao passo que os carbonos
Cs Csar Ciog € Cyp, de S5 (E.15) apareciam a 64,01, 76,02, 6842 e 193,25 §,
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respectivamente, e essa desprotegio encontrada para os carbonos Cgg, C;04 € C,, & devida &
presenca de OH em C,,. Esses carbonos comp3em a jungfio dos anéis B e C de rotenides.

Através da comparagBio dos espectros obtidos para as substéncias 1, 2, 5e 7,
podemos constatar que o C, (sp>) no anel A absorvia na faixa de 105,9-107,0 & para as
substéncias 1, 2 e §, ao passo que para a 7 o C, aparecia a 110,61 5. Isso demonstrava que o
grupo OMe em C; na substéncia 7 causava uma desprotecio em torno de 4,0 5, mas para o
C, das substéncias acima referidas a presenca de diferentes substituintes oxigenados em C,
nfio provocou mudanga po deslocamento de C, (98,86-99,44 5). O C, mostrou-se muito
protegido por se encontrar orto a dois substituintes oxigenados. O carbono quaternario Cia

(sp?) de 1, 2 e 7 apresentou um sinal a 105,50 5, mostrando-se protegido devido aos efeitos
combinados orto e para dos substituintes oxigenados em C,, e C,, respectivamente. Para a
substéincia 3, o efeito ¢ menor devido 4 presenga de OH em C, 4.

Quanto aos sinais referentes aos carbonos sp? do anel D, observou-se que
para as substincias 1, 5 e 7 os carbonos C,, C, e C;; absorviam a, aproximadamente, 1002,
159,5 € 121,0 3, respectivamente, a0 passo que para a substincia 2 os carbonos Cg, C e C
absorviam a 148,55, 149,70 e 114,02 5. A desprotecfio encontrada para o Cy da substéncia 2
em torno de 48 3 ¢ explicada pela presenga do grupo OMe, grupo este que é também
responsavel pela protegio observada para os carbonos Coe Cyy, 9,5 € 7,0 8, respectivamente,
devido aos efeitos orto e para que o grupo OMe exerce sobre estes dois carbonos. Outro
carbono do anel D que também apresentou um efeito orto de protecio foi o Ciqde 2, em
torno de 10,0 5.

Os dados espectrais de RMN-13C das substancias 1 e 5 foram compativeis
aos apresentados na literatura?, ao passo que os das substéncias 2 e 7 est#io sendo relatados
pela primeira véz (s6 foram encontrados dados de RMN-'H em 60 MHz)55-56.

Os espectros de massa das substincias 1, 2, 5 e 7 (E.1, E4, E.13, E.19),
apresentaram os fragmentos mais significativos, oriundos do rearranjo do tipo Retro Diels-
Alder5? (esquema 3).
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T4+
RDA. |
_—
Ry
OR,
OR,
1: R =Ry = H, Ry+Ry = -CH,- : M* 336 (25) 1: m/z 176 (100%)
2:R = OMe, Ry = H, R;+R; = -CH,- : M* 366 (48) 2: miz 176 (100%)
5:R=H, Ry = OH, Ry+R3 = -CH,- : M* 352 (19) 5: miz 192 (100%)
7: R=R, = H, R, = Ry = CH3 : M* 352 (41) 7: miz 192 (100%)
P
Ot
R1 R‘l
OR3
OR,
1: mz 175 (55%) I miz 177 (12%)

2: miz 175 (63%)
5: miz 191 (63%)

ESQUEMA 3 - Fragmentag3es propostas para as substincias 1,2, 5e 7.

3-fenilcumarina 4

Das fragSes PFD-8 e PFD-9 obieve-se a substincia 4 na forma de cristais
amarelos, que apresentava uma fluorescéncia dourada quando observada sob a luz de

lampada U.V. a 366 nm.
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O seu espectro de RMN-'H (E.11) apresentava cinco singletos na regiio
aromdtica, para cinco prétons, além de dois singletos a 3,77 e 5,97 & referentes aos protons
dos grupos metoxila e metilenodioxi, respectivamente46.58, um dubleto a 7,70 5 (J = 2,19 Hz)
e um duplo dubleto a 6,83 5 (J = 2,19 e 1,0 Hz) caracteristicos dos prétons o e B do anel
furano42.

Os singletos a 7,49 ¢ 7,68 & foram assinalados para os protons H; e Hi,
estando para um em relaglio ao outro, dando ao anel furano uma fus#o do tipo linear com o
anel A. Este padriio de substituicio do anel A mostrou ser idéntico ao do anel D das
substdncias 1,5 e 7.

Os picos a 6,64 ¢ 6,90 5, singletos, eram indicativos de dois protons que nlio
se acoplavavam e aos quais atribuiu-se 0s protons H, e Hg do anel B, estando este anel
substituido nas posigbes 2', 4'e 5', 0 que explicava a falta de acoplamento em orfo ou meta.

Restava ainda no espectro de RMN-'H um singleto a 7,81 & e que foi
atribuido ao préton H, do anel C de uma 3-fenilcumarina42.

O espectro de RMN-13C (E.12) apresentou sinais para dois carbonos
quaterndrios sp? a 180,31 e 124,01 & e para um carbono metinico sp? a 142,54 . Esse
conjunto de sinais confirmava a presenga dos carbonos C,, C; ¢ C, do anel C de uma 3-
fenilcumarina“®. Esses e outros sinais estavam compativeis com os apresentados na literatura
para a pachyrhizina, substincia isolada anteriormente de Pachyrhizus32442 e
Neorautanenia®2.

3-fenilcumarina 9

A fraglio PFD-14.17 fornecen apds sucessivas purificagdes por C.C.P.
(eluig¥io continua com CHC1,/MeOH 2,5%) uma substéncia cristalina marrom 9, que sob huz
U.V. apresentava fluorescéncia dourada.
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O espectro de RMN-'H (E.26) apresentou cinco singletos para cinco protons
metinicos arométicos, praticamente sobreponiveis aos da substincia 4, conferindo a
substéncia 9 o esqueleto de outra 3-fenilcumarina, onde o préton H, aparecia a 7,86 8.

O que as diferenciava eram os substituintes do anel B. A presenca de trés
singletos a 3,82 & (3H), 3,88 & (3H) e 3,94 & (3H) indicou a presenga de trés grupos
metoxilas ligados as posiges 2', 4' e 5' do anel B.

A substincia 9 foi anteriormente isolada de P. fuberosus (sementes pretas)??.

Nos esquemas 4 e 5 estéo representados os principais fragmentos fornecidos pelos espectros
de massa para as substincias 4 e 9 (E. 10, E.25).
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MeO
Mt 336 (100%) miz 321 (10%)
l "'OCH3 l— coO

l-co
O o
Y o

m/z 265 (13%)

NSO+

)+
=7 O -CH, ' o)
) T LI

m/z 178 (7%) miz 153 (6%)

ESQUEMA 4 - Principais fragmentag8es propostas para a substincia 4.
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(®) (o) I+ 0. 0. (8]
+
OMe . OMe
MeO OMe OMe

M* 352 (69%) miz 337 (17%)
l-co

. OMe OMe
. H
ZE ! H
H OMe C,H, OMe

vz 194 (100%) miz 166 (50%)

[>cn,
O

M+ 352

OMe
+OMe
mz 178 (21%)

l\»co
/ﬁ%

+
m/z 151 (13%)

ESQUEMA 5 - Fragmentag8es propostas para a substéncia 9.
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Rotendides 6 e 10

Das fragBes PFD-13 e PFD-14.17, apds sucessivas purificagBes por CCP,
obteve-se os rotendides 6 e 10.

Os espectros de RMN-'H dessas substincias (E.17, E.28) apresentaram
sinais que indicavam a presenca do grupo isopropenildiidrofurano fundido ao anel D, que
apareciam na regifio alifatica do espectro: 2,93 € 3,29 § (Hy), 5,24 5 (Hy), 4,94 € 5,07 5 (H,7)
e 1,77 8 (Hg)*. Dois dubletos a 7,82 & (J = 8,0 Hz) € 6,53 5 (J = 8,0 Hz), foram atribuidos
aos protons em orto do anel D, H;, e H,,, da substincia 6, sendo que para os da substancia
10 apareciam a 7,84 § (J = 8,0 Hz) e 6,50 § (J = 8,0 Hz). A presenca de dois protons em orto
confirmava a fusfio do tipo angular entre o anel isopropenildiidrofuranoc e o anel D.

Ainda na regifio alifatica dos espectros de RMN-H observou-se a presenca
de dois singletos, integrag#io para trés protons cada, atribuidos 4s metoxilas em C,eC,do
anel A, que para a substincia 6 apareciam a 3,82 ¢ 3,73 5, a0 passo que para 10 ocorriam a
3,81e3,76 8.

Os sinais que caracterizaram a presenga dos protons pertencentes a junglo
dos anis B e C no espectro de RMN-!H de § apareciam a 4,18 & (d, J = 12,07 Hz), 4,61 &
(dd, J= 12,07 e 3,15 Hz), 4875 (m) e 3,84 5 (d, J = 40 Hz), e foram assinalados aos
protons Heay, Heeq, Hea € Hiyg, respectivamente. Para a substincia 10, esses sinais
apresentavam-se como multipletos a 4,55 8, com uma integraco para quatro protons. Este
conjunto de sinais indicou-nos a presenga de um grupo hidroxila em Ci2a, que alterou os
deslocamentos quimicos e o padriio de acoplamento dos prétons Heax, Heq € Hea- O proton
do grupo hidroxila também encontrava-se a 4,55 .

A presenca do grupo hidroxila em C,,, também alterou o deslocamento
quimico do préton H; da substincia 10, quando este foi comparado com o da substéncia 6.
Ele aparecia a 6,54 & para a substéncia 10 e 2 6,77 & para 6, o que indicava uma protecio em
torno de 0,23 3 para o proton H, de 10.
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R=H (Rotenona) R=H (Dolineona)

1
R=0H (12a-OH-Rotenona) 8:R=0H (12a-OH-Dolineona)

6:
10:

Ao compararmos as feigdes espectrais de RMN-TH dos dois grupos de
rotendides, observamos que para os prétons aromaticos do anel D a principal diferenca
residia no padriio de acoplamento, onde os rotendides 6 e 10 tinham os prétons H,, e H;,
acoplando-se em orto e apresentavam-se como dois dubletos, ao passo que os rotendides 1 e
S mostravam os protons H; e H;; sem se acoplarem e aparecendo como dois singletos.

Para os prétons que compdem a fusio dos anéis B e C nfio se verificou
difamgasmmmt&eqﬂoamdmlocammosqﬁmimsdmptém%,flseq,}gae
H;,4 dos rotentides 6 e 1, mas para os protons de 5 e de 10 observou-se diferencas
significativas tanto no deslocamentos quimicos como também nos acoplamentos (Tabela 6).

Tabela 6 - Deslocamentos quimicos (em ppm) dos prétons Hyy,y, Hgeq € Hga das substéncias

10eS.
H Substédncia 10 Substincia §
6ax 4,55 (m) 4,50 (dd, J=12,0e 2,0 Hz)
6eq 4,55 (m) 4,63 (dd, J=12,0 e 2,0 Hz)
6a 4,55 (m) 4,62 (sD

Quanto aos prétons pertencentes ao anel A, nfo se observou diferengas nos
deslocamentos quimicos dos prétons H; dos rotendides 6 e 1, 10 e 5. O mesmo se verificou

para o préton H, (Tabela 7).
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Tabela 7 - Deslocamentos quimicos (em ppm) dos prétons H; e H, dos rotendides 6, 1, 10 e

5.

Substincia 6 | Substincia]l | Substéncia 10 | Substéncia S
6,77 (s) 6,72 (8) 6,54 (s) 6,51 (8)
6,45 () 6,44 (s) 6,48 (3) 6,48 (3)

O espectro de RMN-13C de 6 (E.18) mostrou os sinais 31,28, 87,83, 143,02,
112,54 e 17,14 8 que caracterizavam a presenga dos carbonos C, Cyt, Cgt, Cpr € Cg' do anel
isopropenildiidrofurano®s. '

A presenga dos sinais a 66,91, 72,22, 188,90 e 44,61 5 confirmava a presenca
dos carbonos Cé> Cea> C12 € Cp29 que compSem a jungiio dos andis B e C da substincia 6.

As substincias 6 e 10 encontram-se bastante difindidas nas plantas da
subfamilia Papilionoideae, sendo encontradas nos géneros Derris, Lonchocarpus,
Mundulea, Neorautanenia, Pachyrhizus, Piscidia e Tephrosia®.

Os espectros de massas de 6 e 10 (E.16, E.27) apresentaram fragmentagSes
caracterisiticas, como so observadas no Esquema 6.

6: R = H, m'z 192 (100%)
10: R=0OH, miz208 (100%) 10: R =OH, miz 207 (36%)

6: R=H, M+ 302 (17%) 6: R = H, mz 191 (22%)

10: R=OH, M+ 410 (11%)
o

30
|

OMe

8:R=H miz 177 (11%)

ESQUEMA 6 - Principais fragmentag8es das substéncias 6 e 10.
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Isoflavanona 3

A substéncia foi isolada da fragio PFD-7 apos C.C.P. (eluigio continua por 1
hora com CH,CL)).

O seu espectro de RMN-'H (E.8) mosirou na regifio aromatica quatro sinais
singletosparaqnmuoprbtons,oqueindicavaaptmmqadeprbtonsquenﬁosewoplavam,
além de um dubleto a 7,56 5 (J = 2,27 Hz) e um duplo dubleto a 6,75 5 (T = 2,27 e 0,98 Hz)
au'ibuidosaosptbtonsHaeHﬁdoanelﬁnano.OsingletoaS,ZZSfoiassimladopamo
proton mais desprotegido da estrutura 3 por estar peri 4 carbonila’s.60 e a 7,08 & para o
préton H;. Portanto, o anel furano encontra-se fundido linearmente ao anel A.

Ossubsﬁhﬁntesdoamleoramidenﬁﬁcadoscomosendoosgmpos
metoxila e metilenodioxi através dos singletos a 3,74 & (3H) e a 591 & (2H),
respectivamente. Os singletos a 6,53 e 6,58 5 foram assinalados para os protons HyeHgdo
anelB.Esseconjmﬁodesinnisdeﬁniuasubsﬁhﬁgﬁodoscax‘bmosZ‘,4'e5'doanelB,que
se encontrava substituido pela metoxila e pelo metilenodioxi. _

O padriio de substituigio dos anéis A e B da substéncia 3 j4 havia sido
encontrado nas substincias 4 e 9.

O que definiu o tipo de esqueleto isoflavonoidico foram os sinais para os
prétons que comp8em o anel C, que se apresentavam com trés duplo dubletos a 4,48 5 (1H,
J=109e 5,6 Hz), 4,558 (1H,J= 11,7 ¢ 10,9 Hz) e 4,26 & (1H, J = 11,7 e 5,6 Hz). Este
grupo de sinais foiassinaladopamosptbtonsﬁmx,Hzequ3,respecﬁvamexne,deuma
isoflavanona42.61

MeO 0.

| )

3a

O espectro de RMN-13C (E.9) de 3 apresentou para o anel heterociclico os
sinais a 71,5, 48,27 e 192,07 & para um carbono oximetilénico (C)), um metinico sp3 (Cy) e
um carbonilico (C,)*2. Estes sinais sfio comparaveis aos do modelo 3a%, que estdo presentes
na Tabela 8.
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Tabela 8 - Deslocamentos quimicos (5) dos carbonos 2, 3 e 4 da substéncia 3 e do modelo

3a.
Carbono | Substincia 3 | Substéncia 3a
2 71,30 71,8
3 48,27 514
4 192,07 190,7

Tanto estes sinais como os encontrados para 0s outros carbonos de 3 estavam
compativeis com os apresentados para os carbonos de neotenona, uma isoflavanona que
ocorre nas espécies de Pachyrhizus?!-2442 e Neorautanenia®4.3542,

O espectro de massa (E.7) mostrou apenas um fragmento, além do pico

molecular.
O 1t -1+
A
RDA. >
0
MeO MeO C
3
M+ 338 (41%) miz 178 (100%)

Isoflavona 8

A fragdio PFD-13 apés purificagio por C.C.D. (eluigio continua por 4 horas
com CH,Cl,) forneceu a substincia 8, que se apresentou como cristais marrons.

OespecuoydeRMN-lHdeQ(E.B) mostrava na regifio aromética a presenca
de 5 sinais singletos com integragfio para 5 protons, o que nos indicou que o padrio da
substituiglo desta substéncia era igual ao das 3-fenilcumarinas 4 e 9 e da isoflavanona 3.

Dois singletos, um a 3,74 & (3H) e outro a 5,97 8 (2H), foram assinalados
para os protons dos grupos metoxila e metilenodioxi. O dubleto a 7,73 8 (J = 2,3 Hz) e 0
duplodubletoa6,928(J=2,3eO,97Hz)eramindicativosdapresen9adospr6tonsHae
Hg do anel furano.
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Os prétons Hy e Hy apresentaram seus sinais a 6,65 e 6,86 5. Para o proton
Hj foi assinalado o pico a 7,58 5. O sinal situado em campo mais baixo do espectro, a 8,54
8, foi atribuido ao préton H; por se encontrar peri a carbonila9.60,

A definiglio do tipo de esqueleto para o isoflavonéide 8 foi dada pelo sinal a
7,99 & (1H), singleto, caracteristico do préton H, de isoflavonas?6.62,

As substiincias 3 e 8 apresentaram-se com 0s mesmos substituintes nos anéis
A e B, diferindo-se apenas quanto ao estado de oxidaglio do anel C.

O anel heterociclico C de isoflavonas ¢ constituido de um carbono metinico
oxiolefinico (C,), carbono quaternario sp? (C;) e um carbono carbonilico (C,). Eles
absorvem geralmente entre 150,6-155,4, 122,0-126,1 e 174,2-181,2 , respectivamente, no
espectro de RMN-13C49.63-65,

O espectro de RMN-13C (E.24) de 8 apresentou os sinais a 154,75, 121,08 e
176,65 & que confirmaram a presenga dos carbonos C,, C; e C, do anel C de isoflavona.

Quando se comparou nos espectros de RMN-13C das substincias 3, 4 e 8 os
deslocamentos dos carbonos C,1, C, e Cy, observou-se que apareciam sempre em torno de
152,0, 148,0 e 142,0 5, respectivamente. Dentre estes trés carbonos quaternarios sp?, o Cy
foi 0 que mais se encontrava desprotegido por estar préximo & carbonila, enquanto que o Cy
era 0 mais protegido devido as presengas dos substituintes oxigenados em orto e para.

A regifo aromatica do espectro de 8 ainda mostrou sinais para quatro
carbonos metinicos sp2 a 95,49, 99,83, 111,28 & e 118,99 §, que foram atribuidos aos
carbonos Cy' Cg, Cyg € Cs. O carbono C; era o mais desprotegido por se encontrar peri 4
carbonila.

Os carbonos dos grupos metoxila e metilenodioxi apareciam a 55,88 e 101,40
8, enquanto que os do grupo furano absorviam a 147,45 § (C) e 107,05 & Cp).

A substincia 8 j4 havia sido encontrada em Pachyrhizus erosus21-22, ¢
conhecida como deidroneotenona, mas ainda nfo tem dados de RMN-13C relatados na
literatura.
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Isoflavena 11

O ultimo isoflavondide isolado de P. ferrugineus era o que tinha o menor
valor de Rf dentre os que se observou em uma placa de C.C.D.. Foi isolado da fragéo PFD-
19 apds sucessivas C.C.P. (eluigiio com CHCl,/ MeOH 2%). Apresentava-se puro na analise
qualitativa em C.C.D., mas os cristais amarelo-escuros mostraram-se impuros quando se
procedeu 4 leitura do seu ponto de fusdio.

A maioria dos isoflavonéides apresenta no espectro de U.V. dois méximos de
absorgio principais, um dos quais ocorre na regiio de 240-285 nm (banda II) e outro em
300-400 nm (banda I)*7. A banda I ¢ atribuida & conjugaglio existente no sistema cinamoila
da molécula (associada ao anel B) e a banda II ¢ atribuida ao sistema benzoila (associada ao
anel A). No caso de isoflavonas, n#io existe conjugagfio entre os dois sistemas aromaticos
(anéis A e B), o que justifica a presenga de absorgdes referentes somente 4 banda I, e que
aparece na faixa de 240-280 nm*’.

A substincia 11 apresentou no seu espectro de U.V. (E.30) absorgdes
méximas a 298,0 nm (4,12) e 237,5 nm (4,54) e foram atribuidas ds absor¢Ses da banda IT
de uma isoflavona.

O seu espectro de LV. (E.31) mostrou, entre outras, as seguintes absor¢es:
1636,0 cox”? (carbonila a, B, o, P' - insaturada), 1611,0 e 1524,7 (anel aromatico)s4.56,

O espectro de RMN-H de 11 (E.32) apresentou na regifio aromatica cinco
singletos referentes a cinco protons, além do dubleto a 7,74 8 (J = 2,3 Hz) e do duplo dubleto
26,92 8 (J = 2,3 e 0,93 Hz) atribuidos aos protons H, e Hg do anel furano.

O singleto a 8,05 & indicou a presenga do proton H, do anel C de isoflavona,
e os singletos a 7,59 e 8,56 & foram atribuidos aos protons H e Hi, respectivamente, e
confirmaram a fusio linear do anel furano com o anel A. Esses sinais eram praticamente
idénticos aos encontrados para a substéncia 8 e o modelo 11857 (tabela 9).

Os picos a 6,64 e 6,97 & foram assinalados para os protons Hy e Hyg,
confirmando para o anel B a substituicio nas posigdes 2', 4' e 5' por substituintes
oxigenados. A presenca dos singletos, agudos e intensos a 3,79 & (3H), 3,87 (3H) e 3,94 &
(3H) foi indicativo de trés metoxilas ligadas ao anel B.
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Tabela 9 - Deslocamentos quimicos dos protons (5) das substéncias 11 e 8 e do modelo 11a.

Proton Substincia 11 Substincia 8 Substincia 11a
2 8,05 (8) 7,99 (8) 7,94 (s)
5 8,56 (8) 8,54 (8) 8,55(s)
8 7,59 (s) 7,58 (8) 7,59 (sI)
3 6,64 (5) 6,65 (s) 6,73 (3)
6' 6,97 (s) 6,86 (5) 6,89 (s)

o | 7,74(d,J=23H2) | 7,73(@, =23 Hz) | 7.,75(d, I=2,5 Hz)
B 692(dd,J=23e¢ | 6,92(dd, J=23¢ | 6,90(dd,J=25¢

0,93 Hz) 0,93 Hz) 1,0 Hz)
OMe 3,94 (s) - 3,90 (s)
OMe 3,87 (s) - 3,90 (s)
OMe 3,79 (s) 3,74 (s) (Ac0) 2,13 (s)
1" - 5,97 (s) -

A anilise do espectro de RMIN-12C da substincia 11 (E.33) confirmou a
presenca do anel heterociclico C de isoflavona ao apresentar os sinais a 154.87, 120,96 ¢
177,06 & referentes aos carbonos C,, C,, e C49.63-65,

Os picos a 56,99, 56,68 ¢ 56,29 5 foram atribuidos as metoxilas ligadas aos
carbonos do anel B. Este conjunto de sinais definiu a diferenca que existia entre os espectros
de RMN-13C das substincias 11 e 8, que para os demais carbonos apresentaram sinais
praticamente sobreponiveis.

A isoflavona 11 estd sendo relatada pela primeira vez como um produto
natural, mas em 1965 foi sintetizada por Fukui e colaboradores®®. Dela s6 foram
apresentados os dados espectrais de U.V. e 1.V.. A isoflavanona correspondente (11b) foi
isolada de Neorautanenia amboensis3.
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Em P. ferrugineus as estruturas das 3-fenilcumarinas 4 e 9, da isoflavanona 3
e das isoflavonas 8 e 11 apresentaram um mesmo padriio de substitui¢io tanto para o anel A
camo para o anel B e diferenciando-se apenas quanto ao tipo de anel heterociclico C, que se
apresentou tanto sua forma oxidada (isoflavonas e 3-fenilcumarinas) como na forma
reduzida (isoflavanona).

Os espectros de massa das isoflavonas 8 e 11 (E.22 e E.29) apresenfaram o
ion molecular (M*-) com intensidade relativa de 100% e outras fragmentagdes que geraram
picos de baixa intensidade relativa, como o da perda do grupo 2'-OMe que deu origem ao ion
ox0nio, tipico de isoflavonas substituidas em C. por este grupos® (Esquema 7).
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MeQO
11:R, =R, = CH,: M* 352 (100%) 14: miz 321 (20%)
B:Ry + Ry = -CHyp-: M* 838 (100%) 8: m/z 305 (67%)
&L I i :i ofie o
- Me’
el
OMe %tﬂe
11: M+ 352 (100%) miz 337 (17%)

1.co

miz 309 (14%)

ESQUEMA 7 - Principais fragmentagdes propostas para as substincias 11 e 8.
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Avaliacio Fitoquimica de Pachyrhizus tuberosus (Lam.) Sprengel
Descricio da Planta

A espécie P. tuberosus é uma planta nativa das Américas Central e do Sul
(da bacia do rio Amazonas)!3.14,

E uma trepadeira herbacea, sendo a maior dentro do género, chegando a ter
acima de 10 m de extensdio, com raizes tuberosas. As vagens s#o as mais compridas dentre
todas as espécies (13-19 em x 0,14-0,23 cm), caules estriados, folhas parcialmente erigadas
e foliolos inteiros com contornos uniformes, flores grandes, azuis claras e brancas. Vagens
alongadas, erigadas a pilosas quando verdes e glabrosas quando maduras, as sementes sfo
arredondadas, apresentando-se nas cores pretas, vermelhas ou matizadas de preto e branco.
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Isolamento dos Constituintes das Sementes Vermelhas de Pachyrhizus
tuberosus

O extrato em CH,Cl, das sementes de P. tuberosus foi fracionado em coluna
cromatografica e apds purificacho por C.C.P. fomeceu oito subsiincias que foram
identificadas como isoflavonéides, tais como: um isoflaveno, quatro rotendides, uma
isoflavanona, uma 3-fenilcumarina e uma isoflavona.

Isoflaveno 12

Das sementes de P. tuberosus foram obtidas as substéncias 1,2, 3, 4, 6, 8, 10
e 12. A substéncia 12 ¢ inédita e estruturalmente relacionada 4 pachyrhizina (4). Foi obtida
da fragio PTV-6.7, apés a C.C.P. (eluiglo continua por uma hora com CHCl,), e ocorria
como um 6leo amarelo.

O espectro de U.V. (E.35) apresentou absor¢Ses maximas a 333,5 (3,95),
288.5 (3,45) e 240,8 (4,26) nm, que caracterizaram a presenga das bandas I (conjugagéo do
sistemna cinamoila) e II (conjugacio do sistema benzoila)4’.

O espectro de LV. (E.36) mostrou absorgBes a 1627,9, 1504,3, 1486, 1464,0
em?! (C=C), 1126,9 ecm™ (C-O-C), 908,7 cm™ (C=C-H). Este espectro indicava também a
auséncia da absorgéo para o grupo carbonila.

O espectro de RMN-1H (E.37) apresenton um singleto a 5,97 8 (1H), que
indicava um préton ligado a um carbono sp? fortemente desprotegido, além dos sinais a 3,69
5 (1H, dq, T= 7,5 Hz), 3,91 8 (1H, dq, = 7,5 Hz) e 1,16 5 (3H, t, J = 7,5 Hz) que faziam
parte de um padrio complexo do tipo ABX, e que pertenciam ao grupo etoxila’0. Os protons
metilénicos sfio diastereotdpicos, aparecendo com deslocamentos quimicos diferentes e
acoplando-se entre si e com os protons metilicos (Figura 1). O sinal a 5,97 & foi, portanto,
atribuido ao préton H,.
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Figura 1 - Espectro parcial de RMN-'H, representando a regido de 0,0-6,0 &.

A regilio aromitica do espectro de RMN-'H apresentou 5 singletos. O
espectro ainda apresentava sinais para os protons dos grupos metoxila a 3,79 §,
metilenodioxi a 5,97 & e do anel furano a 7,52 5 (d, J = 2,24 Hz) € 6,70 5 (dd, T= 2,24 € 1,3
Hz).

A subsifincia 12 era, portanto, um derivado da pachyrhizina (4), apresentando
um grupo etoxila ligado ao carbono C,. Abaixo estlio assinalados os protons do anel C das
substéncias 12 e 4 e do modelo 12a70.
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Quando se comparou os deslocamentos dos prétons H,, H; e H; da substincia
12 com os da pachyrhizina (4), observou-se que a redugio da carbonila produziu uma
protegdo para os referidos protons de 12 (tabela 10).

Tabela 10 - Delocamentos quimicos (em ppm) dos protons H,, H, e Hg das substincias 12 e

4.
Protons | Substincia Substincia 4
12
4 6,97 (s) 7,81 (s)
5 7,36 (s) 7,68 (s)
8 7,17 (8) 7,49 (8)

Os protons Hy e Hy do anel B de 12 apareceram a 6,58 e 6,92 5, nfo sofrendo
qualquer tipo de influéncia quanto a reduglio do anel C, quando seus deslocamentos
quimicos foram comparados aos da pachyrhizina (4).

Na literatura foi relatado o isolamento de um isoflavanol (12b) de
Neorautanenia amboensis?®®, que apresentava os mesmos substituintes que foram
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assinalados para os anéis A ¢ B de 12. Apés desidratagiio, formou o isoflaveno

correspondente (12¢) e dava para o préton H, o deslocamento quimico a 6,83 5, a0 passo que
o espectro de RMIN-'H de 12 apresentou para o préton H, o sinal a 6,97 5.

6835(s)” l-l'\deo

2b 12¢

O espectro de RMN-13C (E.38) confirmou a presenga do grupo etoxila ao
apresentar os sinais a 63,80 3 (CH,) e a 15,29 & (CH,). Para o carbono metinico sp? C, foi
atribuido o sinal a 97,52 8, tomando-se como modelo os deslocamentos quimicos do C, de
tetraidropiranos substituidos em 27!, confirmando assim a natureza "acetalica” do carbono
C,.

98,55

ls o2 or | \/ﬁs,.r;a
(J: A_B275
i 4

R C,®

CH, 99,9

CH, 985

isoC;H, 96,5

1CH, 94,1

O sinal a 118,76 3 para um carbono terci4rio sp? foi atribuido ao carbono C,.
Comparando-se o deslocamento quimico de C da substincia 12 com o da pachyrhizina (4),
que aparece a 142,0 8, observou-se que o carbono C, de 12 encontrava-se protegido em tomo
de 20 & e que isto se devia & auséncia da carbonila em C,.
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O deslocamento quimico do carbono C, de 12 a 119,10 5, ao ser comparado
com o da pachyrhizina (4) a 124,01 5, mostrou uma proteglio em torno de 5 5, ao contrario
do carbono C; que aparecia a 124,93 8 e que sofreu uma desproteglio em 5,2 5, quando se
comparou os deslocamentos de C das substéincias 12 e 4.

Outroefextodessatedug&ofoxobsmadonoscarbomsquatemﬁnos sp? C,
Cy e Cy, que absorviam a 147,87 §, 144, 47 e 141,52 5, estando protegidos em tomo de 48
quando se comparou esses deslocamentos com os da pachyrhizina (iabela 11).

O espectro de massas (E.34) apresentou para a substincia 12 o ion molecular
M* em m/z 366 (44%) e o pico base em m/z 321 (100%), referente & perda de 45 unidades
de massa e formando um fon ox8nio, muito estavel, que estabelecen a aromaticidade do anel

m/z 366 (44%) miz 321 (100%)

Isoflavenos sfio raramente encontrados na natureza, possivelmente por causa
de sua baixa estabilidade, somente uns poucos exemplos de ocoméncia natural séio
conhecidos?. Além de labeis, s#o compostos que apresentam alta reatividade, servindo de
intermedidrios na sintese de outras classes de isoflavonbides (3-fenilcumarinas,
pterocarpanos)*70.

Amusﬂadaoconénmaemplantasdodenvadoetomhdo(l}_)eaabmd&ncm
de pachyrhizina (4) no extrato das sementes vermelhas de P. tuberosus, faz-nos supor que 12
e 4 poderiam derivar-se de um intermediario biologicamente reduzido, o 2-hidroxi-3-
isoflaveno correspondente (12d). Infelizmente nfio detectamos tal "intermediario”, nem
pudemos obter a rotaglio dptica da substincia isolada, a fim de comprovar a procedéncia
como sendo natural e nZo um artefato.
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Tabela 11 - Deslocamentos quirnicos(8) observados no espectro de RMN-13C das

substincias 12 e 4.

Carbono | Substincia 12 | Subsiéncia 4
2 97,52 (CH) 180,31 (C=0)
3 119,10 (C) 124,01 (C)
4 118,76 (CH) 142,54 (CH)
5 124,93 (CH) | 119,65 (CH)
6 121,95 (C) 124,83 (O)
7 152,68 (C) 156,22 (C)
8 99,76 (CH) 99,45 (CH)

4a 118,88 (C) 116,20 (C)
8a 155,33 (O) 153,06 (C)
1 128,99 (C) 124,83 (C)
2 147,87 (C) 151,69 (C)
3 95,27 (CH) 95,44 (CH)
4' 144,47 (C) 148,85 (C)
5 141,52 (C) 141,31 (C)
6 109,13 (CH) 110,35 (CH)
o 144,47 (CH) | 146,81 (CH)
106,46 (CH) 106,39 (CH)
1" 101,38 (CH,) 101,50 (CH,)
2" 63,80 (CH) -
3" 15,29 (CH,) .
2-OMe | 56,60 (CHy) 56,78 (CH;)
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Avaliacdo Fitoquimica de Pachyrhizus ahkipa (Weed.) Parodi
Descriciéio da Planta

A espécie P. ahipa ¢é bastante cultivada na Bolivia e Peru.

E uma herbacea semi-ereta ou ereta, medindo 30-40 cm de altura, raizes
tuberosas na forma de cebolas, chegando a pesar 1,0 Kg, caules glabrosos, folhas glabrosas a
ligeiramente pilosas, foliolos ovalados, inteiros, flores com 17,0-19,0 cm de tamanho, azul-
violdceas a brancas. Vagens alongadas, duras com pélos brancos quando verde, glabrosas
com suleos longitudinais acentuados, (13,0-17,0 cm x 0,15-0,17 cm), sementes pretas ou
matizadas de branco e preto.
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Isolamento dos Constituintes das Sementes de Pachyrhizus ahipa

Do extrato em CH,Cl, das sementes de P. ahipa foram isolados, apos
fracionamento em C.C. e purificagio por C.C.P., nove substéncias a saber: uma chalcona,
cinco rotendides, uma isoflavanona, uma 3-fenilcumarina e uma isoflavona.

Chalcona 13

A analise do extrato em CH,Cl, detectou a presenga de 13, além de outras

A substincia 13, isolada das fragdes PAD-14 e PAD-15, apresentou-se na
forma de cristais vermelho-alaranjados que mesmo apés sucessivas tentativas de purificagiio
mostravam-se contaminados por um 6leo.

O espectro de U.V. (E.40) mostrou méximos de absorgiio a 230,5 (3,76),
262,5 (3,60) e 357,5 (3,68) nm, que indicaram o croméforo de uma chalcona, principalmente
virtude da absorg#io a 357,5 nm?7.

O espectro de LV. (E.41) apresentou absorg@o a 1627,0 em!, que sugeria a
presenga de uma carbonila a, o, B, P-insaturada quelada a uma hidroxila. Observou-se
ainda absorg8es a 1606,2 e 1513,7 cm-! (anel aromatico) e 1169,0 (C-O-C).

O espectro de RMN-'H (E.42) apresentou dois dubletos, a 7,47 § (1H, J =
15,4 Hz) e a 7,85 & (1H, J = 15,4 Hz), que foram atribuidos aos protons olefinicos trans do
sistema estirila de chalconas46.47.

O singleto a 13,88 & foi assinalado para o proton fortemente desprotegido de
uma hidroxila quelada 4 carbonila, que desapareceu apds adigio de D,O 4 amostra. A
posigdo deste substituinte foi atribuida ao Cr do anel A, devido 4 presenga de dois dubletos
2642 5 (1H, J = 8,5 Hz) e 7,73 8 (1H, J = 8,5 Hz), atribuidos aos prétons Hy e Hy,
respectivamente.

Quando existe um substituinte oxigenado na posigio 4' do anel B de um
flavonoide, observa-se no espectro de RMN-'H um padriio de dois dubletos, sendo que o
dubleto para os protons H; e Hy aparece a 6,5-7,1 5 (J = 8,0 Hz) e o dubleto para os protons
Hy e Hy aparece a 7,1-8,1 8 (J = 8,0 Hz), estando os prétons Hy e Hy protegidos pelo
oXigénio em or70%. Esta substituigdo em C, confere uma equivaléncia quimica tanto para os
protons Hy' € Hy como para os protons Hy e Hy.

Para a substincia 13, a regifio aromatica do espectro de RMN-!H apresentou
dois dubletos, para dois protons cada, a 7,57 & (J = 8,67 Hz) e a 6,88 5 (J = 8,58 Hz), que
foram atribuidos aos protons H, s e H, s do anel B da chalcona 13 (que apresentam
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numeragfio diferente de flavonas e isoflavonas para os anéis A e B). Este conjunto de sinais
indicava a presenca de substituinte oxigenado em C,.

Os singletos a 1,77 8 (3H) e 1,84 & (3H), juntamente com o dubleto a 3478
(2H, J = 7,32 Hz) e o multipleto a 5,30 § (1H) evidenciaram a presenga do grupo 7, ¥-
dimetilalila*> pa estrutura da substincia 13. Essa foi a tnica estrutura no género
Pachyrhizus a ter um derivado do isopreno na forma néio ciclizada.

3,48 &(d)~ 5308(m)

1,77 5 (s) 1,845 (s]

Para este substituinte tinha-se que definir em que posiglio do anel A ele se
encontrava, visto que o anel B estava substituido em C, por um substituinte oxigenado.
Considerando que j4 foi assinalada a presenca dos protons em orfo (Hy e Hy), e do préton
da hidroxila em ponte com a carbonila, restava a posiglo em Cy, visto que o carbono Cy
estava substituido por uma hidroxila. Os prétons das hidroxilas em C, e C apareciam como
singleto largo a 6,15 & (desaparecia apés adigfio de D,0 4 amostra).

O espectro de RMN-13C (E.43) apresentou o sinal para o carbono carbonilico
a 192,47 8, sendo atribuido 4 carbonila de uma chalcona, que geralmente ¢ encontrado na
faixa de 188,6-194,6 54849, Os sinais a 121,34 € 145.4 § indicaram a presenga dos carbonos
Co € Cp do sistema estirila de chalconas, que apresentam sinais para estes carbonos na
regido de 116,6-128,1 § e 136,2-1454 §, respectivamente’®4°. Estas atribuicdes para a
carbonila e carbonos Cq € Cp de chalcona vem confirmar os dados de U.V. e de RMN-1H
para este tipo de esqueleto.
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Os sinais a 116,19 e 130,70 & foram atribuidos a dois carbonos tercisrios sp?
cada, tendo em vista suas intensidades no espectro quando se comparou com as dos demais
sinais de carbonos metinicos sp2. Esses sinais foram atribuidos aos carbonos C, seCygdo
anel B. A presenga da hidroxila no carbono C, produziu nos carbonos C, e C uma proteglio
de 145 em relaglio aos carbonos C, e C,.

A posigio em que o grupo y,y-dimetilalila encontrava-se ligado, foi definida
pela presenca dos picos de baixa intensidade para trés carbonos quaternarios sp? a 161,80,
114,26 ¢ 164,15 8. Esses sinais eram indicativos da presenca do grupo alila entre os dois
substituintes oxigenados, os quais conferiamn uma proteg#io ao carbono em que este grupo
estava ligado, o que definiu para o carbono C; a substituiglio pelo y,y-dimetilalila e para os
carbonos C,r e C, a substituigio pelas hidroxilas.

A presenca dos sinais para os carbonos metinicos sp? a 107,91 e 129,41 §,
assinalados para os carbonos Cy e Cg, respectivamente, confirmaram o padriio de
substitui¢io do anel A de 13.

Os sinais a 21,82, 118,32, 130,06, 17,99 ¢ 25,88 & indicaram a presenga dos
carbonos C,», C,n, Cyn, C,n e Csn do grupo y,y-dimetilalila.

O espectro de massa (E.39) apreseniou o ifon molecular M* em m/z 324
(100%), além de outros fragmentos, como os que se originavam do rearranjo do tipo Retro
Diels-Alder, encontrados no esquema 8. |

A substincia 13 foi anteriormente encontrada em Cordoa piaca
(Lonchocarpus neuroscapha, Leguminosae) e em Psoralea corylifolia (Leguminosae), ¢
conhecida pelos nomes de 4-hidroxiisocordoina’ e isobavachalcona’. Desta estrutura s6
foram relatados os seus dados de RMN-H a 60 MHz.
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T+
H,
HO ? OH HO
[ T
R
o
mz 269 (25%) miz 324 (100%)
| T [
OH OH
CH, |
o o HO. o)
, RDA.
-C4H; - " C.\o
miz 204 (15%)
miz 269 (25%) oM,
+
H,C o
%o HO, o
H - -t
s Cso
m/z 189 (16%)
l \c:m
' H;
H,C
Ce=0
miz 149 (83%)

mz 161 (45%)

ESQUEMA B8 - Fragmentag3es propostas para a chalcona 13.
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Avaliacdo Fitoquimica de Packyrhizus tuberosus (Lam.) Sprengel
(Variedade Sementes Pretas)

Descricido da Planta

A espécie P. tuberosus, ja descrita anteriormente, pode ser dividida em trés
variedades, por conter sementes pretas, vermelhas e matizadas de preto e branco.
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Isolamento dos Constituintes das Sementes Pretas de Packyrhizus
tuberosus

A andlise comparativa entre 0 extrato em Et,0O de P. uberosus (sementes
pretas) e os extratos em CH,Cl, das outras trés espécies de Pachyrhizus feita por C.C.D.,
revelou-nos que © exirato etéreo apresentava uma substincia que se deslocava até quase o
"front" da placa anaslitica e que nfio havia sido detectada anteriormente. Através da
reinvestigachio do extrato etéreo de P. tuberosus (sementes pretas) isolamos a substancia 14
(fragfio PTE-3), que se apresentou como cristais vermelhos. O isoflaveno 12 também foi
isolado da fracio PTE-3.

2-Arilbenzofurano 14

O espectro de U.V. de 14 (E.45) apreseniou maximos de absorgio a 354,6
(3,50), 340,6 (3,53), 293,0 (3,06), 260,5 (3,28) e a 230,0 (3,49), evidenciando a presenca
das bandas II (conjugagio do sistema cinamoila) e I (conjugaciio do sistema benzoila).

O espectro de LV. (E.46) mostrou absorgBes a 1623,0, 1504,1 e 14980
(C=0), 1194,8, 1171,8 (C-O-C) e que evidenciava a auséncia do grupo carbonila.

O espectro de RMN-'H (E.47) indicou a presenca dos grupos metoxila e
metilenodioxi através dos singletos a 3,95 e a 5,99 5, além do anel furano que apresentou
sinais a 7,61 8 (d, J= 2,2 Hz) e 2 6,81 8 (dd, J = 2,2 e 1,01 Hz). Os sinais para um singleto a
7,65 & (1H) e um dubleto a 7,60 (1H, J = 0,8 Hz) assinalavam a fuso do tipo linear do anel
furano com o anel aromatico.

Os sinais para dois protons que n&o se acoplavam, apareciam a 6,69 5 (s) e a
7,55 5 (s).

Tinhamos, portanto, dois anéis aromaticos com os seguintes substituintes:

H H
O
MeO
H H
No espectro de RMN-'H foi também assinalada a presenga de um dubleto a
7,27 8 (1H, J = 0,8 Hz), indicando um préton que tinha um acoplamento a longa distncia,
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do tipo "W"30.54, com o préton a 7,60 8 (1H, J = 0,8 Hz). Este sinal foi atribuido ao préton do
anel heterociclico de 14 e que estava sendo detectado pela primeira vez neste trabalho.

A anslise do especiro de RMN-13C (E.48) revelou a auséncia de um pico de
baixa intensidade para um carbono quaternario sp? na regifio de 170,0-190,0, caracteristico
de carbono carbonilico de flavonoides e isoflavonéides48.49.

A presenga de dois sinais intensos para dois carbonos metinicos sp? a 106,56
e a 106,55 3, indicou-nos que a substincia 14 continha em sua estrutura dois carbonos Cp
de anel furano.

Essas evidéncias levaram-nos a propor para a substéncia 14 um esqueleto do
tipo benzodifurano, bastante incomum, sendo o primeiro a ser encontrado em plantas.

(benzo[1,2b:5 4b'ldifurano)

Através de levantamento na literatura encontrou-se como modelo o 2-
anlbenzofurano 14a, isolado de Krameria’™ (Krameriaceae) que apresentava além do préton
H;, um padrio de substituigio idéntico para o anel A (nestas estruturas a nomenclatura dos
anéis aroméaficos sfo diferentes).

(d, J=0,8 Hz) "_;\6,88 5(s)
7,606
H OMe
I 0
Il/ 1] OMe
~ n H7558(s)
7,28 8(d, J=0,8 Hz) 7248(d.J=1.0H)
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Ao se proceder 4 comparagiio entre os deslocamentos quimicos dos carbonos
de 14 com os das substincias 4 e 8 (tabela 12), pdde-se observar os efeitos provocados em
outros carbonos de 14 com a auséncia da carbonila no anel heterociclico C.

O carbono C, de 14, com um sinal a 111,07 5, teve uma protegfio em torno de
8,0 8, quando se comparou com os deslocamentos quimicos do carbono C; das substincias 4
e 8, que apareciam a 119,65 e 118,92 8, respectivamente. O efeito contrario ¢ encontrado
para o carbono quaternirio sp? C,, de 14, com sinal a 124,9 5, que sofreu uma desprotectio
em torno de 7,0 8 em relago ao carbono C,, de 4 € 8, que absorvia a 116,2 ¢ 117,9 5.

Outro carbono a sofrer uma protego em 6,5 8, foi 0 metinico sp? Cg, aparecia
a 104,69 5, enquanto que para as substincias 4 e 8 o carbono Cy apresentava-se a 110,35 e
111,28 8, respectivamente. Para o carbono quaternario sp? C,+ de 14, que aparecia a 112,65
8, a protegio foi da ordem de 12,19 5, com relagéio ao carbono C,+ de 4, que mostrava o sinal
a 124,84 8. A mesma proteglio sofria o carbono Cy' de 8. Isto pode ser explicado pela
auséncia da dupla ligagio em conjugagio com a carbonila em C, das substéncias 14 e §.

O espectro de massas (E.44) apresentou o fon molecular M* em m/z 308
(100%), tendo a substéncia 14, portanto, 28 unidades de massas a menos que a pachyrhizina
(@) e deidroneotenona (8) que tém o mesmo peso e formula moleculares (C, oH1,04, M*
336). O esquema 9 apresenta as propostas de fragmentaciio para a substéncia 14.
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Tabela 12 - Deslocamentos quimicos (5) observados nos espectros de RMN-13C das

substincias 14, 4 ¢ 8.
Carbono | Substincia 14 |  Substéncia 4 Substincia 8 |
2 152,91 (C) 180,31 (C=0) | 154,75 (CH)
3 * 106,56 (CH) | 124,01 (C) 121,08 (C)
4 111,07 (CH) 142,54 (CH) | 176,65 (C=0)
5 127,10 (C) 119,65(CH) | 118,99 (CH)
6 153,6 (C) 124,84 (C) 126,03 (C)
7 94,08 (CH) 156,22 (C) 157,29 (C)
8 - 99,45 (CH) 99,83 (CH)
I 112,65 (C) 124,84 (C) 112,80 (C)
2 152,51 (C) 151,69 (C) 153,00 (C)
3 95,2 (CH) 95,44 (C) 95,49 (CH)
L4 148,90 (C) 148,85 (C) 148,44 (©)
5 141,90 (C) 141,31 (C) 141,21 (C)
6' 104,69 (CH) 110,35 (CH) 111,28 (CH)
3a 124,90 (C) - -
4a - 116,20 (C) 117,92 (C)
7a 153,59 (C) - -
8a - 153,06 (C) 154,22 (C)
a 14521 (CH) | 146,81 (CH) | 14743 (CH)
b * 106,55 (CH) | 106,39 (CH) 107,05 (CH)
1" 101,72 (CHp) | 101,50 (CHp) | 101,40 (CHy)
2'-OMe | 56,47 (CH3) 56,78 (CH3) 56,88 (CH3)

* valores intercambidveis
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Me
/
o
> o >
("" - Me +4
m/z 308 (100%) mz 293 (76%)
l-co
0
o (o] °>
M2 —» miz 154 (17%) +

miz 265 (33%)

ESQUEMA 9 - FragmentagSes apresentadas pela substincia 14.

Uma grande variedade de estruturas com o esqueleto 2-arilbenzofurano é

encontrada na natureza e s¥o oriundos de irés rotas biossintéticas diferentes3.75.76:

1. Algumas estruturas sfo de origem bis-arilpropandide (s#io denominadas como
"neolignanas™)3.

2. Outros sfo oriundos de ciclizag#o oxidativa de hidroxi estilbenos (encontrados na familia
Moraceae)’’.

3. Estruturas derivadas de plantas leguminosas e se originam da perda de um atomo de
carbono de uma estrutura isoflavonoidica, na maioria das vezes ocorrem juntamente com
outros isoflavonoéides, tendo os mesmos substituintes nos anéis aromaticos A e B75.76

(Esquema 10).
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ESQUEMA 10 - Propostas biossintéticas de Dewick para a formacg#o de 2-arilbenzofurano.
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Avaliaciio Fitoquimica de Pachyrhizus panamensis Clausen
Descricio da Planta

A espécie P. panamensis ¢ encontrada na América Central, principalmente no
Canal do Panamé, norte da Colémbia e Equador (regiZo dos Andes).

Trepadeira herbacea, reconhecida por apresentar pélos brancos em todas as
partes da planta, 1,0 a 2,5 m de comprimento, raizes tuberosas alongadas, caule estriado,
folhas com pélos brancos nas faces superior e inferior, foliolos laterais obliquamente
ovalados, inteiros ou com dois l6bulos pouco profundos, flores grandes e azuis. Vagens
cobertas com pélos brancos (8-13 cm x 0,07-0,12 cm), sementes arredondadas, verde-olivas.
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Isolamento dos Constituintes de Packyrhizus panamensis

Do extrato em CH,Cl, das sementes de P. panamensis, apés fracionamento
em C.C. e purificaglio por C.C.P., foram isolados e identificados dez isoflavondides: cinco
rotendides, uma 3-fenilcumarina, uma isoflavanona e trés isoflavonas.

As substincias 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 11, 15 e 16 foram obtidas de P.
panamensis, sendo que 15 e 16 nlio estavam presentes nos outros extratos j4 analisados.

Rotenéide 15

A substéincia 15, encontrada na fragio PPD-4.5, ocorria junto com a 12a-
hidroxirotenona (10) e mesmo apos sucessivas tentativas de purificagio por C.C.P. em
diferentes sistemas de solventes, continuava em mistura.

A anilise do espectro de RMN-1H (E.49) indicou-nos a presenca de um
rotendide que tinha como substituinies o anel furano fundido linearmente ao anel D e dois
grupos metoxilas ligados ao anel A. Através da comparaglio feita entre o espectro de 15 e o
da erosona (7) (E.20) observou-se que ambos apresentavam sinais sobreponiveis para os
prétons do anel furano e para os do anel D. Na tabela 13 estfio assinalados os deslocamentos
quimicos dos prétons que compdem os anéis A, D e furano dos rotentdides 15 e 7.

Tabela 13 - Deslocamentos quimicos (5) dos protons H;, H,, H,, Hy,HyeHpdelSel

H | Substancia 15 Substéncia 7

1 {6,55(s) 6,77 (5)

4 16,52(s) 6,49 (s)

8 |7,03() 7,07 (5)

11 | 821 (s) 8,23 (s)

o |7,56(d,J=23Hz) 7,55 (d, J = 2,2 Hz)
B_1675(dd,J=23¢0,93 Hz) | 6,74 (dd,J=2,2e1,0Hz) ]

O que diferenciava esses dois rotentides era a presenca da hidroxila no
carbono C,,4, que alierava os deslocamentos quimicos e padrSes de acoplamento dos
protons do sistema B/C. Na regifio alifatica do espectro encontrava-se um conjunto de sinais
semelhante ao do espectro do rotenéide 10 (E.28), com infegragiio para 8 protons, a 4,50 5.
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Tratava-se dos prétons H, e Hgy que faziam parte da jungo dos anéis B e C dos rotendides
10 e 15, além dos prétons das hidroxilas.

OMe
135

A substfincia 15 foi reconhecida como 12a-hidréxierosona e ja havia sido
isolada de P. erosus??, Foi o sétimo rotenoide isolado de Pachyrhizus neste trabalho.

O espectro de CG/EM da amostra PPD-4.5 (E.50) confirmou a presenga dos
rotendides 10 e 15, que apresentavam os picos moleculares M* em m/z 410 e 368,
respectivamente. O pico base a m/z 208 era comum aos dois.

7"
RDA.
———-.. Ho
OMe
OMe
m/z 208 (100%)

Isoflavona 16

Da fragio PPD-8.9, ap6s purificagio por C.C.P. (eluigio continua por 4 horas
em CHCI,), foi isolada a substéincia 16 como um cristal amarelo-escuro.

O espectro de RMN-1H (E.52) indicou-nos & presenga de uma isoflavona
muito "simples”, que tinha 4 grupos metoxilas como substituintes, os quais apresentavam
para os seus protons quatro singletos, agudos e intensos, a 3,93, 3,92, 3,86 e 3,78 &. Essa
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isoflavona mostrou-se diferente das outras substéncias isoladas de Pachyrhizus, por nio
conter um substituinte derivado do grupo ¥,y-dimetilalila (tanto na forma ciclizada como na
forma de cadeia aberta) ligado aos anéis aromaticos de sua estrutura.

Essa substincia foi anteriormente isolada de Calopogonium muconoides’ e
de Amorpha fruticosa®?, e seus dados de RMN-'H sfio praticamente sobreponiveis aos
apresentados na literatura. E conhecida como 7,2' 4',5'-tetramet6xiisoflavona.

O espectro de massa (E.51) apreseniou o ion molecular M+ em m/z 342
(100%), além de outras fragmentagSes (Esquema 11).

MeQ o
OMe OMe OMe
ot -~ + OMe _(.).Me OM
- - + o
. Moo 5 OMe Obe miz 311 27%)
miz 342 (100%)
4
MeO M
%orm
-Me
OMBO OMe MeO OMe
miz 327 (15%)

ESQUEMA 11 - Principais fragmentaces apresentadas pela substéncia 16.
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IV - ANALISE QUANTITATIVA DOS COMPONENTES DOS EXTRATOS DAS
SEMEINTES DE PACHYRHIZUS:

Desenvolvimento do Método e Otimizacio

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa’® foi
utilizada para quantificar os compostos de duas espécies de Pachyrhizus.

O cromat6grafo utilizado foi o da Varian, modelo 9010, dotado com coluna
300 x 4,0 mm, revestida com particulas MCH-10pm.

A escolha da fase moével foi feita através de testes, em que se usou
primeiramente a mistura MeOH/H,O, porém observou-se a formagio de gases e nfio foi
possivel degaseifica-la, mesmo ap6s o uso de ultra-som. Isso causou uma grande
instabilidade da linha de base, impossibilitando o uso dessa mistura (Figura 2). Tendo em
vista essa dificuldade, mudou-se a composi¢dio da mistura para MeCN/H,0, obtendo-se
entfio cromatogramas com methor resolugio para o extrato de P. ferrugineus.

Abaixo estlio listados as diferentes concentragBes usadas na composigfio da
mistura MeCN/H,O (tabela 14).

Tabela 14 - Concentragdes de MeCN e H,0 utilizadas na obtenc¢éio dos cromatogramas

%MeCN % HO Figura
60 40 3
55 45 3
52 48 3
50 50 4
48 52 4
45 55 5
40 60 6

Com o aumento da polaridade da fase movel observou-se uma melhor
resolugdo, sem grandes perdas na eficiéncia, até chegar a concentragio de MeCN/H,0O
(45:55) (figura 5). A figura 6 apresentou picos largos, ou seja, diminuiu a eficiéncia.

Observou-se também que o pico 4 da figura 3 escondia uma sobreposi¢éio de

picos, quando se comparou a figura 3 com a figura 5. Mas, com o aumento progressivo da
polaridade da fase mével, obteve-se a separagio dos picos, sendo que sob as condigSes da
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figura 5 o pico 4 esta separado, permitindo sua quantificagio. O pico 3 ficou separado de 3'
sob as condi¢Ses apresentadas na figura 3.

Portanto, a condichio analitica que den uma melhor separaclio, com boa
resoluclio, para o extrato de Pachyrhizus jferrugineus foi a fase mével composta por
MeCN/H,0 (45:55), eluida isocraticamente, e um fluxo de 1,5 ml/min  Apenas o pico 3 foi
quantificado nas mwmascondi;:ﬁesencontmdasmﬁgm3(MeCN/HQO (55:45)).

Para o extrato de P. ahipa foramn utilizadas as mesmas condigSes adotadas na
obtencio dos cromatogramas de P. ferrugineus. Os cromatogramas obtidos assemelhavam-
se aos encontrados nas figuras 3 e 5, visto que esses exiratos apresentavam alguns
compostos em comum.

Anailise Qualitativa

Através da comparaclio dos tempos de retenglio dos picos de cada padriio,
pdde-se identifica-los nos cromatogramas dos extratos. Para os que induziam a incertezas,
féz-se as co-injegBes de extratos e padrio, identificando-os pelo aumento da area absoluta
(figura 7).

Abaixo estfio relacionadas as identificagBes dos picos assinalados nos
cromatogramas dos extratos. '

- Pico Padr#io
1 dolineona
1 12a-OH-dolineona
2 €70S0Ona
3 | pachyrhizona
3 desidroneotenona
4 pachyrhizina
5 rotenona
6 neotenona

Os padrdes dolineona e 12a-OH-dolineona apresentaram tempos de retenclo
muito préoximos (= 107). Observando os cromatogramas dos extratos, o pico 1 que
corresponde aos dois padres mostrava uma assimettia,indicandosobteposigiodepicos.
Mesmo apés o aumento da polaridade da fase moével (MeCN/H,O (40:60)), esses picos
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continuaram sobrepostos. Isso também pdde ser observado na figura 6 o que impossibilitou
a quantificaglio dos dois padrSes nessas condiges analiticas.

Analise Quantitativa

Utilizou-se 0 método do "Padriio Externo", onde conceniragBes conhecidas
dos padrBes foram injetadas e através da respostia do detector (por exemplo, érea do pico)
foram construidas as curvas de calibrag#io’. Calculou-se ent#io a concentrag¥o desconhecida
de cada padréio presente no extrato através dessas curvas de calibragéio.

Uma maior reprodutibilidade foi obtida com o uso do injetor em "loop”, onde
volumes conhecidos e constantes foram injetados.

Para a quantificagio de um determinado padriio, utilizou-se o cromatograma
do extrato obtido nas mesmas condigBes (internas e externas) que foram obtidas as
curvas de calibracfo80.

a) Curvas de Calibragio

As curvas de calibragfio foram obtidas de forma que as concentragBes fossem
calculadas por interpolaglio e nfio por extrapolagsio, devido ao fato que a primeira é mais
confiavel. HA duas razSes basicas: 19) A melhor precisio de uma regress#io linear é no ponto
médio dos dados de uma calibragdio. "Movendo-se” acima ou abaixo dos limites dos dados,
as incertezas das estimativas tornam-se maiores. 29) A suposicio de que a relaglio é
verdadeiramente linear pode ser valida somente em certos limites, devido a, por exemplo,
nio linearidade do detector.

As equagdes da reta para as curvas de calibragio dos padrdes foram obtidas

y=a+bx
onde y = area absoluta dos picos fornecidos pelo integrador
X = concentragio do padriio (mg da amostra/ml de solvente)

Os padrdes eliidos em fase moével composta por MeCN/H,O (45:55)
apresentaram as seguintes equagSes da reta (tabela 15):
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Tabela 15 - Relaglio das equagdes da reta obtidas a partir das curvas de calibraglio dos

padrées.

I Padriio Equacg#o da reta Figura

| rotenona (6) y=-3,0616 EO4 + 4,6523617 E06 x 8
pachyrhizina (4) y=-6,2174029 E04 + 1,1756472 E07x | 8
12a-OH-dolineona (5) | y = 1,3105 E04 +1,792425 E07 x 9
nectenona (3) y=2,9835971 E04 + 1,0510978 E07x | 9
erosona (7) y=12846144 E04 +2,1537042E07x | 10
dolineona (1) v = -2,069 E03 + 2,3204 E06 X 10
deidroneotenona (8) |y =-7,5624286 E04 + 82118571 B06x | 11

Para o padriio ehiido em fase mével composta por MeCN/H,O (55:45), foi
obtida a seguinte equacfio:

Padrio | Equagiio da reta Fi
pachyrhizona l y=-0,5693876 B02 + 52025224 E06x | 11

b) Quantificacdo dos Constituintes nos Extratos

Através das curvas de calibracio dos padrdes e os cromatogramas dos
extratos obtidos nas mesmas condi¢des externas e internas do equipamento, calculou-se as
concentracSes dos padrBes nos extratos estudados (tabela 16).

Tabela 16 - Quantificaglio das substéncias presentes nos extratos de duas espécies de

Pachyrhizus.
Substéncias (mg/g de sementes)
Espécies 2 3 4 [ 71 8
P. ahipa (Weed) Parodi 16,87 | 2,08 | 13,80 j 11,77 | 3,10 | 9,62
P. ferrugineus (Pipes) Sorensen | 16,90 | 0,67 | 5,12 | 5,28 | 2,08 | 588
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Nesta avaliacio, a pachyrhizona (2) mostrou ser o constituinte mais
abundante nos dois extratos.
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V - CONCLUSOES

A avaliagio fitoquimica dos extratos em CH,Cl, das sementes de P.
Jerrugineus, P. ahipa, P. panamensis, P. tuberosus (sementes vermethas) e da fragfio apolar
do extrato em Et,O de P. tuberosus (sementes pretas), levou ao isolamento de sete
rotendides, duas 3-fenilcumarinas, uma isoflavanona, trés isoflavonas, um isoflaveno, um 2-
arilbenzofurano e uma chalcona.

A identificagio dos isoflavontides foi feita através da analise dos espectros de
U.V,LV.,RMN-"He RMN-13C.

Constatou-se que, de fato, todas as espécies de Pachyrhizus continham
rotentides em suas sementes, sendo que os rotenbides 1, 2, 6 e 10 estavam presentes em
todos os extratos obtidos em CH,CL,.

Através de levantamento bibliogrifico, observou-se que os isoflavonsides 3, 4
e 8 sfio encontrados em diversas espécies de Neorautanenia e em Pachyrhizus erosus, além
de sua ocorréncia em todas as espécies estudadas no presente trabalho.

As substincias 12 e 14 nfo foram relatadas na literatura, enquanto que 11 s6
foi citada na literatura como um produto de sintese, portanto, ¢ inédita como produto natural.

E interessante ressaltar que o flavondide 13 ocorreu em Pachyrhizus ahipa,
como também nos géneros Cordia e Psoralea (ambos pertencentes a familia Leguminosae).
O isoflavondide 16 além de ocorrer em Pachyrhizus panamensis, também foi encontrado em
Calopogonium e Amorpha (Leguminosae).

O género Pachyrhizus encontra-se corretamente localizado dentro da familia
Leguminosae, com sua posi¢lio na sub-tribo Diocleinae bem definida por Sorensen.
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I-INTRODUCAO

A classe dos isoflavonbides destaca-se por possuir substAncias com
propriedades biologicas bastante diversificadas, algumas dessas sfio caracteristicas de certos
compostos!. Algumas isoflavonas sfio estrogenos fracos, passiveis de serem convertidas a
substincias mais ativas no organismo animal, podendo-se citar o exemplo classico do equol
(ID). Ele ¢ o principal produto de metabolizaciio da formometina (70) (presente no trevo
Trifolium subterraneum, leguminosa)? no organismo animal, interferindo no ciclo estral das
ovelhas que se alimentam desta planta.

HO (o)
O
OMe
10 i)

A rotenona 6, um isoflavondide presente nas raizes de certas espécies de
Derris e afins, possui atividade inseticida e, junto com outros rotendides, apresenta agfio
ictiotéxicad4, ‘ 4 :
Isoflavonéides do tipo cumestrol (72), isolado de Medicago sativa (alfafa)?,
tém-se mostrado mais ativos que as proprias isoflavonas e também sfo encontrados em

Leguminosae. Apresentam forte atividade estrogénica, o que pode provocar problemas na
pecudria.

Um considerdvel nimero de pterocarpanos e isoflavanas, bem como
isoflavonas e isoflavononas - especialmente as que contém substituintes prenilados - sfo
extremamente téxicas a fungos saprofiticos e fitopatogénicos, causando inibicio 4
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germinac#io de esporos, elongamento do tubo germinal ou ao crescimento das hifas!. A
exposi¢o a isoflavonsides como a kievitona (73) e phaseolidina (@4) tem efeito sobre as
hifas, como a interrupglio rapida da corrente citoplasmética, desenvolvimento de vactolos e
grinulos no citoplasma, o que acarretara na perda de peso seco e marcantes efeitos sobre a
respiracio endogena e exdgena. Todas essas anomalias vio ocorrer devido a exposi¢io dos
fungos a determinados isoflavondides, que levarfio a danos severos as membranas desses
fungos!.

HO O
HO O
o)
OH O
HO OH
74

73

Como j4 foi mencionado anteriormente, a maioria das plantas leguminosas
produzem "fitoalexinas" (isoflavondides do tipo "induzido") como defesa contra invasfio de
fungos e de outros inimigos bi6ticos ou abi6ticos. Essas substincias tém importante papel na
prevencdio a colonizagic de fungos em plantas leguminosas.

Além da aglio sobre fungos, tém-se observado que alguns isoflavonodides sio
toxicos as células de leveduras, enquanto que outros tém atividade antibacteriana ou
nematostatica, como ¢ o caso do pterocarpano glyceolina (75)!. A pulverizagio com
analogos sintéticos de vignafurana (76), uma fitoalexina com estrutura 2-anlbenzofurnica,
apresentou resultados animadores, particularmente contra o fungo da ferrugem da folha do
feijdo - o Uromyces viciae-fabae'.
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OMe

MeO O

OMe

OH

75 - 76

Entre os efeitos fisiolégicos exercidos pelas cumarinas estdo a
hepatotoxicidade aguda e carcinogenicidade de certas aflatoxinas (como AFB,, 77), a aclio
anticoagulante de dicumarol (78), a atividade antibittica de novobiocina (79) e o efeito
fotossensibilizante sobre a pele de furanocumarinas lineares (como o psoraleno (80))5.

o ©0
OMe OH OH
a4 78 80

Com relagdo as 3-fenilcumarinas, uma série delas, incluindo éteres e
derivados da cadeia lateral de alta lipofilicidade, foi sintetizada e avaliada "in vitro" e "in
vivo" quanto & atividade fungicida$. Foram utilizados fungos fitopatogénicos importantes, de
diferentes classes taxon8micas (Colletotrichum, Botritys, Phytophthora, Uromyces).

Os resultados indicaram que o aumento da lipofilicidade tinha efeito negativo,
diminuindo a ago fungicida e que a OH livre era indispensével para a atividade biolégica.
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Ry Ro

Outro trabalho sobre avaliagio biolégica de 3-fenilcumarinas foi
desenvolvido, envolvendo a atividade bactericida de 3-femlcumarinas’, duas delas isoladas
de Pachyrhizus tuberosus (sementes pretas) - a4 e a9 - e uma que foi sintetizada, sendo
representada pela estrutura 818. O que se constatou foi que a substincia 9 apresentou uma
agdo mais potente contra varios tipos de bactérias, como: Escherichia, Salmonella,
Enterobacter, Bacillus e Staphylococcus?.

As 3-fenilcumarinas s#o isoflavondides que tém um alto grau de oxidaco.
Estruturalmente, o micleo benzopirona pode ser considerado como um derivado do acido 2'-
hidréxicindmico, formado pela lactonizag#io das fing8es carboxila e 2'-hidréxis. Como tal, o
nucleo da cumarina ¢ de origem fenilpropanéide, tendo o anel benzénico (Cp) ligado 4 cadeia
lateral (C,).

N o._ 0O
mow mcw
OH

Oglic

—

L
"

Mas, as 3-fenilcumarinas sfo a tmicas que apresentam o nicleo benzopirona
derivado de 2 caminhos biossintéticos - via shikimato/chorismato e via policetidica’.
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A sintese total de inimeras cumarinas naturais tem demonstrado que a etapa-
chave, em muitos casos, ¢ a da formaglio do anel pirona. Em algumas sinteses em que se
requer a presenca de substituintes fendlicos nos anéis aromaticos A e B, estes sfo
introduzidos nos anéis antes da formaclio do anel pirona. Em outros casos, o micleo
cumarinico é formado primeiro, seguido pelas etapas de oxigenagsio, C- ou O- alquilagio e
criaclo de anéis adicionais.

Formag#o do anel pirona

Novas abordagens foram adotadas para a formagio do anel pirona, desde que
a sua sintese foi desenvolvida por Perkin em 1868. Agora parte-se de fenéis adequadamente
substituidos e o tipo de substituinte do anel pirona da cumarina a ser sintetizada, determina o
tipo de reagente necessdrio para a condensagdo e, também, o tipo de grupo acila a ser
introduzido orto 4 OH fenélica para facilitar a formag#io do anel pirona’.

Anel pirona n#o substituido

Na reaglio classica de Perkin, o o-hidroxibenzaldeido (82) ¢ aquecido com
anidrido acético e acetato de sédio, a 180 °C. O ion aceiato gera um enolato (a partir do
anidrido acético), que adiciona 4 carbonila aldeidica e é "trapeado” como acetato. A reagio
produz a cumarina 83 e o 4cido o-acetéxicindmico 84, apds eliminagdo de acido acético
(Esquemna 1).
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CHO _ A0
T AcONa
oH

180°C

OAc

84

ESQUEMA 1 - Rota sintética desenvolvida por Perkin.

As duas principais dificuldades encontradas no método de Perkin estfio na
preparagéo dos o-hidréxibenzaldeidos adequadamente substituidos e os baixos rendimentos
observados em alguns casos.

Um método mais suave, em duas etapas, envolve a condensagdo do o-
hidroxibenzaldeido 85 com o 4cido mal6nico, em presenga de piridina e anilina &
temperatura ambiente. A cumarina 86 obtida com bom rendimento, é entfo descarboxiladas
(Esquema 2).

HO. o CHO
1. NaHSO,
cH,(co,H), KOH
oM Py, PhNH, PhNH,
8

ESQUEMA 2 - Rota sintética proposta para diidrofuranocumarina 87.

Os aldeidos usados nessas sinteses s#io obtidos a partir da formilag#o dos

fenois correspondentes, utilizando-se o método de Gatterman (Zn(CN)/AICL,)® ou de
Vielsmeier (DMF/POCL)Y.
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3-fenilcumarinas

Na sintese de pachyrhizina (4) foram empregados o aldeido 5-formil-6-
hidréxicumarano (88) e o 4cido 2-metdxi-4,5-metilenodioxifenilacético (89), que foram
condensados na presenga de piperidina fornecendo a diidropachyrhizina 90. Desta, apos
deidrogenagiio pela N-bromosuccinimida/dimetilamina, originou a pachyrhizina (4)!¢
(Esquema 3).

0 OH + OMe Piperidina
( —
H COH

ESQUEMA 3 - Rota sintética para a obtenglio de pachyrhizina @.

Outra rota para se obter 3-fenilcumarinas foi utilizada por Buu-Hoi et al.!l,
que consistia na condensagfio de 2-metéxibenzaldeido (91) e fenilacetonitrilas 92, para dar
acrilonitrilas 93, seguida de demetilagio e ciclizagio em presenca de piridina e acido
cloridrico, originando a 3-fenilcumarina 94 (Esquema 4).
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ESQUEMA 4 - Proposta de sintese para 3-fenilcumarinas substituidas no anel B.

Esse método foi adotado para obter 3-fenilcumarinas substituidas nos anéis A
e B por varios grupos fenblicos, as quais apresentam interesse farmacologico como
espasmolitico.

Na reagio de Perkin-Oglialoro® utilizou-se a condensacio do tipo
Knoevenagel entre o 2,4-diidréxibenzaldeido (95) e o 4cido 2-hidroxi-4-metoxifenilacético
(96), em presenca de anidrido acético e acetato de potassio, obtendo-se apds deacilacio por
NH,/EtOH, a 2',7-dihidroxi-4"-metoxicumarina (97) (Esquema 5).

OH OH 4 Ac,0,KOAc NP
H T coH 2 NHs, EIOH
o

25 2% 97

ESQUEMA 5 - Reaglio de condensagiio do tipo Knoevenagel.

Um procedimento alternativo foi utilizado por Walter et al.!2, ao usar o o-
hidréxibenzaldeido (82) e a benzofuran-2-ona (98) em presenga de trietilamina, que resultou
na cumarina 100 (Esquema 6).
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OG- 50— ™

82 28

70°C

70°C

ELN lEt3N

ESQUEMA 6 - Reago de condensagio entre benzofuranona e o o-hidréxibenzaldeido.

A condensagio de Kostanecki catalizada por base!3 ¢ usada na reacio entre o
cloreto de fenacetila (101) com vérios o-hidréxibenzaldeidos substituidos 102, em presenga
de carbonato de potassio em acetona, fornecendo 3-fenilcumarinas com o anel A substituido

103. Esta rota sintética n¥o ¢ aplicada para a obtencfio de 3-fenilcumarinas com o anel B
substituido (Esquema 7).

o
CHCY . R H oo, R OTO R o.__.0
ci
9 A
101 102

103

ESQUEMA 7 - Rota sintética para obtengo de 3-fenilcumarina com anel A substituido.

Uma rota de sintese pouco utilizada ¢ a que emprega 4cidos o-cinfmico
halogenados 104, os quais sfo tratados com amideto de potdssio em am6nia liquida?4. Tanto
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os isdmeros cis como frans dio os mesmos produtos, que provalvemente passam por um
intermediério tipo benzino, resultando nas 3-fenilcumarinas 105 (Esquema 8).

Cl
R
COo,H
KNH,
——
NH;
104 e 10 Re

ESQUEMA 8 - Obtengfo de 3-fenilcumarinas a partir de 4cidos o-cinimicos halogenados.

Dois derivados de isoflav-3-enos sfo muito uteis como intermediarios na
sintese de outros i1soflavondides.

1. A reagdo entre N-estirilmorfolina (106) e o o-hidroxibenzaldeido (82) passa pelo
intermedidrio enamima 107, que pode ser reduzido 4 isoflavana 108 ou oxidado & 3-
fenilcumarina 109'5 (Esquema 9).

108

ESQUEMA 9 - Rota sintética para obteng#o de 3-fenilcumarinas a partir de derivados de
isoflav-3-enos.
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Condensaglio de o-hidroxibenzaldeidos 110 com fenilacetaldeidos 111, gerados no local
da reaglio a partir de sal de arilglicidato 112, que fornece, dependendo das condigBes
empregadas, 2,4-dihidroxiisoflavanas 113 ou 2-hidroxiisoflavenos 1146, Os 2-
hidroxiisoflavenos s#io intermediarios valiosos, capazes de serem convertidos a
isoflavanas 1185, isoflavenos 116, 2-hidréxiisoflavanas 117, 3-fenilcumarinas 105 ou fon
flavilium 118. No esquema 10 estéio as sequéncias reacionais que levam a formagio de
diferentes isoflavonéides com substituintes oxigenados nos anéis A e B.

OH HO 2
+ -
H midazol KO,C
MeOH - H,0
R
1

2 R
110 m 112
Imidazol DMSOaaq.
MeoH aq, A aq
H/Pd/C
AcOH
OH
R; R
113 114 R 145 2
HJPA/C, —
AcOEt N(Me);.BH,
AcOH
O._ _OH R o
DDQ * #
117 Re 116 R,
R o__0O
105 Re

ESQUEMA 10 - 2-hidréxiisoflavenos como intermedirios para a sintese de outros
1soflavonoides.
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II - OBJETIVOS

Um pequeno nimero de 3-fenilcumarinas é encontrado na natureza, em
particular na familia Leguminosael?. Interessou-nos desde o inicio do nosso trabatho
obtermos maiores quantidades e mais variedades estruturais destes compostos via sintese, a
fim de submeté-los a ensaios bioldgicos utilizando-se fungos e bactérias fitopatogénicos
visando a proteg#o de plantas.

A proposta de sintese da 3-fenilcumarina 9 (que anteriormente j4 havia
apresentado agdo potente na inibic#o do crescimento de bactérias) e do seu derivado
reduzido, foi baseada no trabalho desenvolvido por Liepalé. Por esta rota sintética seriam
obtidos tanto a 3-fenilcumarina 9 como também o isoflaveno correspondente, através de
reagBes de transformac#o do intermediario do tipo 2-hidréxiisoflaveno 114 (Esquema 10).

Propusemo-nos a preparar o derivado de o-hidréxibenzaldeido adequado, para
se ter o anel A com o substituinte desejado. Também estava incluido a transformacdo do
produto comercial 2,4,5-trimetéxibenzaldeido (124) no arilglicidato correspondente, para
que numa uliima sequéncia de reagBes obtivéssemos os produtos de condensagio destes
reagentes, com anéis A e B substituidos como na substiincia 9 (Esquemas 11 e 12).

A primeira etapa da tentativa de sintese foi iniciada tendo como objetivo a
obtengdo do reagente 5-formil-6-hidréxicumarano (88), utilizado anteriormente na sintese de
pachyrhizina (4)'° e de pachyrhizona (2)'%, as quais também apresentam um anel furano
fundido linearmente aos anéis A e D, respectivamente. Para a sintese do reagente 88
utilizou-se o método empregado por Horning et al.!® na sintese de furocumarinas e por
Davies et al.20 na sintese de furanocromenos lineares.

Arnlacetaldeidos s#io relativamente instaveis!6:2! e decidiu-se tentar a
utilizacdo de um precursor, o qual poderia ser gradualmente transformado "in situ", em
condigdes adequadas de reagdo. Essas transformagdes foram adotadas anteriormente por
Konda et al.?2 na sintese de isogquinolina, a qual foi efetuada a partir do tratamento de 2-
feniletilamina com sais de arilglicidatos em solugBes aquosas (pH = 4). Na sintese de 2-
hidréxiisoflavenos Liepalé também se utilizou desta tmnsformag:&o para obter o fenil
acetaldeido adequado para a reago de condensagfo.
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ESQUEMA 11 - Sintese de 5-formil-6-hidréxicumarano (88).
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MeO HO MeO CO,E¢t MeO. COCONa*
+ BrCH,COEt —— —_—
Me(Q OMe MeO' OMe MeO OMe
124 126 126 127

MeO.
e
MeO OMe

|

MeO.
MaO OMe

+ OMe
OMe
128 88
Q. O\/ Q o
OMe OMe
MeO OMe MeQO OMe

ESQUEMA 12 - Proposta de sintese para as substancias 9e130.
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111 - RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Rota siniética para a obtengfio de 6-benziloxicumarano (132) a partir de 2,6-
dihidroxibenzaldeido (95).

HO PhCHzBr O/CHZO OH OEt
BrCH,co,Et 126
KZCO3 K. 2<':03
g5

" [1.NaOH, A
2. HC!
o
COM 4 AcoNa,Ac,0 TO o\)Lou
~ 2.NH, aq., HCIdil. H
131
122
1. AcONa, Ac,0
2 H,0, E1,0

pesE-jnes

ESQUEMA 13 - Proposta de sintese do intermediario 132 a partir do aldeido 95.

O 2,6-dihidroxibenzaldeido (95) havia sido preparado anteriormente para a
obtencio de outras 3-fenilcumarinas mais simples, estando disponivel para a primeira
tentativa de sintese do reagente 88.

Para se chegar ao cumarano 132 foi necessario, primeiramente, proteger as
hidroxilas feno6licas.

A seletiva proteciio do grupo OH em C4 do aldeido 95, foi feita através de
uma benzilagio com brometo de benzila, obtendo-se um produto bruto que n#io foi
submetido 4 purificagio por nfio ser essencial para a etapa seguinte.
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| 1
HO OH PhCH,Br CH,0. OH
s
H K2C O3 anidro 5 H
Me,CO anidra 4
o

o 7h,61,5%
95

O produto benzilado 120 foi caracierizado pela analise de seus dados
espectrais. Na literatura s6 constava o seu ponto de ebuligio2°.

O espectro de RMN-'H de 120 (E.4) apresentou um singleto a 5,10 5 (2H) e
um multipleto a 7,36 & (SH), atribuidos aos proétons do metileno benzilico e aos protons do
grupo fenila?. Os singletos, agudos e intensos, a 9,72 e 11,47 5, eram indicativos da
presen¢a do préton aldeidico e o da hidroxila em ponte com a carbonila.

Os dubletos a 6,51 8§ (1H, J=2,4 Hz) e a 7,43 & (1H, J = 8,7 Hz) e o duplo
dubleto a 6,63 & (1H, J = 8,7 e 2,4 Hz) foram assinalados para os prétons H,, H, e H; do 6-
benziloxi-2-hidroxibenzaldeido (120).

O espectro de RMN-13C de 120 (E.5) confirmou a presenga dos carbonos do
anel fenila, apresentando a 135,75, 128,81, 128,46 e 127,59 & os sinais dos carbonos C,r,
Cy ¢ Cyr € Cyt 5. O pico correspondente ao carbono metilénico sp? a 70,36 & era indicativo
do metileno benzilico?4.

Na etapa seguinte féz-se a protegio do grupo OH em C,. Esta reagio foi
dificuliada pela ponte de H formada entre a carbonila em C, e a hidroxila em C,. O reagente
de partida 120 foi recuperado em quantidade apreciavel e o rendimento foi baixo (15%).

0
CH,0 \)k
2 BrCH,CO,Et CH,0 © OEt
H K;CO; anidro H
MeQCO anidra

121

A reaglio de eterificagBio da OH em C, foi confirmada ao se analisar o
espectro de RMN-'H de 121 (E.9), que apresentou os sinais a 4,69 8 (2H, s), 4,27 5 (2H, q, J
=7,1Hz)e 1,308 3H, t,J=7,1 Hz), paraosprotonsdogmpoacetatodeeﬁlahgadoaOH
fenolica em C,.
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O espectro de RMN-13C de 121 (E.10) indicou a presenga dos sinais para o
carbono metinico sp? a 188,16 & e para o quaternario sp? a 168,01, que foram atribuidos as
carbonilas do aldeido e do éster?4, respectivamente.

0
CH, et CH,0 O\/H\OH
1. NaOH 2N, refl,, 1h_
H 2.HCIN H
122

—h
-

No espectro de RMIN-'H de 122 (E.14) verificou-se a auséncia dos sinais a
4,27 8 (2H) e a 1,30 (3H), tipicos dos protons de um grupo etila ligado 4 uma fungdo
oxigenada.

O espectro de RMN-13C (E.15) mostrou os sinais para o carbono do grupo
carboxila a 170,07 & e para o carbono de uma carbonila aldeidica a 189,68 8.

7 1
CH,0_6 o,
Y
123 4

1. Ac,0, AcONa
2. H,0, EL,O
o)
oo oL
k OH
H
o 1. Ac,0, AcONa
122 2. NH, aq., HC1 dil.

7
CH,0 0.2 _COOH
©/ 5( Dls
3

Para a ciclizagio e descarboxilagdo de 122, procedeu-se a agitagio, sob
refluxo, em presenca de anidrido acético e acetato de sédio. Obteve-se dois produtos, sendo
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que o furano 123 foi obtido em maior porcentagem que 131. Para a obiencio desses dois
produtos foram propostos os seguintes mecanismos (Esquema 14):

)m" COOH

@g( "‘K@g( — T,
H

“H,0
RO. O._ _COH
Oy
131 (14%) v
O
RO o. .. C%
‘E I i Oy
H
i l
123 (37%)
ESQUEMA 14 - Proposta de mecanismo para a formacfo de 131 e 123.

A ciclizagio de 122, formando o anel furano em 123, pdde ser confirmada
pela analise do espectro de RMN-H (E. 19), que apresentou um dubleto a 7,51 & (1H, J =
2,2 Hz) e um duplo dubleto a 6,67 8 (1H, J = 2,2 e 1,02 Hz), caracteristico dos protons H, e
H, do anel furano?s.

O espectro de RMN-13C (E.20) mostrou os sinais para os carbonos do anel
furano a 144,23 5 (CH) e a 106,35 & (CH)2.

Para o produto 131, o espectro de RMN-'H (E.2 1) mostrou o dubleto a 7,53 §
(1H, J = 0,8 Hz), atribuido ao préton H; de um anel furano substituido no C, pelo grupo
carboxila.
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O espectro de RMN-13C (E.22), apresentou os sinais a 162,90 & Cea
115,05 (CH), que foram indicativos da presenca dos carbonos C, ¢ C; do anel furano
substituido no C, por uma carboxila. Um pico de baixa intensidade a 174,44 8 confirmou a
presenga do carbono de um grupo carboxila.

Aredug:iodoanelﬁmnodelg_.}foimaﬁzadaempresengadecamﬁsador
PV/C, em um hidrogenador com pressiio de 15 psi.

SEReEE- iSInes

41 68%

A reaglo de hidrogenagdo de 123 produziu o diidrofurano (ou cumarano) 132,
que apresentou no espectro de RMN-'H (E.26) os tripletos a 4,57 & (2H, J = 8,78 Hz)ea
3,138(2H,J=8,78Hz)paraospr6tonsHQeH3.Ossinaisa70,258(CH2)ea29,068
(CH,) no espectro de RMN-13C (E.27), confirmaram a presenca dos carbonos metilénicos
sp? do anel diidrofurano.

Nesta primeira etapa conseguiu-se chegar 4 obtengfio do cumarano 132 em

quanﬁdadeinmﬁcientepamseprocederdreag&odeformilag&o,nﬁoseobtendooreagente
88.
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2. Rota sintética para a obtengio de 5-formil-6-hidroxicumarano (88).

133 95 © 120 °
lascuzcoza
o)
CH, a M. ot
g H
21 o)
i)
HCI
NS
J H
122 o)
lAcONa
Ac,0
Formaniida MO H,/PAIC Ch,
POCH, DA |
°© m 134 123

ESQUEMA 15 - Proposta de sintese para o 5-formil-6-hidroxicumarano (88).

Nessa etapa foi necessario proceder 4 formilag3o do resorcinol (133)°, para se
obter o resorcilaldeido (95) em maior quantidade para se chegar ao reagente 88.
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FHa 'O
HO OH Ph—N—C_ HO. H
H"
CH,ClI,, refl.
133 o5 ©

Essa reac8o fomeceu uma mistura de resorcilaldeido (95) e formanilida dificil
de ser separada. Apo6s imimeras tentativas de purificaglio (recristalizacBes sucessivas em
Eter de petrdleo/Et,0) observava-se que cristais amarelo-escuros ficavam contaminados por
uma substéncia oleosa. Apds purificagio por C.C.P. (em CHCl,/MeOH 2%) de 0,10 g da
mistura obteve-se os componentes puros e que foram identificados por analises espectrais.

O produto 95 apreseniou no espectro de RMN-H (E.29) dois singletos,
agudos e intensos, a 9,70 e 11,4 8, que foram assinalados para os protons do aldeido e da
hidroxila em ponte com a carbonila, respectivamente. Mostrou também os sinais a 6,39 &
(IH,d, J=22Hz), 6498 (1H,dd, J=85¢ 22 Hz)ea 7,428 (1H, d, J = 8,5 Hz),
atribuidos aos protons H,, H e H,, respectivamente.

As reagdes de protecBo das duas hidroxilas fenélicas foram realizadas com a
mistura resorcilaldeido + formanilida. Seguiu-se a metodologia adotada anteriormente
obtendo-se o produto 121, que por hidrolise forneceu o acido fendxiacético 122 com um
rendimento melhor (78,97%) do que o obtido na 12 etapa (49,64%).

Da reaglio de ciclizaglio foi obtido apenas a cumarona 123 com 68,57% de
rendimento.

Para a redugiio da cumarona 123 foi utilizado o catalisador PA/C, que se
mostrou mais potente que P/C, porque além de reduzir o anel furano também desprotegeu a
OH fenélica através de uma hidrogendlise. Devido ao uso de MeOH como solvente, obteve-
se também o produto de adigdo do MeOH ao anel aromatico.

U ij““m o )

135

O espectro de RMN-'H de 134 (E.30) apresentou dois tripletos a 4,55 & (2H,
J=28,0Hz) e a 3,07 8 (2H, J = 8,0 Hz), atribuidos aos protons H, e H, do anel diidrofurano e
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um singleto largo a 6,20 & (1H), assinalado para o préton da OH fentlica em C;. Estes sinais
séio compativeis com os encontrados na literatura para 13427,
O espectro de RMN-13C (E.31) mostrou sinais para dois carbonos metilénicos
sp’a 72,11 e 28,99 8, que foram assinalados para os carbonos C, e C, do anel diidrofurano.
Na reagéio de formilag@io de 134 empregou-se as mesmas condigdes adotadas
para a obtengio do resorcilaldeido (95).

1
7
HO 7a_0O.
m Formanilida > ¢ 2
~ poch, 3
CH,Cl, e
O g

134 26.57%

O espectro de 1.V. de 88 (E.36) mostrou as absorg3es a 3422,2-2744 4 cm!
(O-H) e a 1640,0 cm! (C=0), que caracterizou os grupos hidroxila e carbonila que
encontravam-se quelados. Na literatura, o tnico dado espectroscopico encontrado para 88
era o relativo 4 absorg#o da carbonila no espectro de 1.V.28, que também absorvia a 1640,0
cml.

O espectro de RMN-'H de 88 (E.37) apresentou dois singletos, agudos e
intensos, & 9,65 & (1H) e a 11,72 & (1H) referentes ao préton do aldeido e ao da hidroxila
quelada & carbonila. Na regifio aromatica do espectro aparecia dois singletos, 8 6,36 8 (1H) e
a 7,29 8 (H), indicativos da presenga dos protons H;, e H,, respectivamente.

A carbonila aldeidica foi caracterizada no espectro de RMN-13C (E.38), que
mostrou um pico para o carbono metinico sp? a 194,10 8.

3. Obtengio de 2.4,5-trimetéxiglicidato de s6dio (127) a partir do reagente 2.4,5-
trimetoxibenzaldeido (124).

Para aumentar a cadeia carbdnica do aldeido 124 a fim de se obfer o reagente
128, utilizou-se como estratégia a formac#o de um intermediario do tipo fenilglicidato, que
posteriormente sob condi¢des adequadas de reagdo seria transformado no fenilacetaldeido
12816

A primeira tentativa para a obteng#o do intermediario 126 foi feita a partir da
reagio de condensaclio entre o reagente 124 e o halodster 125. Este tipo de reagio é
conhecido na literatura como reag#o de condensagdo de Darzen?:* e , que produz um o, -
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epoxiéster (ou éster glicidico). As bases usualmente empregadas sio EtO (EtONa) e NH,"
(NaNH,).

Rk¢ R
RCOR" + RCHXCO,C,H, EloNa AP 20 +NaX +EtOH
R c
(ou NaNH,) o Y OFt (ou NHg)

Os ésteres glicidicos s#o convertidos a aldeidos ou cetonas tendo um carbono

a mais que os de partida. Essa transformagfo ocorre apos a hidrolise e descarboxilag#io dos
ep6xiacidos.

R, R R R\
e, o —A, TCHCOR ou R—C—CHO
w NS N / /
R © Cf -CO; g R
OH

Mas, a0 se proceder a este tipo de reago utilizando-se 0s reagentes 124 e 125
obteve-se 0 composto 136, ao invés do nosso desejado produto (glicidato). Este composto
apos purificagio por C.C.P. apresentava-se como um material oleoso fortemente colorido
(alaranjado). Isso era observado principalmente no espectro de U.V. (E.39) que mostrava

absorglio méxima a 406.8 (3,89) nm, préprio de um croméforo que tem alto grau de
conjugaclio de elétrons23.

o) s 1.0
MeO "y 1N MeO._ 5 A 1 ~2.C”
+ Bonooe — M T o
MeO OMe 25°C-14h MeO 4 5 2 0OMe
124 125 136

O espectro de RMN-'H de 136 (E.41) apresentou dois dubletos, com J = 16,0
Hz, a 7,14 € 8,05 8, atribuidos aos protons olefinicos trans?3 Hy e Hy', respectivamente.
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O espectro de RMN-13C (E.42) confirmou a presenga do acido o B-insaturado
ligado a C,, através dos sinais a 137,53 5 (CH), 124,04 (CH) e 189,68 (C=0), que foram
atribuidos aos carbonos Cy, C, e C,', respectivamente24.3!,

Para a formaglio desse derivado cinAmico propds-se o mecanismo de reag#io, onde
o hidreto (1) seria liberado a partir de uma reag#o lateral do tipo Cannizarro (Esquema 16):

MeO C '/\ MeO ) CO,Et

+ BICHCO,Et —»

Br
MeQO' OMe MeO OMe
124 1
- -Br
MeO O,Et
H
MeO Me
OH
O O,Et MeO. CO-Et
Me CO, -H,0 O,
-
H
MeQ OMe MeO OMe

MeOII\/cozH
MeO OMe

136

ESQUEMA 16 - Mecanismo proposto para a formag#o do produto 136.
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Na segunda tentativa, repetin-se a reaciio de 124 com 125 nas mesmas
condigSes anteriores, alterando somente o tempo de reaglio, mas nfio houve formagho de
produto e o reagente foi recuperado.

o
MeO EtONa
+ BrCH,CO.Et V] -
MeO OMe 0°C,2h
124 125 20C,2h

Na ferceira fentativa, substituimos o bromoacetato de etila (125) pelo
cloroacetato de metila (137), que apds destilacdio, foi adicionado ao reagente 124. Esta
mistura foi acrescentada ao balfo que continha MeONa preparado "in loco". O produto
obtido foi purificado por C.C.P. e apresentou-se também como um material fortemente
colorido.

A anélise dos espectros identificou o produto 138 como sendo um derivado do
aldeido cindmico.

o)
1'
MeO " MoON MeO %z CHO
+ CICH,COMe — 2 5
0°C,2h
MeO OMe 2500' 22 h MeO OMe
124 137 refi,,2h 138

O espectro de U.V. (E.44) apresentou maximo de absorgfo a 368,3 (3,93) nm,
para um croméforo com alto grau de conjugag8o de elétrons, como o do produto 136.

O espectro de RMN-'H (E.46) apresentou o dubleto a 7,82 & (1H, J = 15,9
Hz) e um duplo dubleto a 6,66 & (1H, J = 15,9 e 7,93 Hz), atribuidos aos prétons olefinicos
trans Hy e Hy, respectivamente. O dubleto a 9,65 & (1H, J = 7,93 Hz) caracterizava a
presenca do proton aldeidico H;' que se acoplava com o préton Hy32.

O espectro de RMN-13C (E.47) confirmou a presenga do aldeido o,f-
insaturado através dos sinais a 147,70 8 (CH), 126,55 5 (CH) e a 194,30 (CHO), que foram
assinalados para os carbonos Cy, C; e C;, respectivamente.
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Pamoconeraformag!odetmdeﬁvadodoaldeidocinﬁmico,pﬁmeﬁamenie
houveacondensagﬁodoaldeidol_&wmocarbﬁnionformadoapaﬁirde!}l, seguido da
abertura do epéxido e desidrataghio do lcool resultante, chegando & hidrolise do éster a

acido e a reducfio deste 4 aldeido (Esquema 17).

o

MeO CICH ﬁone’ MeO CO-Me

MeONa
MeO OMe MeO OMe

124
=2 11 H-

2.-H,0

Meom/cone
MeO OMe

IH
MeO CHO
Meome/

13

ESQUEMA 17 - Mecanismo proposto para a formaggo do aldeido 138.

A Existe na literatura um grande mumero de trabalhos sobre a sintese de
aldeidos or,f-insaturados, mas somente alguns deles sio adequados para sintese de aldeidos
cinfimicos com grupos doadores de elétrons no anel aromético e, mesmo assim, sfo
preparados com dificuldades e com baixos rendimentos32.

A maioria dos métodos adotados para a sintese de aldeidos cinfmicos
substituidos por grupos oxigenados (doadores de elétrons) dependem da condensagfio,
catalisada por uma base, do aldeido adequado com o acetaldeido; ou da redugfio do cloreto

de cinamoila correspondente32,
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No nosso trabatho, o que se tinha como objetivo era obter o epdxido e nfio um
derivado do aldeido cinAmico, mas as condi¢Bes de reaglio empregadas tanto na primeira
como nessa tentativa levaram 4 abertura do epoxido, desidrataglio e hidrolise do éster o, p-
insaturado.

A partir da obtengio de resultados incompativeis com nossos objetivos,
mudamos o catalisador basico a fim de aumentarmos a forga da base e gerarmos o carbanion
em maior quantidade e se obter apenas o epoxiéster, sem chegar & sua clivagem e posterior
desidrataglio e hidrolise. Apds 18 horas de reagfio s6 obtivemos o reagente 124 intacto.

MeO H tBUOK
+  CICH,COMe VI
MeO OMe Etzo anidro
°
124 .3 25°C

Apbs a mudanga do catalisador e com o resultado negativo obtido, resolveu-
se utilizar um aldefido menos substituido. O benzaldeido (139) e o cloroacetato (137),

utilizados em presenga de metéxido de s6dio e apés 18 horas de reaglio, foram recuperados
intactos.

o]
MeONa
+ CICH,CO,Me ——*——-b
18h
139 137

Ouiras duas tentativas foram feitas, usando-se desta vez o 4-
met6xibenzaldeido (140) e variando os reagentes de condensacfio, visto que tanto Ban et
al3? como Liepalé usaram esses reagentes e obtiveram o epédxido desejado. N&o houve
formaglo de produtos.
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o]
H MeONa
+ CICH,CO,Me ——Y—»
Meo e an
140 137 !
o]
H EtONa
+ BICH,CO.Et —X—»
MeO TA.,48h
140 125

Neste tipo de condensaglio existem fortes evidéncias de que na reago de
Darzen formar-se-ia o &nion haloidrina como intermediério e a partir deste seriam formados
diferentes tipos de compostos, como ¢ proposto por Ballester34.

H /0\ /
c—=
H N

Para preservar o enolato formado na reag#io nfo pode haver tragos de solvente
protico que gerou a base. Na tentativa de se conseguir chegar ao epoxido desejado, utilizou-
se a base tBuOK comercial, tratada e mantida em condig8es anidras. Nas outras tentativas,
as bases eram geradas no balfo reacional, sob condig8es anidras e o que se supunha, era que

estaria presente nas reagdes, tragos dos solventes empregados na obtengo das bases (EtOH,
MeOH ou tBuOH, todos anidros).
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0
g c1: M
tBUOK 2 e
B >
' Cl
MeO TA,18h .o
140 137 141 (Eritro + Treo)

O produto representado por 141 era de fato uma mistura de dois
diastereoisdmeros que, mesmo apés tentativa de purificagio por C.CP. (eluigdo continua
com CHCl,), nfio foram separados. Destes compostos foram obtidos apenas os espectros de
LV., RMN-H e RMN-13C.

O espectro de LV. de 141 (E.48) apresentou absorgdes a 3422,8 cm! (O-H),
1743,0 cm! (C=0) e a 1612,0 € 1514,3 em! (C=C).

O espectro de RMN-'H para a mistura de produtos (E.49) mostrou sinais
duplicados tanto para os prétons do anel aromatico como para os que pertenciam a cadeia do
haloéster propidnico.

O produto que estava em maior quantidade na mistura era o diastereoisémero
141 E, que apresentou sinais de maior intensidade para os protons Hy e Hy com valores de J
= 12,45 Hz a 4,40 e 5,15 5, respectivamente. Na regifio aromatica do espectro apareciam
dois dubletos, um a 7,44 8 (2H, J = 8,79 Hz) e outro a 6,99 & (2H, J = 8,79 Hz), atribuidos
aos protons H, ¢ e H; 5 do anel aromatico substituido em para. Para os protons dos grupos
metoxilas foram assinalados os picos a 3,98 & (3H) e a 3,48 8 (3H).

Para o diastereoisémero 141 T, o espectro de RMN-H mostrou os sinais para
os protons Hy e Hy a 4,25 5 (d, J = 2,8 Hz) e a 4,95 5 (d, J = 2,3 Hz). Na regifio aromatica,
observou-se a presenga dos dubletos a 7,34 5 (2H, J = 8.7 Hz)ea 6,908 (2H,J=8,7Hz) e
que foram assinalados para os protons H, s e H; 5 do anel aromatico substituido em para. Os
protons dos grupos metoxilas apareceram a 3,84 e 3,81 8.

Em um estudo sobre RMN-'H de dois ésteres diasterecisoméricos, realizado
em 1970 por Roux-Schimdt et al.35, foram utilizados diferentes solventes na obteng#io dos
especiros (iabela 1). A nomenclatura adotada para os isémeros naquela época esta
assinalada nas projecBes de Newman:
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pn. G Ho S
H CO,C,Hs Hj ! :co,_.csz,
OH OH

Eritro Treo

Tabela 1 - Deslocamentos quimicos (em ppm) dos protons dos diastereoisdmeros Eritro e
Treo em diferentes solventes.

H CCl, DMSO Piridina
Eritro Treo Eritro Treo Eritro Treo
CH, 1,26 1,10 1,23 1,07 1,20 0,99
CH, 4,18 4,04 4,23 4,03 4,30 4,06
H, 4,18 4,30 4,46 4,70 491 5,06
Hy 4,90 5,00 4,85 * 5,52 5,66

Jan 8,5Hz 6,5 Hz 9,0Hz 6,5 Hz 9,0Hz 6,5Hz

* sinal mascarado pelo proton da hidroxila

Desse estudo observou-se que o diastereoisémero treo mostrava uma maior
desprotegdo para os protons H, e Hy, independente do solvente utilizado, mas com uma
constante de acoplamento menor do que a apresentada para o composto eritro.

Ao compararmos os dois conjuntos de sinais encontrados para o0s
diastereoisbmeros 141 E e 141 T com o s apresentados para as cloroidrinas 142 e 143,
(obtidos em CDCly)*, observou-se diferencas tanto na magnitude das constantes de
acoplamento como também no padrio de acoplamento dos prétons da cadeia propiBnica
(tabela 2).
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143 Eritro

Tabela 2 - Deslocamentos quimicos (5) e comstantes de acoplamento (J) dos prétons H, e Hy
dos produtos 141 E e 141 T e das substincias modelos 142 e 143.

H | Substéncia 141 E | Substincia 141 T | Substincia 142 | Substincia 143
2" 14,40,d,7=12,451425,d,J = 281443,d,7=65]436,d,J=80
Hz Hz Hz Hz
3" 15,15,d,J=12451495,d, J = 23]5,12, dd, J =503, dd, J =
Hz Hz 6,5¢3,6Hz 80e5,1Hz
OH |- - 294,d3=36]1299,d,1=5,
Hz Hz

O espectro de RMN-13C dos diastereoisdmeros 141 E e 141 T (E.50)
apresentou um conjunto de sinais mais intensos para o que estava em maior proporgio na
mistura. Também mostrou os sinais para o diastereoisdmero minoritario.

As propostas de deslocamentos quimicos para os carbonos destas haloidrinas
estfio sendo feitas pela primeira vz, visto que nfio existe na literatura dados de RMN-13C
para estas substancias.

A parte alifatica do espectro do diasterecisdbmero 141 E apresentou sinais
para dois carbonos metinicos sp® a 85,79 e 70,92 8, que foram atribuidos aos carbonos C; e
C,, respectivamente. Na regifo de 56,21 a 50,33 5 foram encontrados sinais para 4 carbonos
metilicos sp?, caracterizando a presenga de 4 grupos metoxilas nas estruturas dos dois
produtos. Para o produto 141 E, os sinais a 56,21 e 50,33 & foram atribuidos aos carbonos da
metoxila aromética e a do éster, respectivamente.

Os sinais a 114,90 e 129,16 & foram atribuidos aos carbonos metinicos sp2
C; s € C; 5 de um anel aromético substituido em para.

O espectro apresentou para os dois compostos o mesmo deslocamento
quimico para o carbono carbonilico, que aparecia como um pico de baixa intensidade a
186,33 5.
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Para o diastereoisdmero minoritario 142 T o espectro apresentou sinais com
intensidade menor. Para os carbonos metinicos Cy € Cy 08 picos apareciam muito préximos,
a 74,77 e 74,10 8. O mesmo sucedia com os picos dos carbonos das metoxilas (aromatica e
alifatica), que apareciam a 55,33 e 55,22 &.

Abaixo estdio assinalados os deslocamentos quimicos dos carbonos nas
estruturas dos compostos 141 Ee 141 T.

* valores intercambidweis

141 Eritro 141 Treo

A nossa tentativa de se obter o epoxido a partir da condensagfio de Darzen
n#io forneceu o produto esperado usando tanto o 2,4,5-trimetéxibenzaldeido (124) bem como
o benzaldeido (139) e o 4-met6xibenzaldeido (140). Modificou-se também as condi¢es de
reagio utilizando-se bases e haloacetatos diferentes.

Nas reagSes em que se obteve os derivados cinAmicos 136 e 138, houve a
formag#io do epoxido, que posteriormente foi clivado. Na reagio em que se isolou as
haloidrinas nfo chegou a haver a eliminagio do cloro e consequente ciclizag#o, levando a
formag¢#o do epdxido.
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IV - CONCLUSOES

O caminho sintético proposto para a sintese da 3-fenilcumarina 9¢eo02-
etoxiisoflaveno 130 levou-nos a obtenglio do reagente 5-formil-6-hidroxicumarano 88) e do
6-benziloxicumarano (132).

A sequéncia sintética para a obtengfio do reagente 88 foi de 7 etapas, com
rendimentos em tomo de 1,0%. Foram realizadas analises espectroscopicas de todos os
produtos desta etapa de sintese e que estio sendo citadas pela primeira vez, com exceglio do
composto 134 (apresentou na literatura dados de RMN-'H) e do reagente 88 (foi citado
dados de LV.).

A transformagio do reagente 2,4,5-trimetoxibenzaldeido (124) no
fenilglicidato 127 nifo foi alcangada. O que se obieve nas sucessivas tentativas foram os dois
derivados cinfimicos 136 e 138, além da mistura de diastereoisdmeros 141Eec141T.

Com a obtengfio dos derivados cinimicos 136 e 138 através da clivagem do
epéxido e desidratagio do alcool correspondente, concluiu-se que ocorren uma reacio lateral
do tipo Cannizarro na qual houve liberagio de hidreto (H-), que levou & produgfo do alcool
secundério.

A explicaglio para a produgfio das cloroidrinas 141 E e 141 T, a partir da
condensactio de Darzen, ¢ dada pelo mecanismo proposto por Ballester, onde o intermedirio
chave seria o dnion haloidrina.

Do levantamento feito na literatura, ndo foram enconiradas informagdes sobre
a sintese dos produtos 136 e 138 sendo, portanto, inéditos os dados espectrais apresentados
para estes compostos. E também um método diferente para a preparac#o destes derivados
cinimicos, mesmo tendo sido obtidos com rendimentos em torno de 10%.

A partir do fracasso na tentativa de transformagio do aldeido 124, nfio nos foi
possivel testar a condensacfio aldélica do 5-formil-6-hidroxicumarano (88) com o
fenilacetaldeido 128.
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PARTE EXPERIMENTAL
Métodos Gerais

- Os pontos de fusio (PF) foram determinados com ajuda de uma placa
aquecedora Reichert, acoplada a um microscépio, e ndo foram corrigidos.

- Os espectros de absorg¥o no infra-vermelho (1.V.) foram registrados em
espectrofotdmetro Perkin Elmer, FTIR, em pastithas de KBr ou em filmes sobre celas de
NaCl.

- Os espectros de ultra-violeta (U.V.) foram obtidos em um espectrofotdmetro
Perkin Elmer R 100 A, utilizando cloroférmio, diclorometano (grau espectroscopico).

- Os espectros de massa (E. M.) foram feitos em espectrdmetro Varian Mat
311 por impacto eletrSnico 4 70 eV.

- Os espectros de ressonéincia magnética nuclear de proton (RMN-H) foram
registrados em especirdmetros Varian Gemini-300 (300 MHz) e Bruker ACP-300 (300
MHz). O solvente utilizado foi o cloroférmio deuterado (CDCl,), usando como referéncia
interna o tetrametilsilano (TMS).

- Os espectros de ressondncia magnética nuclear de carbono (RMN-13C)
foram obtidos em instrumentos Varian Gemini 300 (75,5 MHz) e Bruker ACP-300 (75,5
MHz), em cloroférmio deuterado (CDCl,).

- Os deslocamentos quimicos (8) séo indicados em ppm e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz).

- A anélise por CG/MS foi realizada em um aparelho da Hewlett Packard
modelo P 5970 MS ChemStation que consiste de um cromatdgrafo a gas modelo 5890 A
com detector de ionizag#io de chama, equipado com coluna megabore HP. 17, (50% fenil
metil silicone; 10 m x 0,53 mm x 2,0 pm). Utilizou-se como gas de arraste uma mistura de
H,, N, e ar sintético com um fluxo de 30 ml/min e 300 ml/min, respectivamente. A injeclio
foi da ordem de 0,1 pl de solugio em CH,Cl, da amostra. As condigdes utilizadas para as
amostras foram: - temperatura do injetor: 250 °C

- temperatura do detector: 270 °C
- programa 90 °C, 10 °C por minuto, 270 °C

- A anilise quantitativa por CLAE foi feita em um aparelho da Varian,
modelo 9010, que consiste de um cromatégrafo liquido com detector de U.V. (A = 240 nm),
equipado com coluna de fase reversa (300 x 4,0 mm) com particulas MCH-10 pm. A injego
foi da ordem de 10 pl de soluglio em CH,CN, a velocidade do papel foi de 0,5 cm/ min e
utilizou-se o integrador com atenuagéo 16.
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- As cromatografias em camada delgada analitica foram feitas em silica gel G
e GF,54 da Merck (na proporgiio 1:1), sobre suporte de vidro (espessura de 0,25 mm). Os
compostos foram detectados por irradiaglio com 1ampada ultra-violeta a 254 e 366 nm e/ou
pulverizados com revelador para terpenos (4cido acético glacial 100 ml, acido sulfirico 2,0
ml, anisaldeido 1,0 ml) ou solugéo de 2,4-dinitrofenilhidrazina: etanol: 4cido sulfarico (2,0
£:100 ml:4 ml). Também foi utilizada a oxidaglio em cubas de vidro saturadas com iodo
ressublimado.

- As cromatografias em camada preparativa foram realizadas em placas de
vidro 20 x 20 cm ou 10 x 20 cm com uma camada de silica gel G e GF,, da Merck
(espessura 1mm). A detecglio foi feita por irradiagio com lampada ultra-violeta a 254 e 366
nm.

- As cromatografias em coluna foram realizadas em silica gel 60 (0,06-0,20
mm) da Merck. A proporgiio de silica utilizada foi aproximadamente 50 vezes o peso do
produto bruto a ser purificado (50:1).

- A purificaglio e tratamento dos solventes e reagentes, quando necessario,
foram feitas segundo as técnicas descritas por Perrin et al.37.
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Isolamente dos Isoflavondides
Pachyrhizus ferrugineus (Piper) Sorensen

As sementes (14 g) de P. ferrugineus
(coletadas na Segdo de Fisiologia Vegetal - IB./UNICAMP em 05/91), foram secas em
estufas a 45 °C, moidas e extraidas a quente, em Soxhlet, primeiramente em éter de petroleo
(para extrair o excesso de 6leo contido nas sementes), durante 27 horas, e em seguida em
CH,Cl, durante 15 horas. O extrato obtido foi concentrado 4 pressio reduzida (a temperatura
nfio ultrapassou os 40 °C, 0,40 g); e 0,30 g foi dissolvido em CH,Cl, e adicionado a uma
coluna cromatografica (50 em x 4,5 cm) empacotada com 22 g de silica gel 60, eluida com
um gradiente de solventes de polaridades crescentes:

Eluente Fragses Reunifio das Massa Reunifo das Massa
Frages (mg) FragBes (mg)
CH,Cl, 1-65 1 (PFD-1) 3,1 91-95 (PFD-20) 1,6
CH,Cl,/MeOH 1% 66-90 2 (PFD-2) 4.8 96-100 (PFD-21) 23
CH,Cl,/MeOH 2% 91-106 3 (PFD-3) 4,5 101-103 (PFD-22) 1,6

CH,Cl,/MeOH 4% | 107-120 4-5 (PFD-4)* 18,4 104-105 (PFD-23) 1,6

CH,CL,/MeOH 10% | 121-128 | 6-7 (PFD-5)* 114 106-110 (PFD-24) 3.2

CH,CL/MeOH 20% | 129-131 8 (PFD-6)* 57 111-118 (PFD-25) 7.7
MeOH 132 9-10 (PFD-7)* | 145 119-130 (PFD-26) | 19,7

11 (PFD-8)* 9.4 131-132 (PFFD-27) | 10,0
12-16 (PFD-9* | 392 47,7

17-20 (PFD-10)* 15,2

21-22 (PFD-11) 5,5

23-26 (PFD-12) 17,8

27-37 (PFD-13)* | 328

38-40 (PFD-14)* | 338

41-43 (PFD-15)* 33

44-66 (PFD-16)* | 93

67-79 (PFD-17)* | 22

80 (PFD-18) 1,0
81-90 (PFD-19)* | 11,7
213,6 T=2613

*FracBes estudadas
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Isoflavondide 1: a fragdio PFD-4 (18,4
mg) foi concentrada e submetida a C.C.P. (ehuighio continua durante 1 hora com CH,ClL,) e o
isoflavondide 1 foi isolado puro (10,0 mg, comno cristais incolores).

PF: 220,0-222,0 °C (Lit.: 235 °C, 233-35 °C)42.44
Espectro de Massa de 1 (E.1): M* 336 (25); m/z (%), 176 (100), 175 (55).

Espectro de RMN-'H de 1 (CDCl,, E.2):

H 8 (ppm) | multiplicidade | J (Hz)

1 6,72 s

4 6,44 s

8 7,06 §

11 8,21 8
6ax 4,19 d J6ax-6eq = 12,0
Geq 4,64 dd Jeea-6ax = 12,0, J6eq-6a = 3,2
6a 4,96 ddd Jea-12a = 3,9, J6a-6ea = 3,2, Jea-6ax = 1.0
12a 3,89 d J12a-6a =39

o 7,54 d Jo—8=2,30

6,73 dd Jg—e=2,30,Jg.g=1,1
1" 5,80 d J=13
1" 5,86 d J=13
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Espectro de RMN-13C de 1 (CDCL,, E.3):

C S (ppm) C 8 (ppm)

1 107,06 CH o 146,44 CH
2 142,59 C B 107,11 CH
3 148,16 C 1" 101,35 CH,
4 99.06 CH la 105,50 C
6 66,50 CH, 4a 148,70 C
8 100,02 CH 6a 72,20 CH
9 158,90 C 7a 160,10 C
10 12330 C 1la 116,25 C
11 121,23 CH 12a 45,36 CH
12 190,90 C=0

Isoflavondides 2 e 1: As frag8es PFD-5
(11,4 mg) e PFD-6 (5,7 mg) foram purificadas por C.C.P. continua (CH,Cl,, por 1 hora). A
substincia 2 foi isolada em pequena quantidade (2,7 mg), na forma de cristais amarelo-
palidos. Uma maior quantidade de 1 (8,7 mg) também foi detectada e isolada destas fragdes.

PF: 238,0-241,0 °C (Lit.: 272 °C)!8
Espectro de Massa de 2 (E.4) M* 336 (48), m/z (%); 176 (100), 175 (63).

Espectro de RMN-H de 2 (CDCL,, E.5):
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H S (ppm) | multiplicidade | J (Hz)
1 6,71 8
4 6,43 8
11 7,91 8
6ax 420 di J6ax-6ea = 12,00
6eq 4,70 dd J6ea-6ax = 12,00, Jgeq-6a = 3.0
6a 5,00 ddd J6a-12a = 4.0, Jea-6ea = 3.0, Ja-6ax = 1.0
12a 3,90 d J12a-6a=3,9
a 7,55 d Jop =22
6,74 d Ig-o =22
1' 5,80 d J=13
5.86 d J=13
OMe 4,15 8

Espectro de RMN-13C de 2 (CDCl,, E.6):

C 8 (ppm) c 8 (ppm)

1 106,93 CH o 146,08 CH
2 142,28 C p 107,30 CH
3 147,88 C I 101,14 CH,
4 98,86 CH la | 10515 C
6 66,24 CH, 4a 148,55 C
8 148,55 C 6a 72,25 CH
9 149,70 C 7a 150,96 C
10 123,84 C 11a 117,12 C
11 114,02 CH 12a 45,18 CH
12 190,73 Cc=0 OMe 61,10 CH,
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Isoflavondides 3, 1, e 2: A fragdo PFD-7
(14,5 mg) foi concentrada e submetida a C.C.P. (eluigho por 1 hora, com CH,CL) e o
isoflavonobide 3 foi isolado como cristais amarelo-escuros (2,0 mg). Também foram isoladas
as substincias 1 (2,0 mg) e 2 (2,0 mg).

PF: 150,0-152,0 °C (Lit.: 180,5 °C; 149 °C, 152 °C)4243
Espectro de Massa de 3 (E.7): M* 338 (41) m/z (%), 178 (100).

Espectro de RMN-'H de 3 (CDCI,, E.8):

H 8 (ppm) | multiplicidade | J (Hz)
2ax 4,48 dd Jax-2ea=10,9, J2ax.3 = 5,6
2eq 4,55 dd Inea-3 =117, Jpeq-2ax = 10,9
3 4,26 dd J3.2e0=11,7, 13245 = 5.6
5 8,22 s
8 7,05 5
3 6,53 s
6' 6,58 $
a 7,56 d Jop=2,27
g 6,75 dd I8-a =2,27,J3-8=0,98
1" 5,91 s
OMe 3,74 s
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Espectro de RMN-13C de 3 (CDCl,, E.9):

C 8 (ppm) c 8 (ppm)

2 71,3 CH, 5 141,53 C
3 48,27 CH 6 109,92 CH
4 192,07 C=0 4a 118,87 C
5 120,96 CH 8a 159,98 [
6 115,67 C o 145,76 CH
7 159,30 C B 107,06 CH
8 99,69 CH 1" 101,15 CH,
I 122,75 c OMe 56,39 CH,
2' 152,75 C

3! 95,34 CH

4' 147,90 C

Isoflavondide 4: A fragdo PFD-8 (9,4
mg) apos purificagio por C.C.P. (eluig#io continua por 2 horas, com CH,CL)) forneceu o
isoflavonéide 4 puro, na forma de cristais amarelos (8,6 mg).

PF: 208,0-210,0 °C (Lit. 204-5 °C, 208-9 °C)*2
Espectro de Massa: de 4 (E.10): M+ 336 (100), m/z (%), 321 (8), 305 (4), 293 (41), 265
(13), 207 (5), 199 (9), 178 (7), 168 (6), 153 (6).

Espectro de RMN-H de 4 (CDCl;, E.11):




PARTE EXPERIMENTAL - 110

H & (ppm) multiplicidade | J (Hz)
4 7,81 s
5 7,68 8
8 7,49 5
3 6,64 8
6' 6,90 S
I o 7,70 d Jopp = 2,19
6,83 dd I8-0=2,19,J5-g=1,0
1" 5,97 8
OMe 3,77 s
Espectro de RMN-13C de 4 (CDCL;, E. 12):
C 8 (ppm) c 3 (ppm)
2 180,31 C=0 5 14131 C
3 124,01 C 6 110,35 CH
4 142,54 CH o 146,81 CH
5 119,65 CH 5] 106,39 CH
6 124,84 C 1" 101,50 CH,
7 156,22 C 4a 116,20 C
8 99.45 CH 8a 153,06 C
1 124,84 C OMe 56,78 CH;
2 151,69 C
3 95,44 CH
4 148 85 C

Isoflavonoides §, 6, e 4: A fragio PFD-9

(39,2 mg) ap6s a concentragiio do solvente, foi submetida a C.C.P. (eluigiio continua por 1
hora com CH,Cl,), sendo isolados puros os isoflavontides 5 (5,0 mg - cristais amarelo-
palidos), 6 (5,0 mg - cristais incolores) e em maior quantidade 4 (25 mg - cristais amarelos).
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PF: 176-178 °C (Lit.: 189 °C; 180-1 °C; 194-5 °C)2
Espectro de Massa de § (E.13): M* 352 (19), m/z (%), 192 (100), 191 (63).

Espectro de RMN-'H de 5 (CDCl,, E.14):

H 8 (ppm) multiplicidade | J (Hz)
1 6,51 s
4 6,48 s
8 7,02 5
11 8,19 S
6ax 4,50 dd Jeax-6ea = 12,0, Jgax-6a = 2,0
Geq 4,63 dd J6e0_6ax = l2,0, J6eo_6& = 2,0
6a 4,62 sl
o 7.55 d Jo—B =2,30
B 6,75 dd 8- = 2,30, Jg-g = 0,92
1" 5,80 d J=13
5,85 d J=13
OH 4,48 §
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Espectro de RMN-13C de § (CDCl,, E.15):

c 8 (ppm) C 8 (ppm)

1 105,90 CH o 146,70 CH
2 142,50 C B 107,01 CH
3 149,83 c 1 101,49 CH,
4 99,34 CH 1a 109,38 C
6 64,01 CH, 4a 149,90 C
8 100,16 CH 6a 76,02 CH
9 158,16 C 7a 160,48 C
10 123,50 [ 11a 114,76 C
11 121,21 CH 12a 68,42 C
12 193,25 C=0

PF: 144-146 °C (Lit.: 164 °C)!7
Espectro de Massa de 6 (E.16): M*- 392 (17), m/z (%), 192 (100), 191 (22), 177 (11).

Espectro de RMN-!H de § (CDCl,, E.17):
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H S (ppm) multiplicidade | J (Hz)
1 6,77 s
4 6,45 s
10 6,53 d J10-11 =8,0
11 7,82 d J11-10=80
6ax 4,18 d J6ax-6ea = 12,07
6eq 4,61 dd J6ea-6ax = 12,97, Jgeq-6a = 3,15
6a 4,87 m
12a 3,84 d J12a-60 = 4,07
4'ax 2,95 dd J4'ax-4'ea = 8,0, Ig'ax-5' = 8,0
4'eq 3,32 dd J4'eq-4'ax = 10,0, Jgteq.5' = 10,0
5 5,24 t J51 41 =885
7 5,07 s
4,93 s
8 1,77 s
2-OMe 3,81 8
3-OMe 3,76 s
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Espectro de RMN-13C de 6 (CDCl,, E.18):

C 8 (ppm) C 3 (ppm)

1 110,40 CH 7a 157,91 C
2 143,88 C 11a 113,33 C
3 149,49 C 12a 44,61 CH
4 100,91 CH 4 31,28 CH,
6 66,91 CH, 5" 87,83 CH
8 112,95 C 6 143,02 C
9 167,34 c 7 112,54 CH,
10 104,88 CH g 17,14 CH,
11 129,97 CH 2-OMe 56,32 CH,
12 188,90 C=0 3-OMe 5585 CH,
la 104,82 c

4a 147,36 C

6a 72,22 CH

Isoflavonéides 7 e 6: A frago PFD-10
(15,5 mg) por C.C.P. (eluigio com CHCI;) forneceu os isoflavonoides 7 (puro, 6,0 mg -
cristais amarelo-escuros) e § (puro, 6,0 mg - cristais amarelo-palidos).

PF: 188-190 °C (Lit.: 218 °C)!7
Espectro de Massa de 7 (E.19): M- 352 (41), m/z (%), 192 (100), 177 (12).

Espectro de RMN-'H de 7 (CDCL,, E.20):
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H 8 (ppm) | multiplicidade | J (Hz)

1 6,77 8

4 6,49 s

8 7,07

11 8,23 s

6ax 4,22 d J6ax-6ea = 12,0

6eq 4,67 dd Jeo-6ax = 12,0, Joea-6a = 3,19
ba 4,99 ddd J6a-12a = 4.0, Joa-6ea = 3.0, J6a-6ax = 1,0
12a 3,94 d J12a-6a =40

o 7,55 d JoB = 2,2

ﬁ 6,74 dd JB_a =22, JB..B =10
2-0Me | 381 8
3-OMe | 3,77 8

Espectro de RMN-13C de 7 (CDCl,, E.21):

C 8(ppm) | C 5 (ppm)

1 110,61 CH la 104,41 C
2 144,10 C 4a 149,83 C
3 147,70 C 6a 72,40 CH
4 99,94 CH Ta 159,97 C
6 66,36 CH, 11a 116,26 &
8 101,19 CH 12a 44,98 CH
9 158,87 C o 146,30 CH
10 123,16 C i} 106,97 CH
11 121,08 CH 2-OMe 56,34 CH,
12 190,86 Cc=0 3-OMe 55,84 CH,
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Isoflavondides 8 e 6: A fracio PFD-13
(32,8 mg) foi submetida 4 C.C.P. (eluigiio continua por 4 horas com CH,Cl,) e forneceu os
isoflavonobides 8 (8,0 mg, puro e na forma de cristais marrons) e 6 (14,5 mg, cristais
incolores).

PF: 240-243 °C (decomposighio) (Lit.: 239-40 °C; 240-1 °C)*2
Espectro de Massa de 8 (E.22): M+ 336 (100), m/z (%), 305 (67).

Espectro de RMN-1H de 8 (CDCl,, E.23):

H 8 (ppm) | multiplicidade | J (Hz)
2 7,99 S
5 8,54 s
8 7,58 8
3 6,65 s
6' 6,86 s
o 7,73 d Jo—B=2,3
B 6,92 dd Ig—o =2,3,Ig—8 = 0,97
1" 5,97 s
2'-OMe 3,74 S
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Espectro de RMN-13C de 8 (CDCl,, E.24):

c 8 (ppm) C 5 (ppm)

2 154,75 CH 4 148,44 C
3 121,08 C 5 141,21 C
4 176,65 C=0 6' 111,28 CH
5 118,99 CH 4a 117,92 C
6 126,03 C 8a 154,22 C
7 157,29 C o 147,43 CH
8 99,83 CH B 107,05 CH
I 112,80 C 1" 101,40 CH,
2 153,00 C 2-OMe 56,88 CH,
3' 95,49 CH

Isoflavonoides 9, 10, 6 ¢ 8: As fragSes
P¥D-14, PFD-15, PFD-16 e PFD-17 foram reunidas em uma tinica fragfio - PFD-14.17.
Apbs concentragdo (18,6 mg) foi purificada por C.C.P. (eluigdo continua por 3 horas com
CHCl;/MeOH 2%) fornecendo 2 fragSes ainda impuras. A fragho mais apolar (PFD-14.17
(4) - 6 mg) apés C.C.P. (eluigio continua por 2 horas com CHCl,/MeOH 2%) fornecen os
isoflavondides 9 (2,0 mg, impuro, na forma de cristais marrons) e 10 (2,0 mg, como um 6leo
amarelo) além de tragos de 6. A fragdo mais polar (PFD-14.17 (3) - 5,0 mg) ap6s C.C.P.
(eluigiio continua por 2 horas com CHC1,/MeOH 2%) fomeceu o isoflavonéide 8 (2,0 mg,
cristais marrons).

PF: 190-194 °C (decomposigo) (Lit.: 190-2 °C)>*
Espectro de Massa de 9 (E.25): M* 352 (69), m/z (%), 337 (17), 309 (12), 194 (100), 179
(21), 166 (50), 151 (13).
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Espectro de RMN-H de 9 (CDCl,, E.26)-

H S (ppm) multiplicidade | J (Hz)
4 7,86 s
5 7,70 s
8 7,51 s
3! 6,64 s
6' 6,98 s
o 7,70 d Jo-8 =2,24
B 6,84 dd I8 =2,24,J3_g=1,02
2'-OMe 3,94 s
4'-OMe 3,82 s
5'-OMe 3,78 s

Espectro de Massa de 10 (E.27): M* 410 (11), m/z (%), 208 (100), 207 (35).
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Espectro de RMN-1H de 10 (CDCl,, E.28):

H S (ppm) multiplicidade | J (Hz)
1 6,54 s
4 6,48 s
10 6,50 d J10-11 =80
11 7,84 d J11-10=8,0
6 4,55 m
6a 4,55 m
4'ax 2,93 dd J=8,01,J=7,94
4'eq 3,29 dd J9,76,3=9,76
5 5,23 t J5 4=9,0
7' 4,94 s
5,06 s
8 1,77 s
2-OMe 3,82 s
3-OMe 3,73 s
12a-OH 4,55 m

Isoflavondide 11: A fragio PFD-19

(11,7 mg) ap6s purificagiio por C.C.P. (eluigfio continua por 3 horas com CHCl,/MeOH 2%)
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forneceu a substéncia 11 impura. Apoés sucessivas C.C.P. (CHCl,/MeOH 2%) obteve-se o
isoflavonoide 11 (4,0 mg, cristais amarelo-escuros contaminados com um 6leo).

PF: 190,0-194,0 °C (Lit.: 190,0-190,5 °C; 191-2 °C)62.68

Espectro de Massa de 11 (E.29): M* 352 (100), m/z (%), 337 (17), 321 (20), 309 (14).
Espectro de U.V. de 11 (E.30): ,,,,°5%, (log ) om: 298,0 (4,12), 237,5 (4,54).

Espectro de LV. de 11 (E.31): v,,,, X8 (cmr?): 3443 8, 1636,0 (C=0), 1611, 1524,7, 1511,1,
1471,7 (C=C).

Espectro de RMN-'H de 11 (CDCI,, E.32):

H 3 (ppm) multiplicidade | J (Hz)
2 8,05 s
5 8,56 5
8 7,59 5
3! 6,64 s
6' 6,97 s
o 7,74 d Jo—8 =230
B 6,92 dd Ig—o =2,30, 3.8 =0,93
2'-OMe 3,94 8
4'-OMe 3,87 s
5'-OMe 3,79 s
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Espectro de RMN-12C de 11 (CDCl,, E.33):

C 3 (ppm) C 5 (ppm)

2 154,87 CH 5 143,32 C
3 120,96 C 6 115,32 CH
4 177.06 C=0 4a 112,42 C
5 119,17 CH 8a 154,49 C
6 126,34 C o 147,69 CH
7 157,57 C 8] 107,25 CH
8 100,01 CH 2'-OMe 56,99 CH,
1 112,92 C 4'-OMe 56,68 CH,
2! 152,20 C 5'-OMe 56,29 CH,
3! 98.46 CH

4 147,64 C
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Pachyrhyzus tuberosus (Lam.) Spreng. (sementes vermelhas)

As sementes (25,0 g) de P. tuberosus
(coletadas na Seglo de Fisiologia Vegetal - 1LB./UNICAMP, em 07/91), foram secas em
estufa a 45 °C, moidas e extraidas a quente, em Soxhlet, primeiramente em éter de petroleo
(20 horas) e em seguida em CH,Cl, (19 horas). O extrato obtido em CH,C1, foi concentrado
até secura (0,46 g), 0,40 g sendo dissolvido em CH,Cl, e adicionado a uma coluna
cromatografica (50 em x 4,5 cm) empacotada com 25 g de silica gel 60, eluida com um
gradiente de solventes de polaridades crescentes:

Eluente Frac8es Reunifo das Frages | Massa (mg)

CHClL, 1-60 1-3(PTV-1) 4,82
CH,C1,/MeOH 1% 61-90 4-7(PTV-2) 17,58
CH,,C1,/MeOH 3% 91-104 8-10(PTV-3) 26,40
CH,CL,/MeOH 5% 105-121 | 11-13(PTV-4)* 14,62
CH,CL,/MeOH 10% 122-140 14-17(PTV-5)* 42,12
CH,CL/MeOH 20% |  141-148 18-20(PTV-6)* 36,48
21-37(PTV-7)* 60,90

38-39(PTV-8)* 2,98

40-46(PTV-9)* 5,00

47-63(PTV-10)* 6,03

64-79(PTV-11)* 2,72

80-86(PTV-12)* 46,61

87-90(PTV-13) 4,75

91-94(PTV-14) 3,18

95-99(PTV-15) 7,47

100-106(PTV-16) 4,91

107-114(PTV-17) 545

115-122(PTV-18) 2,50
123-133(PTV-19) 14,96

134-144(PTV-20)
145-148(PTV-21)
T =309,48

*Fra¢8es estudadas
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Isoflavondides 1 e 2: A fraglio PTV-4
(14,62 mg) apés a purificagio por C.C.P. (eluida com CHCL,), fomeceu os isoflavonéides 1
(6,0 mg, cristais incolores) e 2 (4,0 mg, cristais amarelo-palidos).

Isoflavondides 3 e 4: A fragio PTV-5
(42,1 mg) foi submetida 4 C.C.P. (eluig&o continua por 1 hora com CHCL,), sendo isolados
os isoflavonoides 3 (3,0 mg, na forma de cristais amarelo-escuros) e 4 (27,2 mg, como
cristais amarelos).

Isoflavondides 12 e 4: As fragdes PTV-6
e PTV-7 foram reunidas em uma nova fragéio - PTV-6.7 (97,30 mg). Da C.C.P. (eluigo
continua por 2 horas com CHCl,) foram isolados o isoflavondide 12 (1,56 mg, como um
dleo amarelo escuro) e em maior quantidade o 4 (49,0 mg, na forma de cristais amarelos).

Espectro de Massa de 12 (E.34): M*- 366 (44), m/z (%), 321 (100%).

Espectro de U.V. de 12 (E.35): A, CHC, (log €) nm: 333,5 (3,95), 288,5 (3.45), 240,8
(4,26).

Espectro de 1.V de 12 (E.36): v,,,,, KB (cmy!): 1627,9, 1504,3, 1486,0, 1464,0 (C=C), 1192,3,
1168,5, 1126,9 (C-O-C), 908,7 (C=C-H).

Espectro de RMN-'H de 12 (CDCl,, E.37):
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H 8 (ppm) multiplicidade | J (Hz)

2 5,97 s

4 6,97 8

5 7,36 B

8 7,17 ]

3 6,58 8

6 6,92 8

o 7,52 d Jo-B8 = 2,24
6,70 dd Ig— =2,24,J3-8g=1,3

1" 5,95 s

2" 3,69 dq Jan3e =175
3,91 dq Jongn=75

3" 1,16 t J3ngn=75

2'-OMe 3,79 s
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Espectro de RMN-13C de 12 (CDCl,, E.38):

C 8 (ppm) C S (ppm)

2 97,52 CH 4a 118,88 &
3 119,10 C 8a 155,33 C
4 118,76 CH o 144 47 CH
5 124,93 CH B 106,46 CH
6 121,95 C 1" 101,38 CH,
7 152,68 C 2" 63,80 CH,
8 99,71 CH 3" 15,20 CH,
1 128,99 C 2'-OMe 56,60 CH,
2 147,87 C

3 95,27 CH

4' 144,47 C

5 141,52 C

6' 109,13 CH

Isoflavonéides 4, 6 ¢ 8. As fragBes
PTV-8, PTV-9, PTV-10 e PTV-11 foram agrupadas numa nova fraglo - PTV-8.11 (18,75
mg), a qual foi submetida &4 C.C.P. (eluigdio continua por 2 horas com CHCL). Foram
isolados os isoflavondides 4 (3,11 mg, como cristais amarelos), 6 (8,07 mg, como cristais
mcolores) e 8 (2,80 mg, como cristais amarelo-escuros).

Isoflavondides 6, 8 e 10: A fragHo
PTV-12 (46,0 mg) foi inicialmente submetida a4 C.C.P. (elvig8o com CH,CL/MeOH 5%).
Foram obtidas 7 fragBes com um grau de pureza insatisfatéorio. Estas fracdes foram
reagrupadas e submetidas a uma nova C.C.P. (eluigfo continua por 3 horas com CHCIL,).
Foram isolados os isoflavoné6ides 6 (6,69 mg, como cristais incolores), 8 (4,58 mg, cristais
marrons) e 10 (4,77 mg, como 6leo amarelo).
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Pachyrizus ahipa (Wedd.} Parodi

As sementes (192,8 g) de P. ahipa
(coletadas na Seg#io de Fisiologia Vegetal do ILB./UNICAMP em 09/91) foram secas a 45
°C, moidas e extraidas a quente, em Soxhlet, primeiramente em éter de petroleo durante 64
horas, ¢ em seguida em CH,Cl, durante 75 horas. O exirato em CH,Cl,, ap6s a
concentragfio, forneceu 21,0 g de extrato bruto.

O extrato em CH,CL, foi submetido a
uma tentativa de desengorduramento. Foi colocado sob refluxo durante 1 hora em 200 ml de
éter de petroleo. Apos o esfriamento, foi filtrado o material e verificou-se que tanto a fraglio
éter de petrdleo como a de CH,Cl, continham as mesmas substéncias (apds comparagiio por
C.CF.). As duas fragSes foram reunidas, concentradas, dando um extrato vinico (1593 g) e
que continha um alto teor de 6leo.

A soluglo concentrada do extrato em
CH,Cl, (15,8 g) foi adicionada a uma coluna (70 cm x 7,0 cm) empacotada com 420 g de
silica gel 60, eluida com um gradiente de solventes de polaridades crescentes:
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Eluente FracBes | Reunilio das FragBes | Massa (mg)
E.P./CH,Cl, 50% 1-7 1-3(PAD-1) 449
EP./CH,Cl, 75% 8-15 4-9(PAD-2) 9669,3

CH.Cl, 16-50 10(PAD-3) 258,6

CH,Cl1,/MeOH 1% 51-58 11-12(PAD-4) 2817
CH,C1,/MeOH 2,5% 59-65 13-16(PAD-5)* 2242
CH,C1,/MeOH 5% 66-74 17-20(PAD-6) 2477
CH,C1,/MeOH 10% 75-81 21-25(PAD-7)* 231,5
CH,Cl,/MeOH 25% 82-83 26-28(PAD-8) 194,1
CH,C1,/MeOH 50% 84-85 29-31(PAD-9) 193,0
MeOH 86 32-35(PAD-10) 140,0
36-48(PAD-11)* 101,3

49-58(PAD-12) 35,7

39-60(PAD-13) 4,5

61-65(PAD-14)* 17,0

66-70(PAD-15)* 125,1

71-73(PAD-16) 42,6

T4-78(PAD-17) 35,1

79-80(PAD-18) 22,6

81-83(PAD-19) 184

84-85(PAD-20) 34,7

86(PAD-21) 1558

T =12077.5
* Fra¢Oes estudadas

Isoflavontides 1, 2 e 3: A fragiio PAD-5
(224.0 mg) foi submetida & C.C.P. (eluig#o continua por 3 horas com CH,Cl,), resultando na
obtengo de 2 fragdes com um grau de pureza insatisfatério. Apods sucessivas C.C.P.
(eluigdio continua por 2 horas com CH,Cl,) obteve-se os isoflavonéides 1 (5,0 mg, como
cristais incolores), 2 (20,0 mg, como cristais amarelo—péhdos) e 3 (17,0 mg, como cristais
amarelo-escuros).

Isoflavondides 3, 4 e §: A fragfio PAD-7
(231,5 mg) foi submetida a C.C.P. (eluig&o continua por 2 horas com CHC1,), fornecendo os
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isoflavondides 3 (32,8 mg, como cristais amarelo-escuros), 4 (152,0 mg, como cristais
amarelos) e S (33,51 mg, como cristais amarelo-escuros).

Isoflavondides 4, 6, 8 e 10: A fragio
PAD-11 (115,0 mg) foi purificada por C.C.P. (eluigéo continua por 2 horas com CHCL,) e
isolou-se os isoflavonoides 4 (3,0 mg, como cristais amarelos), 6 (17,6 mg, como cristais
incolores), 8 (17,0 mg, como cristais marrons) e 10 (10,0 mg, contaminado com outra
substidncia nio identificada).

Flavontide 13: A fragio PAD-14 (17,0
mg) ap6s C.C.P. (eluighio com CHCl,) fornecen uma substincia muito polar na forma de
cristais vermelho-alaranjados (1,0 mg). Ao purificar a fragio PAD-15 por sucessivas C.C.P.
(eluigo com CHCL,), obteve-se o mesmo tipo de cristal vermelho-alaranjado (10,0 mg)
acompanhado de um éleo dificil de ser eliminado e por analises espectroscopicas mostrou
ser o flavonoide 13.

PF: 134-137 °C (Lit.: 187-8 °C)"3

Espectro de Massa de 13 (E.39): M* 324 (100), m/z (%), 269 (25), 204 (15), 189 (16), 161
(45), 149 (83), 147 (29).

Espectro de U.V. de 13 (E.40): 1, 5%, (log €) nm: 357,5 (3,68), 262,5 (3,60) e 230,5
3,76).

Espectro de LV. de 13 (E.41) v, CH.CL (em!): 3363,5 (O-H), 1627.8 (C=0), 1606,2,
1513,7 (C=C), 1169,9 (C-O-C).

Espectro de RMN-'H de 13 (CDCl,, E.42):
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H 3 (ppm) multiplicidade | J (Hz)

b 6,42 d J5i g =84

6 7,73 d J6.5'=8.9
2,6 7,57 d J26-35=8,6
3,5 6,88 d J3.5.06=8.6
o 7,47 d Jo-g=15,4
B 7.85 d Jgo =154
1" 3,48 d Jyrge =732
2" 5,30 m

4" 1,77 8

5 1,84 5
OH 6,15 5

JoHp) | 1385 s

Espectro de RMN-'H de 13 (CDCl,; + D,O, E.42a):

H | 3 (ppm) | multipli- | J (Hz) H | 3 (ppm) | multipli- | J (Hz)
cidade cidade
5' 6,42 d J5.6'=8,85 1" 3,48 d L LE A
6 | 7.73 d Jo.5=897 | | 2 | 531 m
26| 7,57 d Ty 61 =8,56 4" 1,77 ]
35| 6,88 d J3.51=8,62 5% | 1,84 g
o 7,46 d Jo- = 15,4
7,84 d |Jgg=15.4
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Espectro de RMN-13C de 13 (CDCl,, E.43):

C 8 (ppm) C 8 (ppm)
1' 114,46 C (o4 121,34 CH
2 161,80 C B 14422 CH
3 114,26 C 1" 21,82 CH,
4 164,15 C 2" 118,32 CH
5 107,91 CH 3" 130,06 C
6 129,41 CH 4" 17,99 CH,
1 128,36 C 5" 25,88 CH,

2,6 130,76 CH
4 158,21 CH

3.5 116,19 CH

" 192.47 C=0
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Pachyrhizus tuberosus (Lam.) Spreng. (sementes pretas)

As sementes (3,2 kg) de P. tuberosus
(coletadas em Lavras (MG) em 11/86), foram secas, moidas e extraidas em Soxhlet com éter
de petroleo, seguido por Et,O. O extrato etéreo foi seco com Na,SO, anidro, concentrado sob
pressdo reduzida e refluxado por 45 minutos com éter de petroleo para remogéio do material
graxo. Da fracho desengordurada (15,0 g), foram solubilizadas 5.0 g de material em Et,0. A
solugdio etérea foi adicionada 20 g de silica gel 60, obtendo-se assim uma suspensfio, a qual
foi colocada no topo de uma C.C. (70 cm x 7,0 cm) empacotada com 500 g de silica gel60 e
eluida com gradientes de solventes de polaridades crescentes:

Eluente FragBes | Reunifio das Fra¢Bes | Massa (mg)
E.P./CH,Cl, 50% 1-13 1(PTE-1) 20,1
E.P./CH,Cl, 75% 14-22 2(PTE-2) 60,1

CH.Cl, 23-50 3(PTE-3)* 16240

CH,CL/MeOH 1,5% |  51-71 4-5(PTE-4) 765,5
CH,C1,/MeOH 3% 72-82 6-9(PTE-5) 4427
CH,CL,/MeOH 5% 83-95 10-16(PTE-6) 333

CH,CL,/MeOH 10% 96-100 17-20(PTE-7) 21,5

CH,C1,/MeOH 50% 101-105 21-35(PTE-8) 83,3

MeOH 106-110 36-43(PTE-9) 22,1

44-61(PTE-10) 34,1
62-65(PTE-11) 49,3
66-70(PTE-12) 498
71-75(PTE-13) 53,0
76-77(PTE-14) 48,1
78-82(PTE-15) 96,7
83-87(PTE-16) 52,8
88-8%PTE-17) 273
90-93(PTE-18) 30,7
94-110(PTE-19) -

*Fracio estudada



PARTE EXPERIMENTAL - 132

Isoflavondides 14 e 12: A fracio PTE-3
(300 mg) foi submetida 4 CC.P. (eluigio continua por 2 horas em EP./CHCL 1:1). As
fragBes mais apolares foram novamente purificadas por sucessivas C.C.P. (E.P./CH,CL, 1:1),
obtendo-se o isoflavonoide 14 (17,0 mg, cristais vermelhos) e 12 (45,0 mg, 6leo amarelo).

PF: 124-127 °C
Espectro de Massa de 14 (E.44): M*- 308 (100) m/z (%), 293 (76), 265 (33), 154 (M*2, 17).
Espectro de U.V. de 14 (B.45): A, %5, (log &) nm: 354,6 (3,50), 340,6 (3,53), 293,0
(3,06), 260,5 (3,28) € 230,0 (3,49).

Espectro de IV de 14 (E.46): v, 5%, (em): 1623,0, 1504,1, 1487,5 (C=C), 11948,
1171,8 (C-O-C).

Espectro de RMIN-'H de 14 (CDCl,, E.47):

H S (ppm) multiplicidade | J (Hz)
3 7,27 d J37=08
4 7,65 s
7 7,60 d J7.3=0,8
3 6,89 8
6 7,55 8
o 7,61 d Jo-8=2,2
i} 6,81 dd IB-o=2,2,J5-7=10
1" 5,99 8
2'-OMe 3,95 B
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Espectro de RMN-13C de 14 (CDCl,, E.48):

C 8 (ppm) C 8 (ppm)
2 152,91 C 4 148,90 C
3 106,56* CH 5 141,90 C
4 111,07 CH 6' 104,69 CH
5 127,1 C 3a 124,90 C
6 153,6** C 7a 153,59%# C
7 95,2%%% CH o 145,21 CH
1’ 112,65 C B 106,55* CH
2 152,51 C 1" 101,72 CH,
3 94,08%%# CH 2'-OMe 56,47 CH,
*valores intercambisveis
** valores intercambiéveis

**%yalores intercambidveis
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Pachyrhizus panamensis Clausen

As sementes (4,0 g) de P. panamensis
(coletadas na Seglo de Fisiologia Vegetal - L B./UNICAMP em 07/92), foram secas a 45 °C,
moidas e extraidas a quente, em Soxhlet, primeiramente em éter de petroleo (7,0 horas) e em
seguida em CH,Cl, (27 horas). O extrato em CH,Cl, apés concentracho sob pressio
reduzida forneceu 0,40 g de material bruto, do qual 0,35 g foi solubilizado em CH,Cl, e
adicionado a uma coluna cromatografica (50 cm x 4,5 cm) empacotada com 38,0 g de silica
gel 60 eluida com gradientes de polaridades crescentes:

Eluente Frac8es Reunifo das Fracdes | Massa (mg)
CH.Cl, 1-6 1(PPD-1)* 178,80
CH,CL/MeOH 1% 7-10 2(PPD-2) 90,60
CH,CL,/MeOH 2,5% 11-13 3(PPD-3) 22,69
CH,CL,/MeOH 5% 14 4-5(PPD-4,5)* 17,70
CH,CL,/MeOH 10% 15 6-7(PFD-6,7)* 3,70
MeOH 16 8-9(PPD-8.9)* 8,0
10 (PPD-10) 10,4
11(PPD-11) 2.2
12(PPD-12) 2,1
13(PPD-13) 9.4
14(PPD-14)
15(PPD-15)
16(PPD-16)
*Fragdes analisadas

Isoflavondides 1, 2, 3 e 4: A fraclo
PPD-1 (178,8 mg) apés C.C.P. (eluigio com CH,CL,), forneceu os isoflavonéides 1 (2,9 mg,
cristais incolores), 2 (2,65 mg, cristais amarelo-escuros), 3 (2,82 mg, cristais amarelo-
escuros) e 4 (2,3 mg, cristais amarelos), além de uma grande quantidade de um éleo (133,73
mg).

Isoflavonébides 15, 10,1,2,3.4,6,¢ 8:
A fragio PPD-4,5 (17,7 mg) foi sumetida 4 C.C.P. (eluiglo continua por 2 horas com
CHCl,) e forneceu os isoflavonbides 1 (0,95 mg, cristais incolores), 2 (0,93 mg, cristais
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amarelo-palidos), 3 (0,3 mg, cristais amarelo-escuros), 4 (1,42 mg, cristais amarelos), ¢
(1,37 mg, cristais incolores), 8 (1,86 mg, cristais marrons). Além dessas substincias puras,
obteve-se também uma frag¥o polar (10,0 mg) contendo a mistura dos isoflavondides 10 e
15. Mesmo apds sucessivas C.C.P. em diferentes sistemas de solventes continuavam na
forma de uma mistura.

Espectro de RMN-'H de 15 (CDC,, E.49):

H S (ppm) multiphcidade | J (Hz)
1 6,55 ]
4 6,52 8
8 7,03 8
11 8,21 5
6 4,50 m
6a 4,50 m
o 7,56 d Jo-8 =23
B 6,75 dd J8-a=2.2,I3-8=0,93
2-OMe 3,80 )
3-OMe 3,70 s
OH 4,50 m
Espectro de CG-EM de 18 (E.50):

Ty (min) Pico Molecular (m/z) | Pico Base (m/z) | Substincia

32,391 368 208 15
25,086 410 208 10
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Isoflavonbides 11 e 16: A fragio PPD-
6.7 (4,0 mg) apresentava apenas a substincia 11 (4,0 mg, crisiais amarelo-escuros
contaminados com um 6leo). A fragiio PPD-8.9 (10,0 mg) foi submetida a4 C.CP. (eluiglio
continua por 4 horas com CHCL,), fornecendo os isoflavondides 16 (1,72 mg, cristais
amarelo-escuros) e 11 (1,42 mg, cristais amarelo escuros contaminados com um 6leo).

PF: 188 °C (Lit.: 194 °C; 190-1 °C)"8
Espectro de Massa de 16 (E.51): M* 342 (100), m/z (%), 327 (15), 311 (27).

Espectro de RMN-'H de 16 (CDCl,, E.52):

H 8 (ppm) multiplicidade | J (Hz)
2 7,95 8
5 8,20 d J5.6 =891
6 6,96 dd J6-5=891,J6.8=24
8 6,86 d Jg6=24
3 6,63 s
6' 6,95 8

OMe 3,93 8

OMe 3,92 s

OMe 3,86 s

OMe 3,78 8
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Anilise Quantitativa dos Componentes dos Extratos das Sementes de
Pachyrhizus

Extracdo dos isoflavonéides
Pachyrhizus ferrugineus

As sementes de P. ferrugineus (181 g,
coletadas na Seglio de Fisiologia Vegetal do LB./UNICAMP - 04/92), secas e moidas, foram
extraidas a quente, em Soxhlet, consecutivamente em éter de petréleo (30 horas) e em
CH,Cl, (100 horas). Apés concentraglio do extrato diclorometnico, obteve-se 6,1831 g de
material. Ao exirato concentrado adicionou-se éter de petroleo. Apos um periodo de Tepouso,

retirou-se o sobrenadante (CH,Cl,), concentrando-o e obtendo-se um extrato
desengordurado.

Pachkyrhizus ahipa

As sementes de P. ahipa (20 g,
coletadas na Seclio de Fisiologia Vegetal do 1.B./UNICAMP - 04/93), secas e moidas, foram
extraidas a quente, em Soxhlet, em éter de petroleo (6 horas) e em CH,Cl, (23 horas). O
extrato em CH,Cl, (1,2471 g) foi submetido ao processo de desengorduramento, que
consistiu na adiclio de éter de petroleo ao extrato concentrado Apés a formaclio de um
precipitado branco, o sobrenadante, (CH,CL,) foi retirado e concentrado.

Purificagiio dos padries

Os padrles foram purificados por
C.C.P. em silica gel P,;, e eluidos pelos seguintes sistemas de solventes:
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Padrlio Eluente
rotenona (6) CHCI,
pachyrhizina (4) CHCI,
neotenona (3) CHCl,

12a-OH-dolineona (§) | CHCl,
deidroneotenona (8) CHCly/MeOH 2,5%
dolineona (1) EP/AcOEt (90:10)

pachyrhizona (2) EP/AcOEt (90:10)

Purificacdio dos solventes

Os  solventes  utilizados  foram
previamente purificados, com excess#o da acetonitrila adquirida com o grau de pureza
HPLC. A 4gua (bidestilada, deionizada e filtrada) foi fornecida pelo Instituto de Biologia -
UNICAMP.

Os solventes usados em CLAE foram
previamente filtrados em filtros de teflon e degaseificados por aplicagfio de vacuo e ultrasom.

As solugdes utilizadas na CLAE foram
preparadas nas proporgdes de volume/volume, dentro do proprio cromatégrafo liquido,
através de suas bombas.

Preparo das solugies de padries para uso em CLAE

Todas as solugBes dos padrles foram
preparadas, utilizando-se baldes volumétricos (10 ml, 5 ml e 2 ml) e pipetas volumétricas (2
ml) e usando como solvente a acetonitrila. Estas solugSes foram filtradas em filiros especiais
(Millipore) (tabela 22).
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Tabela 22 - Preparaglio das solugSes dos padrBes para as curvas de calibraglio.

Padriio Massa (mg) | [C] (mg/ml)
rotenona 0,90 0,180
pachyrhizina 0,87 0,174
12a-OH-dolineona 1,00 0,200
neotenona 1,00 0,200
€rosona 0,50 0,100
dolineona 0,50 0,100
pachyrhizona 0,50 0,100
deidroneotenona 0,83 0,166

As outras solugdes, também utilizadas
nas curvas de calibragéo, foram feitas por diluigio a partir das solugSes acima ([C]), estando
nas seguintes concentrag3es (tabela 23).

Tabela 23 - Diluig8es das solugBes dos padries

Padriio () [cM [c™)
rotenona 0,090 0,036 -
pachyrhizina 0,087 0,035 -
12a-OH-dolineona 0,020 0,004 -
neotenona 0,040 0,020 0,004
erosona 0,020 0010 | -
dolineona 0,050 - -
pachyrhizona 0,050 0,020 -
deidroneotenona 0,004 - -

Preparo das solugdes dos extratos

Todas as solugBes dos extratos foram
filtradas em filtros especiais (Millipore), afim de evitar contaminaglio da coluna. Preparou-se
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as solugdes, dissdlvendo—se 0s extratos em acetonitrila, com o auxilio de balSes volumétricos
(5 ml) (tabela 24).

Tabela 24 - Preparacgfio das solugBes dos extratos

Extrato Massa (mg) [C] (mg/ml)
P. ferrugineus 1,17 0,234
P. ahipa 1,40 0,280

Curva de calibracio dos padries

Injetou-se 10 pl de todas as solugdes
padrBes (em vérias concentragBes: C, C', C" e C™), em fase mével composta por
acetonitrila/H,O (45:55) e fluxo de 1,5 ml/min, obtendo (iabela 25):
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Tabela 25 - Concentragdes das solug3es de padrdes empregadas na obtenglio das curvas de

calibraglio
Padréio [] mg/ml Figura Curva de Calibragéio

rotenona 0,180 12 Figura 8
0,090 12
0,036 12

0,174 13 Figura 8
0,087 13
0,035 13

12a-OH-dolineona | 0,200 14 Figura 9
0,020 14
0,004 14

neotencna 0,200 15 Figura 9
0,040 15
0,020 15
0,004 15

erosona 0,100 16 Figura 10
0,020 16
I 0,010 16

l dolinecna 0,100 17 Figura 10
0,050 17

I deidroneotenona 0,166 18 Figura 11
0,040 18

O padriio pachyrhizona foi injetado e
eliido em fase mével acetonitrila/H,0 (55:45), num fluxo de 1,5 ml/min (tabela 26):
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Tabela 26 - ConcentragSes das solugdes do padriio pachyrhizona, usadas na obtencfio da

curva de calibragio.
Padrfio [ } mg/ml Figura Curva de Calibragfio
pachyrizona (8-OMe- | 0,100 19 Figura 11
dolineona)
0,050 19
0,020 19

Curva de calibracio dos extratos
Para cada experimento em que se obteve
as curvas de calibragio, injetou-se 10 pl dos extratos. Os extratos eluidos em
acetonitrila/H,O (45:55) s#o (tabela 27):

Tabela 27 - Relaglio dos experimentos em que se obteve as curvas de calibragio dos extratos.

Extrato Figura Experimento
P. ahipa 20 1
P. ferrugineus 20 1
P. ahipa 21 2
P. ferrugineus 21 2
P.ahipa 22 3
LP- ferrugineus 22 3

Os extratos eluidos em acetonitrila/H,O
(55:45) sdo:

Extrato Figura Experimento
P. ahipa 23 4

L. ferrugineus 23 4
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Tentativa de Sintese da 3-Fenilcumarina 9 e do 2-etoxiflaveno 130
Obtencio de 6-benziloxicumarano 132.

Benzilac#o de 2,6-dihidroxibenzaldeido:

A mistura de 2,6-dihidroxibenzaldeido
(1,63 g) e K,CO, anidro (3,04 g) dissolvida em 30 ml de acetona anidra, foi adicionado
lentamente e sob agitaglio constante brometo de benzila (1,4 ml). A agitaghio foi mantida
durante 3 horas, seguida por mais 4 horas de refluxo. O produto da reagfio foi extraido com
Et,0, seco com Na,SO, anidro e concentrado até a secura fornecendo 1,355 g de produto
bruto (61,5%) que n#o foi submetido a processo de purificagfo.

Espectro de massa de 6-benziloxi-2-hidroxibenzaldeido (120) (E.1): M* 228 (26,3), m/z
(%), 91 (100).

Espectro de U.V. de 120 (E.2): A, 5%, (log ) nm: 316,0 (3,55), 279,5 (3.96), 239,5
(3.58). ‘

Espectro de LV. de 120 (E.3): v, S5, (cm!): 3500-2550 (O-H), 1631,8 (C=0), 1574,4 ¢
1505,5 (C=C). |

Espectro de RMN-'H de 120 (CDCl,, E.4):

‘.
l. A i cHo. A 2 0OH
3 8
m(j: 5 3 H
5 4 z
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[ H 5(pm) | multiplicidade | J (Hz)
! 1 6,51 d J1.5=2,40
4 7,43 d J4.5 =870
5 6,63 dd J5.4 =8,70, J5.9 = 2,40
Fenil 7,36 m
1" 5,10 8
H(ald) 9,72 s
|_OH(pte) 11,47 s

Espectro de RMN-1C de 120 (CDCL,, E.5):

C S (ppm) C 8 (ppm)

1 101,7 CH -1 135,75 C
2 166,04 C 2'6' 128.81 CH
3 11539 C 4 128,46 CH
4 135,38 CH 35 127,59 CH
5 108,95 CH 1" 70,36 CH,
6 164,58 C 2" 194,38 CHO

Eterifica¢iio de 6-benziloxi-2-hidroxibenzaldeido:

A L1199 g de 6-benzloxi-2-
hidroxibenzaldeido foi adicionado 1,159 g de K,CO; anidro e 25 ml de acetona anidra. A
esta mistura, sob agitagdo, acrescentou-se lentamente 0,6 ml de bromoacetato de etila. A
soluglo ficou sob refluxo por 1 hora e foi extraida em Et,0O, seca em Na,SO, anidro e
concentrada sob pressfio reduzida. Ap6s purificagiio por C.C.P. (eluigo em hexano/acetato
de etila 30%0) obteve-se 0,329 g de produto puro (18,7%).

PF: 85-88 °C
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Espectro de massa de 6-benziloxi-2-fenoxiacetatobenzaldeido (121) (E.6): M+ 314 (4), m/z
(%), 91 (100).

Espectro de U.V. de 121 (E.7): A,,,C5, (log 6) nm: 305,9 (3,9), 273,0 (4,16), 238,0
(3.68).
Espectro de LV. de 121 (B8): v,,,SH,%, (em?): 1757,0 (C=0), 1677,5 (C=0), 1602,2
(C=0).

Espectro de RMN-'H de 121 (CDCl,, E.9):

dcmo\qojmc"—ocmcna

H 5 (ppm) multiplicidade | J (Hz)
1 6,40 d J1.5=2,1
4 7,84 d J4.5=8,74
5 6,67 dd J5.4=8,74,15.1=2,10
Fenil 7,38 m
1" 5,10 8
3" 4,69 s
5" 4,27 q Jsngn=17,1
6" 1,30 t Jer.50=17,1
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Espectro de RMN-13C de 121 (CDCl,, E. 10):

C S (ppm) C 8 (ppm)
1 99,91 CH 4 128,43 CH
2 165,01 C 3.5 127,57 CH
3 119,67 C 1" 70,46 CH,
4 130,70 CH 2" 188,16 CHO
5 107,56 CH 3" 65,61 CH,
6 161,80 C 4" 168,01 C=0
1 135,17 C 5" 61,65 CH,
2'.6' 128,77 CH 6" 14,13 CH,

Hidrélise de 6-benziloxi-2-fenoxiacetatobenzaldeido:

A mistura de 0,280 g de 6-benziloxi-2-
fenoxiacetatobenzaldeido e de 5,6 ml de NaOH 2N foi aquecida, sob refluxo, por 30
minutos. Sob resfriamento, o sal de s6dio cristalizado foi filtrado, e a seguir dissolvido em
um minimo de H,O e acidificado com HCI IN. Os cristais formados (amarelos) foram
filtrados e lavados com H,0, deixados no dessecador a vacuo, fornecendo 0,131 g do acido
6-benziloxi-2-fenoxiacéticobenzaldeido (49,64%).

PF: 118-121 °C (Lit.: 147,0-148,0 °C)2?

Espectro de massa de 4cido 6-benziloxi-2-fenoxiacéticobenzaldeido (122) (E.11): M* 286
(5), m/z (%), 91 (100).

Espectro de U.V. de 122 (E.12): A, CH%, (log €) nm: 303,8 (4,12), 273,5 (4,33).

Espectro de LV. de 122 (E.13): v, %%, (em): 1710,7 (C=0), 1676,5 (C=0), 1600,9
(C=C).



— e e o e e e e o v e = e

- W e e we wr we e e e e e ww e e e e e e e

PARTE EXPERIMENTAL - 147

Espectro de RMN-'H de 122 (CDCl,, E. 14):

o
, T ; > |
1., CH, OCH,C—0OH
3 P> .
O: DI:%/H
5 4 z
| !

H 8 (ppm) multiplicidade | J (Hz)
1 6,48 d J15=2,15
4 7,76 d J4-5=8,6
5 6,75 dd J5.4=8,6,J5.1=2,15
Fenil 7,39 m
1" 5,18 s
2" 10,38 8
3" 4,71 ]
Espectro de RMN-13C de 122 (E.15):
C 3 (ppm) c 8 (ppm)
1 101,40 CH 2'6' 128,91 CH
2 165,44 C 4 128,83 CH
3 119,54 C 3.5 128,63 CH
4 134,55 CH 1" 70,65 CH,
5 108,30 CH 2" 189,68 CHO
6 160,67 C 3" 66,10 CH,
1 135,60 C 4" 170,07 C=0
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Ciclizag¢do/Descarboxilacdo de 4cido 6-benziloxi-2-fenoxiacético-
benzaldeido:

" Ao écido 6-benziloxi-2-fenoxiacético-
benzaldeido (0,131 g) foi adicionado 0,40 g de NaOAc anidro e 5,0 ml de anidrido acético
recém destilado. A mistura foi aquecida e mantida sob refluxo (em banho de 6leo) e agitagio
por 1 hora. Ap6s resfriamento, a mistura foi vertida em H,0 (10 ml), o produto extraido com
Et,0 e o extrato foi agitado com H,0. A fase aquosa foi adicionado NH, aquoso. O sal de
amdbnio foi separado e filtrado e a seguir acidificado com HCI 10%, fornecendo 0,018 g de
um produto cristalino que mostrou ser o acido 6-benziloxicumarona-2-carboxilico (14,55%).
A soluglio etérea foi seca com Na,SO, anidro, concentrada sob pressfo reduzida e o residuo
submetido 4 C.C.P. (eluichio com hexano/acetato de etila 30%) e obieve-se a 6-

benziloxicumarona (39,0 mg - 37,28%).

Espectro de massa de 6-benziloxicumarona 123 (E.16): M* 224 (21), m/z (%), 91 (100).
Espectro de U.V. de 123 (E.17): 1,,,, %57, (log €) nm: 287,0 (3,77), 247,3 (4,11).
Espectro de LV. de 123 (E.18): v, °H,0, (cm™?): 1623,3, 1489,5 (C=C), 1154,2 (C-O-C).

Espectro de RMIN-'H de 123 (CDCl,, E.19):

1" 1
£ . CH,0._ _A7a0
30/ mz
6
ke & 5 reamk |
5 4

H 8 (ppm) multiplicidade | J (Hz)
4 7,45 d J4.5=84
5 6,96 dd J5.4=8,4,J57=22
7 7,10 d J7.5=22
Fenil 7,36 m
2 7,51 d Jp.3=22
3 6,67 dd J3.2=22,13.7=1,02
1" 5,08 8
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Espectro de RMN-13C de 123 (CDCl,, E.20):

C 5 (ppm) C 5 (ppm)
2 144,23 CH 3a 120,98 C
3 106,35 CH 7a 157,17 c
4 121,24 CH 1 137,03 c
5 112,65 CH 2.6' 128,65 CH
6 155,92 c 4 128,05 CH
7 97,24 CH 3.5 127,56 CH
1" 70,54 CH

Espectro de RMN-'H de 4cido 6-benziloxicumarona-a-carboxilico (131) (CDCl,, E.21):

z r 7 z
3 1 CHZO 0. 2_.CO0OH
5 4

H 8 (ppm) multiplicidade | J (Hz)
4 7,55 d J4-5=8,7
5 7,12 dd J5.4=8,7,J57=2,1
7 7,03 d Jr.5=2,1
Fenil 7,39 m
3 7,53 d J3.7=08
1" 5,12 C
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Espectro de RMN-!C de 131 (CDCl,, E.22):

C 3 (ppm) C 5 (ppm)

2 162,90 C 7a 159,70 C

3 115,05 CH v 136,39 C
{4 123,25 CH 26 128,70 CH
HE 114,73 CH 4 12860 | CH

6 157,23 C 35 127,55 CH

7 97,03 CH 1" 70,56 CH,

3a 120,56 C 2" 174,44 =0

Reducédo de 6-benziloxicumarona:

6-benziloxicumarona (0,039 g) foi
dissolvida em 10 ml de acetato de etila, e em seguida adicionou-se Pt/C 0,03 g, 10%). O
frasco foi agitado em atmosfera de H,, a temperatura e presso ambientes por 2 horas. A
mistura reacional foi filtrada em coluna de celite (para reter o carvio); a solugfo em acetato
de etila foi concentrada e purificada por C.CP. (eluicio continua por 2 horas com
hexano/acetato de etila 15%). Isolou-se o 6-benziloxicumarano 0,0164 g - 41,68%).

Espectro de massa de 6-benziloxicumarano (132) (E.23): M* 226 (29), m/z (%), 91 (100).
Espectro de U.V. de 132 (E.24): Anax B¢ (log &) nm: 288 (3,99), 240,8 (3,83).
Espectro de LV. de 132 (E.25): v, . 8,01, (cm!): 1621,2, 1595,6 (C=C), 1182,0 (C-O-C).

Espectro de RMN-H de 132 (CDCl,, E.26):

o 1.
3
g5
5 4

Bl
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H & (ppm) multiplicidade | J (Hz)
4 7,05 d J4.5 =891
5 6,47 m
7 6,47 m

Fenil 7,37 m
2 4,57 t J2.3=8,78
3 3,13 t J3.0=8,78
1" 5,02 8

Espectro de RMN-13C de 132 (CDCls, E.27):

C S (ppm) C 3 (ppm)

2 72,00 CH, Ta ( 161,25 C
3 29,06 CH, I’ 137,08 C
4 124,75 CH 2'6' 128,52 CH
5 106,75 CH 4' 127,86 CH
6 159,40 C 3.5 127,41 CH
7 97,17 CH 1" 70,25 CH,
3a 119,09 C

Obtencéio de S-formil-6-hidroxicumarano (88)

Formilacio de resorcinol

Em um balfio de 500 m! contendo 15 g
de resorcinol foi adicionado 150 ml de CH,Cl, recém destilado e 17,0 ml de formanilida.
Sob agitagsio acrescentou-se 13,0 ml de POCl,. A seguir, aqueceu-se a mistura a 40 °C por 5
horas. Com a ajuda de um funil de adigfio foi adicionado uma solug#io de NaOH 10% (=
70,0 ml), durante 3 horas, a 50 °C e sob agitagio. Apos resfriamento, a reacdo foi
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neutralizada com solugio de H,SO, a 10%. Separou-se a fase orgnica e extraiu-se a fase
aquosa com CH,Cl,. Os dois extratos em CH,Cl, foram agrupados, secos com Na,SO,
anidro e concentrados. Obteve-se 17,0 g de produto bruto (90%). Tentou-se obter o 2,6-
dihidroxibenzaldeido através da recristalizaclio em éter etilico/éter de petrdleo 1:1. Os
cristais precipitados foram filtrados e secos em dessecador & vacuo. O sobrenadante foi
concentrado e tentou-se recristaliza-lo em éter etilico/éter de petrdleo 1:1. Obteve-se cristais
juntamente com um 6leo. Tanto os cristais (3,5 g) como o sobrenadante (10,0 g), continam o
mesmo 6leo. Através da C.C.P. (eluig#io com CHCIly/MeOH 2%) do produto bruto (0,10 g) e
identificacio por métodos especroscopicos, a mistura reacional mostrou-se constituida por
2,6-dihidroxibenzaldeido e formanilida.

Espectro de LV. de 2,6-dihidroxibenzaldeido (95) (E.28): v, X® (cm): 3400-3100 (O-H),
1633,0 (C=0), 1581,0, 1497,9 (C=C).

Espectro de RMN-1H de 95 (CDCl,, E.29):

Ho. _\ 2 oH
3
5 3 _H
4
o)
H 8 (ppm) multiplicidade | J (Hz)
1 6,39 d 1.5=22
4 7,42 d J4-5=85
5 6,49 dd J5.4=85,J5.1=2,2
H(ald) 9,70 8
OH(pte) 11,43 s
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Benzilacdo de 2,6-dihidroxibenzaldefdo

Ao 2,6-dihidroxibenzaldeido em mistura
com a formanilida (3,35 g) foram adicionados 1,67 g de K,CO, anidro e 30 ml de acetona
anidra. Sob agitag#io e banho de gelo, acrescentou-se 1,4 ml de brometo de benzila, ficando
durante 2 horas sob agitagio e em seguida em refluxo por 4 horas. O produto da reagio foi
extraido com Et,0, seco com Na,SO, anidro e concentrado, fornecendo 2,50 g de produto
benzilado bruto (45,21%), que foi submetido & proxima reag#io sem qualquer tratamento.

Eterificacfio de 6-benziloxi-2-hidroxibenzaldeido

Ao produto benzilado (2,5 g) em
mistura com 1,95 g de K,CO, anidro e 30 ml de acetona anidra foi adicionado, sob agitagio
e banho de gelo, bromoacetato de etila (1,0 ml). Apés 1 hora de refluxo, o produto foi
extraido com Et,0, seco com Na,SO, anidro e concenirado, obtendo-se 1,186 g de produto
bruto. Apés purificagio por C.C.P. (eluigdo com CHCL,), isolou-se 1,140 g de produto puro,
identificado como 6-benziloxi-2-fenoxiacetatobenzaldeido (= 33%).

Hidrélise do 6-benziloxi-2-fenoxiacetatobenzaldeido

A soluglio de 20 ml de NaOH 2N foi
adicionada a um balfio de 50 ml contendo 1,14 g de 6-benziloxi-2-fenoxiacetatobenzaldeido
e foi mantida sob agitaglio e refluxo por 1 hora. Apds resfriamento, os cristais formados
foram filirados e a seguir acidificados com HCl 10%. O produtio na forma de cristais
amarelos foi filirado a vacuo e seco em dessecador a vacuo, fornecendo 0,820 g de acido 6-
benziloxi-2-fenoxiacéticobenzaldeido (78,97%).

Ciclizacio de acide 6-benziloxi-2-fenoxiacéticobenzaldefdo

A mistura de 0,810 g de dcido 6-
benziloxi-2-fenoxiacéticobenzaldeido, NaOAec (2,50 g) e anidrido acético recém destilado
(15 ml) foi deixada em refluxo e agitachio por 1 hora. Apos destilachio do excesso de
anidrido, foi adicionado H,O 4 reaglio. A extragfio foi feita com CHCl,, seguida pela
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secagem com Na,S0, anidro e concentragio. Apés purificagdo por C.C.P. (eluicio com
CHCI,), obteve-se 0,435 g de 6-benziloxicumarona (68,57%)

Redu¢do de 6-benziloxicumarona

Em um frasco conendo MeOH (10,0 ml)
foi adiciondo 6-benziloxicumarona (0,435 g) e um excesso de catalisador Pd/C. Sob
temperatura ambiente e pressfo de 20 psi e em atmosfera de H,, durante 40 minutos, obteve-
se a mistura de 2 produtos. A soluglo metanolica foi filtrada em coluna empacotada com
Celite. O filtrado foi concentrado sob pressfio reduzida e o residuo purificado por C.CP.
(eluicio com CHCL/MeOH 3%). A fraglio apolar foi identificada como sendo o 6-
hidroxicamarano (0,235 g - 88,9%) e a polar como 6-hidroxi-5-metanohidroxicumarano
(0,025 g - 9,47%).

Espectro de RMN-'H de 6-hidroxicumarano 134 (CDCl,, E.30):

7

73 H
R 6
3 e 5

4

H & (ppm) | multiplicidade | J (Hz)
2 4,55 t Jp3=80
3 3,07 t J3.5=80
4 6,96 d J4.5=86
5 6,38 dad J5.4=8,6,J5.9=2,0
7 6,96 d J7.5=20
O-H 6,20 sl
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Espectro de RMN-13C de 134 (CDCl,, E.31):

& (ppm)

72,11

28,89

125,13

107,38

161,17

97,71

WiIN |l W] O

118,76

~J
-

156,25

alel@lal@18 8|8

Espectro de RMN-'H de 6-hidroxi-5-metanohidroxicumarano 135 (CDCl,, E.32):

4

, :o: :s:o
3
S CH,OH

H 8 (ppm) | multiplicidade | J (Hz)
2 4,56 t Yo =87
3 3,10 t Ig—o=8,7
4 6,85 5
7 6,38 s
I 4,76 s

O-H 1,61 sl
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Espectro de RMN-13C de 135 (CDCl,, E.33):

8 (ppm)
71,98

28,87

123,91
118,91
161,49
98,55
116,83
156,70
64,37

Wi el w]l N O

~]
»

Blole|Bne 28] 8

[ ]
-

Formilac#io de 6-hidroxicumarano

Em 20 m! de CH,Cl, recém destilado foi
dissolvido 0,235 g de 6-hidroxicurnarano. Sob agitagio constante foram adicionados
formanilida (0,2 ml) e POCl; (0,2 ml). A mistura reacional foi deixada em refluxo por 4
horas. Em seguida foi adicionada durante 3 horas, com o auxilio de um funil de adicéo,
NaOH 10% (= 10,0 ml), a 50 °C. Ap6s o esfriamento, a reaglo foi neutralizada com H,S0,
10% A. camada orgénica (CH,CL) foi separada e a fase aquosa extraida com CH,Cl,. As
fases orghnicas foram reunidas, secas com Na,SO, anidro, concentradas e o residuo
submetido & C.C.P. (eluigfo continua por 2 horas com CH,C,). Foi purificado e identificado
o 5-formil-6-hidroxicumarano (0,0752 g 26,57%).

PF: 92,0-94,0 °C

Espectro de massa de 5-formil-6-hidroxicumarano (88) (E.34): M* 164 (89), m/z (%), 163
(100).

Espectro de U.V. de 88 (E.35): A, CHCl; (log &) nm: 328,6 (3,77), 285,2 (3,98), 246,0
3,97).

Espectro de 1.V. de 88 (E.36): v, K& (cm?): 3422,2-2744,4 (O-H), 1640,1 (C=0), 15802,
1484,9 (C=C).
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Espectro de RMN-'H de 88 (CDCl,, E.37):

H S (ppm) | multiplicidade | J (Hz)
2 4,68 t Jo.3=87
3 3,18 t J3.2 =87
4 7,29 s
7 6,36 ]
1 9,65 8
O-Hi(pte) 11,72 s
Espectro de RMN-13C de 88 (CDCl;, E.38):
c S (ppm)
2 73,24 CH,
3 29,77 CH,
4 129,80 CH
5 120,13 C
6 168,11 C
7 98,16 CH
3a 114,32 C
7a 165,38 C
I’ 194,16 CHO
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Obtengiio de 2,4,5-trimetoxifenilglicidato de sédio (127)
Tentativas de condensacio aldélica de 2,4,5-trimetéxibenzaldefdo

(A) A mistura de 2,4,5-trimet6xibenzaldeido
(0,10 g) e brometo de etila (0,1 ml) foram adicionadas em um bal#o que continha EtONa
(0,027 g Na/1ml EtOH anidro), sob argdnio e a temperatura de aproximadamente 0 °C, com
agitaglio constante, durante 10 minutos. A reaglio foi mantida a 0-2,0 °C, durante 2 horas e
mais 14 horas 4 temperatura ambiente, sempre com agitagio constante. A mistura reacional
foram adicionados H,O gelada (20,0 ml) e acido acético (0,15 ml), sendo extraida com Et,0
e seca com Na,SO, anidro. Apés a concentragfio e purificagio por C.C.P. (CH,CL,) o que se
obteve foi um derivado de acido cinAmico e nfo o epoxiester desejado.

Espectro de U.V. de 4cido 2,4,5-trimetéxicinAmico (136) (E.39): A, .5, (log &) nm: 406,8
(3.89), 275,0 (3,69), 240,5 (3,69).

Espectro de LV. de 136 (E40): v, %%, (cm?): 3444,4 (O-H), 1722,2, 1639 (C=0),
1600,2 e 1512,0 (C=C).

Espectro de RMN-'H de 136 (CDCl,, E.41):

MeO.

MeO 1
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H S (ppm) multiplicidade | J (Hz)
3 6,53 8
6 7,14 p
3 8,05 d J312=16,0
2 7,03 d J21.31= 16,0
OMe 3,95 S
OMe 3,91 5
OMe 3,90 8

Espectro de RMN-13C de 136 (CDCl,, E.42):

®)

C 3 (ppm)
1 115,72 c
2 154,31 C
3 96,98 CH
4 152,30 c
5 143,36 C
6 111,04 CH
3 137,53 CH
2" 124,04 CH
I 189,68 Cc=0
OMe 56,46 CH,
OMe 56,34 CH,
OMe 56,12 CH,

A mistura de 2,4,5-trimetoxibenzaldeido
(0,5 g) e de bromoacetato de etila foi adicionada durante 15 minutos ao EtONa ©,135 g
Na/5 ml EtOH anidro), a -10 °C, sob argénio e mantida sob agitacio por 2 horas a 0 °C ¢
por mais 2 horas a 20 °C. A mistura reacional foi tratada com a solugao de 4cido acético em
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égua gelada. (0,5 ml 4cido/20 ml H,O), extraida com Et,0, seca com Na,SO, anidro. Nao
houve formac#o de produtos.

©) A adiglio de 2,4,5-trimetéxibenzaldeido
(0,10 g) e de cloroacetato de metila recém destilado (0,08 ml) durante 15 minutos, a -10 °C e
sob agitac#io, ao balfio contendo MeONa (0,027 g Na/1 ml de MeOH anidro) formou uma
mistura branca pastosa. A reaglio ficou sob agitaghio a -5 °C por 2 horas. A seguir foi agitada
a T.A. por 22 horas, a 45 °C por 4 horas e em refluxo por 2 horas. O tratamento foi feito com
4cido acético em agua gelada (0,2 ml de acido/20 ml H,0) e a extragio foi feita com Et,Oe
seca com Na,S0, anidro. O material ap6s a concentragfio sob pressiio reduzida e purificagiio
por C.C.D. (CHCl,) forneceu um derivado do aldeido cinimico (10,0 mg, 8,83%).

Espectro de massa de aldeido 2,4,5-trimetéxicinimico 138 (E.43): M* 222 (77), m/z (%),
207 (20), 196 (69), 191 (82), 181 (40), 149 (44), 97 (23), 91 (23), 71 (44), 69 (55), 43 (100).
Espectro de U.V. de 138 (E.44): ), SHC, (log €) nm: 368,3 (3,93), 299,0 (3,78), 254,5
(3,67), 245,0 (3,69).

Espectro de LV. de 138 (E.45): v, (cm): 1665,8 (C=0), 1600,4, 1513,1 (C=C).

Espectro de RMN-1H de 138 (CDCl,, E.46):

z
P
MeO pe p ?\H
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H S (ppm) multiplicidade | J (Hz)
3 6,52 s
7,04 8
3 7,82 d J3 =159
2 6,66 dd J9.1'=15,9, Jor.1»=7,93
1 9,65 d J1p=7,93
OMe 3,96 8
OMe 3,91 5
OMe 3,88 s
Espectro de RMN-13C de 138 (CDCl,, E.47):
c 8 (ppm)
1 114,62 C
2 154,20 C
3 96,61 CH
4 153,32 C
5 143,47 C
6 110,57 CH
3 147,70 CH
2' 126,55 CH
1' 194,30 CHO
OMe 56,46 CH,
OMe 56,34 CH,
OMe 56,12 CH,

®)

Cloroacetato de metila (0,1 ml) foi

adicionado a um ballio contendo tBuOK (0,030 g K/2 ml tBuOH anidro), a -5 °C e sob
atmosfera de argfnio e agilagio. Apds

15 mimstos acrescentou-se 2,4,5-
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trimetéxibenzaldeido (0,10 g/1ml tBuOH anidro) e a reagsio ficou sob agitacio constante por
18 horas. Nio reagiu.

E) Numa teniativa de se conseguir as
condigBes ideais para se obter o epéxiester foi utilizado o reagente menos substituido -
benzaldeido (0,1 g). Este aldeido juntamente com cloroacetato de metila recém destilado ©,1
ml) foi adicionado a um ballic contendo MeONa durante 15 minutos, sob atmosfera de
argbnio e a -5 °C. A reaglio ficou sob agitaclio constante por 2 horas a 0 °C, a 20 °C por 2
horas e por mais 18 horas a T.A.. A mistura reacional foi traiada com 4cido acético/H,O
gelada e a seguir extraida com Et,0 e seca com Na,SO, anidro. A analise da C.C.F. mostrou

que nfio houve formaciio de produto.

@ Nestia outra tentativa foi utilizado o 4-
metoxibenzaldeido (0,1 g), que juntamente com o cloroacetato de metila 0,1 ml) foram
solubilizados em Et,0 anidro (20 ml) e adicionados a um baléio que continha MeONa (0,045
g Na/1,5 ml MeOH anidro), durante 15 minutos a -5 °C e sob atmosfera de argbnio e
agitagdio constante. Durante 2 horas a 0 °C, seguida por mais 2 horas a 20 °C foi mantida a
agitacfio. Apos tratamento da reagfio e concentragio do material verificou-se que niio houve
formag#o de nenhum produto.

G) Féz-se novamente a reagdo utilizando 4-
metoxibenzaldeido mais bromoacetato de etila e EtONa, e com agitaghio por 48 horas a T.A.,
mas nfio houve formacéo de produtos.

() Nesta nova tentativa, a mistura de 4-
metoxibenzaldeido (0,12 g = 0,1 ml) e cloroacetato de metila (0,1 ml) disssolvida em THF
anidro (recém destilado) foi adicionada durante 15 mimitos, sob agitaclio e nitrogénio, a um
balio contendo tBuOK (0,170 g). Agitagio por 1 hora a 10 °C e a T.A. por 18 horas, seguida
por tratamento j& descrito anteriormente forneceu uma mistura de produtos. Apos a
purificagio por C.C.P. continna (CHCI, por 4 horas), isolou-se o 2-cloro-3-hidroxi-3-(4-
metoxifenil)propionato de metila (0,0255 g, 11,07%).

Espectro de LV. de 2-cloro-3-hidroxi-(4-metéxifenil)propionato de metila 141 (E.48):
Vi 5% (cm-t): 34228 (O-H), 1743,0 (C=0), 1612,0, 15143 (C=0).
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Espectro de RMN-'H de 141 (CDCl,, E.49):

MeO_ 4
5 ~ (1:’:,0
OH OMe
H & (ppm) multiplicidade | J (Hz)
2,6 7,44 d Jy3 € Jg.5=8.79
3,5 6,99 d J3.0el5.6=8,79
3" 5,15 d J31 1= 12,45
2 4,40 d Jy31=12,45
OMe 3,98 8
OMe 3,48 s
H & (ppm) multiplicidade | J (Hz)
2,6 7,34 d Jr3ele.5 =87
3,5 6,90 d J3.2eJ5.6=87
3! 4,85 d J3191=2.30
2 4,25 d Jpr.31=2,30
OMe 3,84 s
OMe 3,81 8
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Espectro de RMN-13C de 141 (CDCL,, E.50):

C 8 (ppm) c 3 (ppm)
1 125,97 C 1 132,13 c
2,6 129,16 CH 2,6 127,61 CH
4 168,68 C 4 160,99 C
3,5 114,90 CH 3,5 113,91 CH
3 85,79 CH 3 74,77 CH
2! 59,78 CH 2 74,10 CH
1 186,33 C=0 1 186,33 C=0
4-OMe 56,21 CH, 4-OMe 55,33 CH,
1“OMe 50,33 CH, 1"OMe 55,22 CH,
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Espectro 29 - EM. (70 eV) de 5H-Furo3,2g][ 1]benzopir-5-ona, 6-(2,4,5-trimetoxifenil) (11)
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benzodioxol-5-yl)-7-etoxi (12)
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Espectro 35 - U.V. (CHCl,) de SH-Furo[3,2g][ 1]benzopirano, 5,6-deidro-6-(6-met6xi-1,3-
benzodioxol-5-yl)-7-etéxi (12)
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Espectro 44 - EM. (70 eV) de benzo| 1,2,b:5,4b"difurano, 2-(6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-y1)
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Espectro 1 - EM. (70 eV) de 6-benziléxi-2-hidroxibenzaldeido 120
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Espectro 2 - U.V. (CHCL,) de 6-benziléxi-2-hidroxibenzaldeido (120)
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Espectro 7 - U.V. (CHCl,) de 6-benzil6xi-2-fenéxiacetatobenzaldeido (121)
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Espectro 11 - EM. (70 eV) de 4cido 6-benziléxi-2-fendxiacéticobenzaldeido (122)
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Espectro 12 - U.V. (CHCI,) de 4cido 6-benziléxi-2-fendxiacéticobenzaldeido 122)
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Espectro 16 - EM. (70 eV) de 6-benziléxicumarona 123
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Espectro 17 - U.V. (CHCl,) de 6-benziléxicumarona (123)
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Expansdes do espectro E.19 de 123
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17 5.2 i1B 7a [ ¢.4 [ 16,5 I 2.8 H 2.4 S 1.0

47 1.2 P50 0.4 H 2.0 H v 0.2 H M 0.5 155 0.5 - 0.4
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T .7 - 1.0 HEY 0.5 HE S 100,49 H 42 i e 107 0.4
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Espectro 23 - EM. (70 eV) de 6-benziléxicumarano (132)
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Espectro 24 - U.V. (CHCL,) de 6-benziléxicumarano 132
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a/z Int.Rel (%) | w/z Int.Rel (X) ! w/z Int.Rel (%) ! w/z Int.Rel (%) ! &/z Int.Rel (X} ! w/z Int.Rel (%) ! 8o/z Int.Rel (%)
4 2.1 L X1 3.6 H 1.5 1 50 3.2 H )1 6.9 HE 3.2 HE- X4 5.5
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77 8.8 P78 3.4 H L 4,1 H: ) 2.2 1105 2.1 1107 B.S 118 1.5
135 5.5 1163 100.0 P 164 8.7 P 165 6.9 H

Espectro 34 - EM. (70 eV) de 5-formil-6-hidréxicumarano (8%



Absorbancia

Espectro 35 - U.V. (CHCl,) de 5-formil-6-hidréxicumarano (88)
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Absorbancia

nm

Espectro 39 - U.V. (CHCl,) de acido 2,4,5-trimetxicinAmico (136)
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Espectro 40 - LV. (CH,CL,) de 4cido 2,4,5-trimetoxici
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Espectro 43 - E.M. (70 V) de aldeido 2,4,5-trimetoxicindmico (138)
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Espectro 44 - U.V. (CHCl,) de aldeido 2,4,5-trimet6xicinAmico (138)
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Figura 3 - Cromatogramas do extrato de P. ferrugineus obtidos em CH,;CN/H,0 (60:40),
CH,CN/H,0 (45:55) e CH,CN/H,0 (52:48)
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Figura 4 - Cromatograma do extrato de P. ferrugineus eluido em CH,CN/H,0 (50:50) e
CH,CN/H,0 (48:52)
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Figura 5 - Cromatograma do extrato de P. ferrugineus eluido em CH,CN/H,O (45:55)
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6 - Cromatograma do extrato de P. ferrugineus obtido em CH,CN/H,O (40:60)
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PEAKS AREAY RT AREA BC

1 9.157 1.1 2999 @2
2 8.632 1.35 12071 @2
3 8.268 1.58 5126 @2
4 9.466 1.95 8939 @2
‘ 5 0.166 2.33 3164 02
6 ©.421 2.46 8039 @2
o~ ? 8.258 2.92 4923 @2
- 8 2.384 3.63 7338 02
® ~ 9 1.214 3.88 23178 @2
- -4 ® te 0.187 5.24 3580 @2
,f m 1 @.815 6.14 15568 @3
N ™~ 12 2.598 ?.68 49614 @2
13 13.675 18.42 261110 92
14 B.418 13.77 160728 @2
15 1.485 15.e5 26820 @2
16 0.477 16 .05 9114 @2
1?7 @.262 16 .89 4999 @3
18 16.556 19 .66 316127 82
19 12.32¢6 28.7 235352 @2
20 23 .209 23 .82 443746 02
21 7.859 26 .99 150863 02
22 8.826 29 .26 153240 @2
23 8.217 32.8 4146 03
TOTAL 108 1909364
-
@
o
LT
~
«©
[*
™~ PEAKS AREAY RT AREA BC
-]
e S 1 0.243 1.98 5757 02
P - 2 0.874 1.33 20700 02
- 3 0.303 1.48 7173 02
4 0.649 1.66 15366 02
b N 5 0.749 1.92 17737 @2
- .6  .866 2.2 20506 02
- 7 0.665 2.7 15759 @2
8 8.273 3.22 6464 02
9 ©.314 3.3 7445 02
10 1.548 3.74 36666 @2
b 11 ‘4.121 4.41 97622 @2
d 12 9.825 5.45 232756 02
13 9.394 6.79 222534 @2
L 14 2.907 8.06 21488 02
7
RRLURHIDERIN NS 15 18.111 8.74 429047 02
16 35.145 9.84 832575 @2
17 8.012 1.2 189799 02
18 8.002 11.92 189576 @3
TOTAL 100, 2368970

Figura 7 - Cromatogramas das coinjegSes do extrato de P. ahipa e dos padr8es pachyrhizona
€ neotenona



‘ ROTENONA
‘ CURVA DE CALIBRACAO

area (ua) (Thousands)

7445
6448}
54451
4448}
34481
2446}

144-6 1 1 ) ] 1 i N
0035 0.088 0078 0.095 0.118 0.138 0.158 0.178

[ ] (mg/mi)

—— rotenona

PACHYRHIZINA
GURVA DE CALIBRACAO

area (ua) (mlllions)

1,894 : /
1394
0.894}
0.304 : . . . ' .
0034 0064 0074 0004 O114 0.134 0154 0174

[ 1 (mg/ml)

——— pachyrhizina
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12-OH-DOLINEONA
CURVA DE CALIBRACAO

area (ua) (millions)

3.085

2088}

1.085}

0.085 U
0.004 0.023 0.043 0.064 0.083 0.103 0.123 0.143 0.163 0.183 0.203

[ 1 (mg/ml)

—— 12-oh-dolineona

NEOTENONA
CURVA DE CALIBRACAO

area (ua) (Milllons)

3.088
2,088+
1087}
0.087 ) ] i ] | 1 I L 1 H
0.004 0.023 0.043 0.064 0.083 0.103 0.123 0.143 0.163 0.183 0.203
[ ] (mg/mi)
= neolenona

Figura 9 - Curvas de calibraglio dos padrdes 12a-hidréxidolineona (5) e neotenona (3)



'EROSONA
CURVA DE CALIBRACAO

area {ua) (Miillone)

1.703}
1.203}
0.703}
0.203 1 ] | 1 i ] 1 A i | A1
0.009 0.019 0.020 0.039 0.049 0.059 0.060 0.079 0.08% 0.009 0.100
[ 1(mg/mi)
T erosona

DOLINEONA
CURVA DE CALIBRACAO

area (ua) (Thousands)

214
194 |
174 +
164} -
134}
114 i ] i 1 1 A 1 4 1 A
0.049 0.064 0.059 0.064 0.060 0.074 0.07¢ 0.084 0.089 0.004 0.090
[]{mg/mh
— dolineona

Figura 10 - Curvas de calibragio dos padrdes erosona (7) e dolineona (1)



DEHIDRONEOTENONA

" CURVA DE CALIBRACAO
area (ua) (Milliona)

1.283}

1.083

0.853

0.683+

0.453

0-263 A } X 1 i 1 1 3 A
0.030.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.08 0.1 0.1 0.12 0.13 0.14 0.16 0.16 0.17
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Figura 11 - Curvas de calibragiio dos padrSes deidroneotenona (8) e pachyrhizona (ou 8-
OMe-dolineona 2)
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——. - — = 5 0.166
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7 0.15
8 @.651
9 98 .04
10 2.0z
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PEAKS AREAZ
1 ©.038
2 @.141
3 °.29
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& 3 - 5 e.28
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos das diluigSes da solucfio padriio de rotenona ©



PEAKS AREAZ RT AREA BC

1 e .007 @.92 136 @2
2 0.02 1.09 408 @2
3 2.066 1.36 1382 @3
4 8.131 2.33 2729 01
5 @.004 2.86 87 @1
6 2.048 4.42 996 @2
7 2 .006 4.48 115 @3
8 @.185 6.03 3854 02
9 2.591 7.23 12306 02
10 0.283 8.7 5903 02
11 1 .555 11.95 32372 @2
12 0.513 13.2 10692 03
13 @.e3 22 .1 619 02
14 96.562  24.49 2010804 @3
TOTAL 180 2082401
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N
-
N
PEAKR AREAY RT AREA BC
m "<}
~ o ® s H 1 ©.023 1.07 204 o1
® m N ~ ~ 2 0.123 1.36 1106 @1
- ~ - - 3 0.158 2.32 1420 01
o o~ o 2 4 2.045 6.02 402 o1
b L] N - 5 2.258 7.2 2318 o1
= T 6 0.134 8.72 1207 01
7 9.259 12.03 2327 02
8 @.27 13.15 243@ 03
9 2.098 17.25 884 @1
10 98 .633 24.22 887526 @1
TOTAL 100. 899824
®
m
-
~ PEAKE AREAY RT AREA BC
m o 9 1 0.036 1.03 143 @1
s ® < 2 8.319 1.36 1278 01
-~ © 3 0.157 2.32 629 01
"o - 4 9.671 7.2t 2692 01
L] ] 5 0.219 8.66 879 @1
= s 6 98 .475  24.3 395064 02
7 e.e31 27.14 124 @2
8 0.093 27.31 372 @3
TOTAL 100. 401181

Figura 13 - Cromatogramas obtidos das diluigdes da solug#io padrio de pachyrhizina (4)
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Figura 14 - Cromatogramas obtidos das dilui¢Bes da solugéio padriio de 12a-
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1 8.8 1.6 LRI 1
2 .03z 1.3% 1296 @1
E] &.002 1.8 o 8
4 .96 2.0 635 91
5 8.1 4.3 M78 @
6 0.2y 5.74 1202 @1
v @ .10 7 .68 431% @2
] 9.284 9.52 11594 @z
24 @122 ) %67 82
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" .99 4. 362 91
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- © 2
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6 0.134 215 1131 @1
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s N 4 9.031 8.92 143 et
= 9 o - N
o b o ~ ©
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o © ° N \
” ” o n ‘ 5 ©.437 12.16 2001 02
T = £ E B B ey T 6 2.888 12 .41 4066 83
" ' 7 5.324 15.95 24380 02
8 @.116  18.27 531 @3
9 91.763  27.77 420192 @1
TOTAL 190. 452912
PEAK# AREAY RT AREA BC
1 0.87 1.35 1077 @1
2 3.014 9.9 3731 o1
3 5.325  13.28 6592 @1
4 1.785 19,34 2209 02
- N~ m
- g m N -
g o 2 83 9
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Figura 15 - Cromatogramas obtidos das dilui¢es da solug#io padriio de neotenona (&)
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Figura 16 - Cromatogramas obtidos das dilui¢des da soluglio padrio de erosona (7)



PEAKS AREAY RT AREA BC PEAKS AREAY RT AREA BC

.82 874 02

1 @.138 @.82 401 02 1 0.675 1
2 0.634 1.03 1840 @2 2 0.996 1.34 1298 @3
3 0.483 1.35 1404 03 3 @.146 2.34 18y 02
4 0.191 2.48 555 92 4 2.499 2.57 646 83
5 0.414 2.57 1202 03 5 5.298 3.66 6862 1
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos das diluig8es da solugio padrtio de dolineona (1)



PEAKS AREA% RT
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Figura 18 - Cromatogramas obtidos das diluig8es da solugiio padriio de deidroneotenona ®
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19 - Cromatogramas obtidos das dilui¢des da solugio padriio de pachyrhizona (2)

Fi



PEAKR AREAZ RT AREA BC

‘ 1 8.105 1.06 2645 @2
fﬂ i 2 @.74 1.34 18641 02
2 3 @ .309 1.58 7779 @2
3 o 4 0.515 1.97 12971 @2
91 " > 5 °.197 2.28 4969 02
J o 6 ©.442 2.48 11128 @2
! 2 7 @.368 3.01 9272 82
8 . 8 e.122 3.47 307 @2
2 9 0.114 3.77 2859 @2
> 10 0.658 4.06 16573 @2
11 2 .09t 4.53 2298 @2

12 2.55 S .47 13838 @02

13 1.436 6.41 36174 02

14 3.204 8.17 80695 82

15 1,787 10.92 42989 02

16 9.644 11.46 242859 02

17 11.646°  14.55 293280 o8

18 Q. 16 .95 6 @5

19 13.232 2t 1 333216 @2

20 12.524 21.96 315389 @2

21 26 .469 24.76 666569 82

22 8.555 28.92 215450 @2

23 ?.37 31.61 185591 @3

TOTAL 100 251827@

PEAKE AREAY RT AREA BC

1 @ .002 8.89 54 02

2 0.38 1.05 9700 82

3 e.177 1.32 4528 @2

4 @.525 1.72 13409 02

5 0.12 2.31 3056 02

6 2.123 2.49 3130 @2

7 8.1 3.04 2546 02

8 0.066 3.5 1697 @3

9 @.019 4.57 494 01

10 ¢.094 5.7 2403 @2

1 8.e56 6.18 1435 02

12 ©.064 6.5 1631 @3

13 ©.034 7.7 874 02

14 2.03 8.61 51824 02

15 @ .869 10.62 22175 @2

16 1.009 10.98 25755 @2

17 17.15 12.01 437735 @2

18 12.912 14.93 329578 02

19 1.562 17.09 39864 02

20 6.032 19.2 153973 @2

21 32.978 21.76 841756 @2

22 13.718 25.42 350148 @3

23 5.398 29.5 137792 @2

24 4.58 32.46 116898 03

TOTAL 100. ’ 2552447

Figura 20 - Cromatogramas dos extratos de P. ahipa e P. ferrugineus (em MeCN/H,0O
[45:55]) obtidos no experimento I
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~ 9 3.736
- 10 10.76
® QJ 3\ 6 11 11.091
8 ¢ =
© s
-— ~N
_ 2 12 0 .066
= - 13 0.153
P ~ 14 14.433
. ° 15 11.412
& 16 24 .482
® 1?7 8.5
L A o B ey T L) B T 1 T 18 8.214
19 0.011
TOTAL 100 .
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= 13 19.192
o ‘D 14 11.696
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~
e
N
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T | — 17 21.927
48 10.102
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TOTAL 100,
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4296 @2
3047 @2
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2812 82
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43392 02
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294426 @2
33929 02

158826 @2
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251723

Figura 21 - Cromatogramas dos extratos de P. ahipa e P. ferrugineus obtidos no

experimento II
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Figura 22 - Cromatogramas dos extratos de P. ahipa e P. ferrugineus obtidos no

experimento ITI
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L
PEAKS AREAY RT AREA BC
b} 1 1.015 1.06 26007 02
Y 2 1.262 1.36 32323 @2
3 8.59 1.66 15113 @2
4 0.696 1.92 17837 @2
5 0.383 2.21 9824 @2
6 0.191 2.44 49¢2 02
)y - 7 2.832 2.7z 21330 02
N Y N 8 e.615 3.32 15757 62
N ST 9 1.325 3,74 33953 02
- 10 3.322 4.4z 85117 @2
s [ 11 12.831 5.46 277501 @2
° 12 10.704 6.8t 274248 @2
= o 13 1.07 8.09 27416 @2
- 5..: 14 15.343 8.74 393105 @2
~ 15 35.06 9.86 89829@ 02
- 16 8.556  11.21 219207 @2
17 8.205  11.96 210235 @3
S
§ TOTAL 100 2562165
-]
[ 1811 1 T B T
)
4
™~
L
©
3
X
o Wi PEAKY AREA% RY AREA BC
A 5! .
Y 1 0.26 1.97 6800 02
% 2 e.09 1.48 2357 @3
L] ® 3 @ .078 1.93 2043 02
o S 4 0.057 2.05 1492 02
® ® 3 e.19 2.2 4966 02
- - 6 0.191 2.42 4974 02
7 @ .388 2.74 10135 02
8 0.419 3.16 10944 02
9 0.628 3.77 16405 02
10 2.203 4.46 57520 @2
11 1.771 4.96 46240 @2
) 12 19 .027 5.49 496745 @2
L 13 12.326 6.89 321797 o2
L] 14 6.944 8.03 181295 @2
o % 15 23.184  B.87 603176 02
e L 16 22 .459  1e. 586349 €2
o - 17 5.52 11.38 131891 02
Pl “o 18 2002 12.11 52268 02
1: . - 19 2.809  12.13 73344 @3
~ TOTAL 100. 2610741
T T ”,T

Figura 23 - Cromatogramas dos extratos de P. ahipa e P. ferrugineus (em MeCN/H,O
[55:45] ) obtidos no experimento IV



