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RESUMO

O estudo fitoquimico dos extratos hexanica e diclorometénico das raizes
de Lonchocarpus campestris, resultou no isolamento de oito flavondides (1-
8), cujas estruturas maleculares faram determinadas por meétodos
espectroscopicos. Dentre estes, duas fiavanonas séo inéditas, 4'-
metéxiisoderricina A {7) e 4 -metdéxiisalonchocarpina (8).

Apenas os flavondis 2 e 3, estdo dentre os seis flavondides registrados
para Derris mollis, até entdo entendida coma sinonimia de L. campestris.

A andlise qualitativa dos extratos estudados através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa, demonsirqu que aqueles
flavondides isolados constituem os principais picos nos referidos
cromatogramas.

Q estudo da atividade bioldgica, in virre, dos exiratas com
microrganismos fungico (Alfernaria alternata, Aspergillus niger, Candida
albicans, Cladosporium cladasporicides @ Rhyzopus oryzag) e bacteriano
(Bacillus sublilis), demonstrou ser estes exiratos inativos  aqueles
microrganismos. Do mesmo modo, apresentou-se inativa, a nova flavanona (7).
nos ensaios de citotoxicidade, in vitro, com as linhagens de celulas
cancerigenas.

. Finalmente, o diversificado perfil estrutural dos flavendides isolados de L.
campestris (flavonéis, pterocarpano, chalcona e flavanonas), comparado
ao dos flavondides registradas para D. Mollis (apenas flavonas e flavondis), e
ainda, os divergentes valores médios de oxidagéo/metilacdo demonstraram a
nitida distincio entre estas duas. espécies.



ABSTRACT

The phytochemical study of hexane and dichlorometane extracts from
Lonchocarpus campestris roots allowed the isolation of eight flavonoids (1 - 8) and
their molecular structures were determined through spectroscopic methods. Two of
them are new compounds (7 - 8).

The flavonoids 2 and 3 are among the six flavonoids which were previously
isolated from Derris moliis, until now being taken as sinonimous of L. campestris.

Qualitative analysis of the extracts from roats of the L. campestrs, by using
HPLC on reverse phase showed that flavonoids 1 - 8 correspond to the main peaks
on the cramatograms.

The study of biological activity “in vitro” of the extracts againt fungi (Alternaria
alternata, Aspergillus niger, Candida albicans, Cladosporium cladosporioides e
Rhyzpus aryzae) and bacteria (Bacillus subtilus). was made through bicautography
when no activity was observed. The new flavanona (7) was inactive when submitted
ta citotoxicity “in vitro” by using lineages of cancer cells.

The flavonoids profile of L. campestris (flavonols, pterocarpan, chalcone and
flavanones) is different from that of D. mollis {(anly flavones and fiavonols). as well as
the corresponding mean values of oxidation / methylation. These findings
demonstrate that L. campestris and D_ moliis are distinct species.
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I - INTRODUGAO
I.1 - CONSIDERAGOES GERAIS

A Leguminosae ou Fabaceae sensu /ato é a segunda maior familia dentre as
dicotileddneas, mas economicamente ela & muito mais significante do que até
mesmo a familia Compositae. Compreende cerca de dezoito mit espécies e mais de
seiscentos e cinquenta géneros. Leguminosae possui distribuigdo cosmopolitana. E
abundante nos trépicos, sub-trépicos e regites temperada de ambos 0s hemisferios
e ainda em habitats alpinos e sub-artico’.

Estd subdividida em trg@s sub-familias: Mimosoideae, Caesalpinicideae e
Papilionoideae as quais s@o consideradas familias independentes por alguns
taxonomistas. As duas primeiras s#o encontradas pnncupalmente em regides
tropicais, enquanto que a terceira apresenta distribuigio mundial

Em importancia ao homem, a Leguminosae aproxima-se da Gramineae, uma
das maiores familias das monocotileddneas. A familia Leguminosae fornece
alimentos, forragem, materiais fibrosos e de coloragéo, gomas e resinas, taninos,
inseticidas e moluscicidas, substituintes do sabdo, um grande namero de drogas
brutas medicinais e ervas, arbustos e arvores ornamentais. Além do mais, muitos
bosques de legumes se constituem em valiosos mananciais no controle de eroséo
e agroflorestamento em regides aridas e desérticas’.

No ambito da sub-familia Papilionoideae encontra-se o© género
Lonchocarpus, compreendendo cerca de cento e cinquenta espécies distribuidas
nas Antilhas e na Africa e, em maior concentrag3io, nas Américas do Sul e Central.
O primeiro trabalho que trata o género Lonchocarpus como um todo, no Brasil, foi
realizado por Bentham, em 1862, citado por Tozzi 2

As varias posicOes sistematicas propostas para o génerc Lonchocarpus,
mostram a auséncia de um consenso entre os estudiosos do grupo, pois varias de
suas caracteristicas morfoi¢gicas se intersectam com as de outros géneros tais
como Derris, Pongamia, Millettia, Deguelia, Piscida e Muellera®.

A Dra. Ana M. Tozzi ?, acaba por alocar as espécies que foram descritas para
os géneros Lonchocarpus, Derris e Deguelia que ocorrem no Brasil , distribuindo-as
exclusivamente em Lonchocarpus e Deguelia. Assim, em 1989 apresentou uma
revisdo dos estudos taxondmicos destes géneros com base na estrutura da
inflorescéncia das espécies. Sobre estes estudos nos orientamos para a
consecucao deste trabalho.

Em 1942, atribuiu-se a uma determinada exsicata proveniente do Sul do
Brasil, a denominacéo de L. /eucanthus , cuja ocorréncia em territdrio brasileiro ndo
@ referida na literatura boténica. Mas, na revisdo taxondmica realizada por Tozzi,
uma das especies provenientes das regibes Sudeste e Nordeste foi denominada L.
campestris. Embora houvesse grandes semelhangas morfoibgicas entre esta
espécie e L. feucanthus ( por exemplo, L. mollis), ainda que a andlise da estrutura
da inflorescéncia néo foi capaz de concluir suas classificagtes, persiste até hoje a
identidade destas duas espécies. Entretanto, desta revisao ficou clara a separagao
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dos géneros Lonchocarpus e Deguelia das espécies brasileiras, os quals ficaram
assim definidos: 23 espécies contidas no primeirc e 18 no segundo género 2.

Propds-se ainda que o género Lonchocarpus seja dividido em dois sub-
géneros: Lonchocarpus sub-género Punctati e Lonchocarpus sub-género
Lonchocarpus o qual encontra-se dividido em cinco se¢des. Das 23 espécies
brasileiras reconhecidas, 8 foram alocadas no sub-género Punctati e as demais no
sub-género Lonchocarpus *.

Por outro lado, Harborme * apregoa que dependendo do grupo de plantas e
do grau de variagdo estrutural de seus metabdlitos secunddrios, pode-se
estabelecer nitidas correlagbes quimiotaxondmicas entre elas. Naquela década,
1870, Bohimann e col.’® realizavam um formidavel estude quimiotaxondmico no
ambito das Asteraceae, baseado na ocorréncia de poliacetilenos. De fato, na ultima
década, Gottlieb e cc:l.6 deram um grande salto na utilizagdo dos compostos
flavonoidicos visando a sistematica das espécies da sub-famiiia Papifionoideae, em
fungdo do nivel de oxidacéo/ metilagio destes compostos organicos.

O estudo fitoquimico dos extratos das raizes de L. campestris ', enfatizando a
identificag&o de seus metabdlitos secundarios, em particular de seus flavonbldes foi
por nds decidido em conjunto com a botanica Ana M. G. A. Tozzi %, na expectativa
de contribuir com a definigio taxondmica desta espécie, como acuma descrito, uma
vez que dispomos dos resultados fitoquimicos da espécie L. mollis ** (L.
leucanthus).

L. campestris & uma arvoreta ou arvore de pequeno porte, geralmente de 4 -
8 m de altura e cerca de 15cm de diametro. Distribui-se na regido Sul do Brasil,
estendendo-se para os Estados de S&¢ Pauilo, Minas Gerais, Espirito Santo e
Bahia, da Paraiba ao Ceara e na Argentina até o Paraguai. Nota-se ¢ padréo de
distribuicdo continuo na regido Sul e do Sudeste do Brasil, a auséncia da espécie
no Rio de Janeiro e a disjuncdo verificada na distribui¢dc geografica na regido
Nordeste.

L. campestris € nativa de formagBes florestais, especialmente em matas
ciliares, secundarias e pluviais. Encontrada também em capoeiras, pastagens e
campos e na regido Nordeste adentrando pela caatinga. Foi verificada a sua
ocorréncia em lugares secos, em solos arenosos, podzélicos e rochosos, do tipo
rupestre, em vegetacdo campestre até arbustivo- arbérea e ainda, em altitudes de
até 1000 m. E citada como uma das arvores tipicas dos campos do nordeste
paraguaio °.

L. campestris 6 popularmente conhecida como Angelim-bravo no Ceard,
Embira-de-sapo em S&8o Paulo e Minas Gerais, Maracana e Pau-de-canzil em
Santa Catarina, Sapuva, Pau-de-6leo ou Pau-de-olho em S&oc Paulo, Rabo-de-
Bugio no Parand, Rabo-de-macaco e Yvira-itA na Argentina e Robinia-pseudo-
acécia no Paraguai °.
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A planta L. campestris é classificada da seguinte forma o

Familia: Leguminosae
Sub-familia: Papifionoideae
Tribo: Millettiae

Género: Lonchocarpus
Sub-género: Lonchocarpus
Secgdo: Laxiflori Benth
Espécie: L.campestris

i

1.2 - BIOSSINTESE DE FLAVONOIDES

Os flavondides ®, um dos mais diversos e expressivos grupos de produtos
naturais ocupam uma proeminente posicdo entre os fenois naturais. Dividem-se em
dois principais grupos: os flavondides, no sentido estrito, e os isoflavondides. As
classes flavonoidicas mais comuns sdo constituidas por um esqueleto molecuiar
basico, cuja biossintese mista, compreende uma unidade Ce¢Cs e trés unidades
acetato, ou seja, os bi-arilpropanéides ou 1,3-difenilprop(e)anos (i).

o Ay

Assim, a primeira reagdco especifica na biossintese de flavonodides, & a
condensagdo mediada por enzimas de trés moléculas do éster do acido maldnico
ativado (CoA), com uma molécula do éster CoA do acido cinamico adequado, cujo
produto € o precursor comum dos estilbenos (1) e das chalconas {2) que existem em
equilibrio com a flavanonas (2’) correspondente, Quadro 1.2, p.5. Invariaveimente a
partir da chalcona, os trés atomos de carbono centrais, principalmente, podem
sofrer uma série de reagfes enzimaticas subsequentes , incluindo alquilagao,
oxidagéo, redugdo, glicosilagéo e acilagéo, resultando as diversas categorias e sub-
categorias de flavonéides naturais. As sequéncias de reagdes as quais conduzem
de 2 a flavondis (2.2.1), auronas (2.3), B-OH-chalconas (2.4), flavonas (2.5) e
isoflavonas (2.6) sdo todos processos oxidativos ®. A presenca de uma hidroxila-
para scbre o anel B das chalconas é essencial para o rearranjo as isoflavonas (2 —
2.6) e a cictizag8o &s auronas (2 — 2.3). Na sua auséncia ou apds a sua redugdo, a
prépria chalcona aparece como produto final. De fato, redugdo na forma de
eliminagdc de hidroxila quelada conduzindo a 2.2.1.1, 2.3.1, 24.1, 2.5.1 ¢ 2.6.1 é
tido como ¢ passo final em todas as sequéncias. Aplicagao direta desta reagdo a
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prépria chalcona resulta em 2.1, cuja posterior reducio fornece diidrochalcona
(2.2.1).

Isoflavonas, alternativamente & redugdo (2.6 — 2.6.1), pode ser
posteriormente oxidada ou no C-2 levando a 3-ariicumarinas (2.6.2.1) ou no C-2',
conduzindo a 2'-hidroxiisoflavonas (2.6.3). As duas reacdes est3o sujeitas a
diferentes forgas eletrénicas diretoras. A primeira, sendo iniciada pela hidroxilagao
no C-2, requer a existéncia de um grupo carbonila altamente retirador de elétrons.
De fato, todas as 3-fenil-cumarinas (2.6.2.1) conhecidas e até mesmo suas
precursoras co-especificas 2.6.1 sdo 5-O-metil-éteres. Atenuacio da retirada de
elétrons por carbonila quelada em 5-hidroxiisoflavanas (2.6) estabelece conjugacio
entre o oxigénio heterociclico e o C-2', favorecendo oxidagéio eletrofilica deste
carbono. 2’-hidroxiisoftavona péde sofrer posteriores transformagdes. Novamente,
uma requer O-metilagdo, desta vez da hidroxila na posicio C-2', a priori para
ciclizagido a rotendides (2.6.3 — 2.6.3.3 —» 2.6.3.3.1). A outra, requer eliminagio de
5-hidroxila, a priori para reducdo conduzindo alternativamente a pterocarpanos
(2.6.3.1 - 2.6.3.1.1) e a isoflavanas (2.6.3.1 — 2.6.3.1.2) ®.

Com a excegéio destes pterocarpanos e isoflavanas a grande maioria dos
estilbenos e flavondides sustentam a cadeia lateral Cs na forma de prenila nao-
modificada ou oxidativamente modificada.

O Quadro 1.1, a seguir, apresenta as rotas biossintéticas acima descritas.
Neste destacamos os esqueletos moleculares fundamentais dos flavonéides
isolados de L. campestris " e de L. moliis °.
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Quadro L.I- Rota biossintética de flavondides. Em destaque os esqueletos
moleculares basicos dos flavondides isolados de L. campestris * (*) e de L. mollis * (**).
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Enquanto os flavonédides, estritamente falando, baseiam-se na estrutura (i),
os isofilavondides baseiam-se na estrutura do 1,2-difeniipropano (ii), que por sua
vez, deriva-se de (i). Com maior detalhe, a rota biossintética para isoflavondides,
bem como os seus interrelacionamentos, séo apresentados nos Quadros 1.2 e 1.3,
respectivamente . O esquelsto isoflavondide é estabelecido por uma enzima de
migragdo arila conhecida como isoflavona sintase. Baseado no esquema da
biossintese de isoflavonbides (Quadros 1.1, 1.2 ¢ 13), acredita-se que os
precursores desta classe, s&o sintetizados pela migracéo 2-, 3-arila em 5-hidroxi- ou
5-deoxiflavanonas, respectivamente, naringenina (2') e liquiritigenina (2), as quais
sd0 catalizada pela enzima isoffavona sintase citocromo Peso, 02, NADPH-
dependente, fomecendo as respectivas 2'-hidroxiisoflavanonas como fundamentais
intermediarias, seguido por desidrata¢éio resultando em genisteina (2.6) ou
daidzeina (2.6’).

Conforme o mecanismo da reagdo, a migragdo arila parece requerer um
grupo 4’- ou 2'-hidroxila. Assim, quase todos os isoflavonédides sdo oxugenados nas
posigOes C-4' ou C-2' do anel B das correspondentes flavanonas e lsoflavonas

Portanto, isoflavona sintase & a enzima chave na construgdo de

isoflavondides, com uma pronunciada especificidade a algumas flavanonas
simples®.

OH oFetl \ on
H H —
| P450-Fe!ll.0* I
- H
R O R O R OH
chalcona 2" R=H 28-liguiritigenina
2' R=0H 28-naningenina
Fe''LoH
b o -
R O H u*
o 0
P450Fc Desi |
R O 2.6' R=H daidzeina
OH OH 2.6 R=OH genisicina

Quadro L2- Mecanismo ° aceitavel da migragéio enzimatica ariia: intermediario

espiro- dienona formado na subst;tuur:éo ipso, envolvendo a enzima Py na forma do seu
hibrido de ressonancia eletrofilico Fe"O
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Quadro L3- Classes majoritarias de isoflavondides e seus interrelacionamentos
biossintéticos °.

I.2.1- PROPRIEDADES DOS FLAVONOIDES NO ORGANISMO VEGETAL

Poucas generalizacbes sobre a fisiologia ou as fungdes de fiavondides sao
possiveis. Generalizactes semelhantes implicam que as diferentes estruturas
fiavonoidicas trabalham no mesmo caminho em uma dada resposta biologica, ou
que o mesmo estimulo produz diferentes flavonéides especificos ao tecido afetado.

De qualquer forma, generalizagSes plausiveis sdo que a fungéio de um
flavontide especifico é uma questdo da sua reatividade quimica dentro de uma
célula especifica e que cada tipo de tecido ou de célula possui um sistema
altamente regulado para acumular e / ou copiar flavonoéides especificos.

H4 um crescente consenso no qual a maioria das substancias flavonoidicas
pré-formadas (presentes mesmo na planta sadia), sdo consideradas substancias
antimicrobiais  constitutivas, recentemente denominadas ‘fitoanticipinas’,
especialmente os que pertecem as classes dos isoflavondides e estilbenos A
definigdo dos diferentes tipos de metabdlitos antimicrobiais, se eles s3o
constitutivos ou induzidos por elicitores bibticos / abibticos Sﬁtoalexinas), pode ser
encontrada nos trabalhos realizados por Grayer e Harbome *
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o Pigmentagao

As cores das flores resultam da absor¢éo preferencial de parte da luz visivel
por um ou varios composto(s) sintetizado(s) por plantas superiores. Uma vez que as
plantas ndo podem “ver” sua propria cor, é concebivel que as cores emergentes das
flores sejam mensagens interpretaveis tantc por mamiferos quanto por passaros e
ingetos. Assim estas cores s&0 mais preferivelmente um lago entreé animais e
plantas. Em particular insetos e passaros atraidos pela cor, polinizam as flores e
ajudam a sobrevivéncia da espécie. Contrario ao homem, aiguns insetos,
especialmente as abelhas, podem perceber em tofno do ultravioieta (340- 380 nm)
beam como no visivel,

i

O mais importante grupo de pigmentos de flores séo os flavondides. Estes
pigmentos compreendem antocianinas (08 mais importantes, proporcionam muito
as cores rosa, laranja, vermelho, violeta e azul), chalconas, auronas e flavonois
amarelos contribuem algumas vezes para com a cor amarela. Oz demais
flavondides s&o incolores ac homem, mas podem ser visiveis a aiguns insetos.
Flavonas, flavondis e seus glicosideos s&o também importantes & cores de flores,
pois atuam como co-pigmento. Como exempio citamos o flavono! quercetina (1) e a

flavona apigenina (2) ambos s&0 responsaveis pela cor marfim ou branca de certas
pétalas de flores '"'?

» Defesa quimica (Fitoalexinas)

Muitas plantas produzem substancias com propriedades microbianas em
respostas a invastes de seus tecidos por microorganismos como bactérias, virus e
principalmente fungos. As fitoalexinas compreendem um grupo gquimicamente
heterogéneo que inclui terpenos, estilbenos, poliacetilenos e flavonéides. Em geral,
somente uma ou duas classes de fitoalexinas sdo encontrados em determinada
familia. Assim, em Leguminosae, as fitoalexinas séo isoflavondides. Abaixo
jlustramos os exemplos representativos de fitoalexinas, os pterocarpanos
phaseollin (3) e medicarpina (4) "
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A nivel do préprio vegetal que o produz, o flavenol 5 é tido como coadjuvante
na ag30 antioxidante do 4cido ascérbico — um componente universal de células
vegetais, principaimente as quais possuem alta atividade metabdlica™.
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¢ Antiestimulante alimentar

s Antioxidante

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

Estudos realizados com uma série de 21 flavonbides (chalconas, flavanas e
flavanonas) isolados do género Lonchocarpus e Tephrosia, contra larvas de
Spodoptera littorallis e S. exempta, mostraram significativa atividade antiestimulante.
Destacam desta série as chalconas 10 e 11 e suas flavanonas correspondentes 12
e 13, ativas contra ambas as espécies de larvas *°.

| |
%/O W CHyO. OH CHO: Q
0 O o 4]
1} 12 1% i3




Introducio 10

1. 2. 2 - PROPRIEDADES DOS FLAVONOIDES NO ORGANISMO ANIMAL
+ Atividade antimicrobiana e farmacolégica

Os efeitos fungicida / antimicrobial de flavondides é principalmente atribuido
a presenca de grupos hidroxilicos fendlicos os quais possuem afinidade por
proteinas e, portanto, atuam como inibidores de enzimas microbiais. Em adig3o,
substituicdo do sistema de ane! flavonoidico com grupos prenilas, favorece a sua
lipofilicidade e, consequentemente, alcanga sua atividade antimicrobial através da
permeagiic das membranas celulares. Embora nenhum padrdo particular para o
relacionamento estrutura-atividade pode ser estabelecido, estd geralmente de
acdrdo que no minimo, um grupo hidroxilico fendlico e certo grau de lipofilicidade
s80 requeridos para a atividade biocida de compostos flavontides. De qualquer
modo, a atividade biocida de um padrio de substituicio especifico pode diferir,
dependendo da natureza do flavondide em questao °.

A flavanona vexibinol (14), isolada de Sophora sp. (Leguminosae), exibe
significante inibic&o a secrecfio do 4cido gastrico, demonstrando, assim, sua acéo
anti-Glcera '®. J& a flavona moracenina C (15), isolada de Morus sp. (Moraceae),
exibe notavel atividade hipotensiva .

15

Oxyayanin A (16), um flavonol isolado de espécies do género
Chrysosplenium (Saxifragaceae), mostrou potente atividade anti-tumoral **.
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Estudo da inibicio do HIV pelos flavondides mostraram que a flavona
chrysin (17), apresentou alta atividade naqueles ensaios. Dos flavondides
estudados, aqueies com grupos hidroxilas nas posigdes C-5 e -7 e uma dupla
ligagéio entre os carbonos 2 e 3, foram os inibidores mais potentes. A flavona
isolada de Chrysanthemum morifolium, acaceﬂn-?-o-ﬂ-galactopyranoslde (18),
também apresentou boa atividade anti-HIV com baixa toxicidade '

(galactose)

Vérios flavonéides atuam como antioxidantes. Estudos demonstraram que
flavondides citricos reduzem os efeitos da trombose corondria, enquanto estudos
epidemiolégicos indicaram que h& uma baixa incidéncia de doencgas coronarias
(CHD) na Franga. Estes tltimos, puderam ser explicados pelo consumo de vinho na
dieta alimentar francesa e atribuido ao efeito antioxidante de flavondides contidos
no vinho. Assim, o consumo dos flavonois, presentes no vinho, miricetina (5),
quercetina (6), campferol (7), luteolina (8) e apigenina (9), est&o relacionados
com a reducsio de doengas coronarias. Outras substancias flavonoidicas, também
presentes no vinho, demonstraram ser inibidores da oxidacéo de lipoproteinas de

baixa densidade, 21.9 acumulo nas artérias é o principal responsavel por estas
doengas coronérias
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II - OBJETIVOS

o Nosso grupo de pesquisa estd desenvolvendo o estudo fitoquimico e
quimiotaxondmico das espécies brasileiras inéditas do género Lonchocarpus sub-
géneros Lonchocarpus e Punctati. Para tanto, contamos com a colaboragéo da Dra.
Ana M. G. A. Tozzi ? do Departamento de Botanica-Unicamp, responsével pela
ultima proposta de classificagc&o do género como anteriormente mencionado.

¢ O estudo fitoquimico inédito dos extratos das raizes de L. campestris,
enfatiza o isolamento e a idéntificacio de seus metabdlitos secundarios, em
particular de seus flavonéides ”. Foi por nés decidido em conjunto com Tozzi 2 na
expectativa de contribuir com a definigio taxondmica desta espécie, uma vez que
dispomos dos resultados fitoquimicos da espécie L. moliis 38 ( ou L. leucanthus).

» Andlise qualitativa dos extratos diclorometénico e hexanico (miolo e cascas
das raizes) através da CLAE.

o Atividade biolégica, in vitro, de flavonéides isolados e dos extratos das
raizes de L. campestris %

« Quimiossistemética dos taxons L. campestris > 7 e L. mollis *® em conjunto
com os demais taxons do género Lonchocarpus estudados e registrados na
literatura, de acordo com a sisteméatica proposta por Harborne * e adotada por
Gottlieb e col ®.
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CAPITULO 1

Breve Revisdo Sobre os Métodos Modemos de Determinacédo Estruturai de
Flavondides

1.1- Introdugéio

Nas tarefas de isolamento dos constituintes utilizou-se sempre que possivel,
métodos cromatograficos como discutidos no capitulo 3.

A determinagsio estrutusal das substancias isoladas de L. campestris 7
envolveu, principalmente, métodos espectrométricos tais como: espectrometria na
regido do ultravioleta, do infravermelho, de ressonéncia magnética nuclear de He
3C e de massas **®#% razio pela qual iniciamos a descrigio deste trabalho com
uma reviso daqueles métodos aplicados aos flavondides. Os dados dos
constituintes de L. campestris 7 foram comsparativamente identificados com os da
literatura e em todos os casos coincidentes >#%,

1. 2- Espectrofotometria na Regi&o do Ultravioleta “**'

1.2.1- Introdugéo

A espectrometria no UV assume importancia na confirmagéo de estruturas
moleculares de flavondides, em particular, na classe das flavonas, devido a
conjugago existente entre os aneis A e B, Quadro 1.2.1 (I ). Enquadram-se nesta
classe as 3-hidroxiflavonas (flavonois).

Quadro 1.2.1- Estruturas candnicas de flavonas ( e flavonois).

As posicdes dos maximos de absorgdo e suas respectivas intensidades
podem ser utilizadas para a classificag8o de uma substancia flavonoidica.
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Em meio neutro, as flavonas exibem pelo menos duas bandas entre 240- 380
nm. A banda com maximo de absorgéo entre 240- 280 nm é referida como Banda I
e entre 300- 390 nm como Banda 1.

A relacdo entre as intensidades das Bandas 1 e II nas flavonas é muito
varidvel, sendo maior ou menor do que a unidade. O mesmo n&o ocorre com as
isoflavonas (V), sendo esta relagio sempre menor do que 1. Excluem-se desta
deducdo as isoflavonas que apresentam dupla ligagéio conjugada com o esqueleto
fundamental.

Conseqliéntemente, pode-se ocasionalmente decidir sobre a: natureza
flavénica ou isoflavénica de uma substancia com base no espectro de UV:

¢ Banda 1 /¢ Banda |l > 1: flavona
¢ Banda | / £ Banda Il < 1: isoflavona

O comprimento de onda da Banda I pode também informar-nos sobre a
natureza destas classes. Nas isoflavonas, esta banda comparece entr¢ 300- 330
nm, sendo freqléntemente de baixa intensidade.

A presenga de um grupo hidroxila no atomo de C-3 pode ser deduzida da
posi¢io de absorgio da banda I, conforme apresentado na Tabela 1.2.1:

Tabela 1.2.1: Posi¢ao de absorgao de flavonas e flavonas 3-oxiganadas.

Flavonas Posicdo da banda I
3H 294- 352
3- OCH, 330- 359
3- OH 354- 387

A posicdo e a intensidade destas bandas no espectro de UV de flavonas,
dependem da contribuigio relativa dos hibridos de ressonéncia I, II, IIl e IV
(Quadro 1.2.1).

Jurd, citado por Braz Fitho ?', admite que a estrutura cinamoilica II ¢ a
principal contribuinte para com a Banda |, enquanto a estrutura benzollica ITI & a
principal responsével pela Banda |l no espectro de flavonas.

Assim, a ndo contribuicio de estrutura canénica do tipo II em isoflavonas
conduz a uma fraca absorcéo da Banda | nestas substancias.
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Perante ao exposto, as posi¢des e intensidades dos maximos de absorgéio no
espectro de UV, dependem do numero e da posigio de fungbes oxigenadas que
sustentam o esqueleto flavonico ou isoflavénico.

Logo, um H hidroxilico tera seu caracter acido infuenciado pela posigéo que o
grupo OH ocupa na arquitetura molecular. Grupo OH localizado em C-7, posi¢éo
conjugada com o grupo C=0, apresenta maior caracter acido. Todavia, grupo OH
localizado em C-5, também conjugado com a carbonila, nfo apresenta acidez; néo é
capaz de ser ionizado por base fraca em vista da forte ligagfio hidrogénio
intramolecular em hexanel. Por outro lado, um grupo OH em C-3 apresenta acidez,
é capaz de ser ionizada por base fraca. Trata-se aqui de uma OH tipo endlica e a
ligagfo H intramolecular envolve um anel de 5-membros.

Portanto, as posigbes que oferecem maior caracter acido para H hidroxilicos
sio 3, 4’ e 7 nas flavonas e C-7 nas isoflavonas. Assim, grupo OH nestas posictes
podem ser ionizados por AcONa, uma base fraca, tornando evidente a importancia
de espectros de UV na presenga de aditivos. Os aditivos utilizados e as suas
finalidades, s&o resumidas abaixo 2'.

1. Solugéo aquosa de NaOH 20% (1 a 2 gotas).

Com a adigéio de 1 a 2 gotas de uma solugdo aquosa de NaOH 20% nas
duas cubetas e retomadas de espectro UV, pode-se decidir pela presenga ou
auséncia de grupo OH nos flavonoides. Inalteragdo do espectro indica auséncia de
OH, j& que esta base forte é capaz de ionizar tal grupo localizado em qualquer
posi¢éo do esqueleto flavonolidico.

A alteracfio de espectro UV em presenga de NaOH pode ser reversivel ou
nao (decomposigéo). A irreversibilidade indica a presenca de sistema orfo el/ou
para-diidroxi. Em flavonas a existéncia de grupo OH em 3 e 4’ também origina
decomposico.

1a. Solugéo de HCI concentrado (d = 1,18).

Esta soluglio é adicionada, nas duas cubetas, em quantidade suficiente para
neutralizar a solu¢gdo de NaOH usada no item anterior (1). Comparagéo das curvas
obtidas em presenca destes aditivos com a curva obtida em meio neutro, revela se a
modificagio espectral correspondente a ionizagao é reversivel ou irreversivel.

2. Acetato de sédio anidro.

Evidenciada a presenca de OH através de adi¢éo de NaOH, toma-se nova
aliquota da solug&o da substéncia e junta-se acetato de sédic anidro, inclusive na
célula de referéncia, até obter uma solugéio saturada. Este reagente ioniza somente
os grupos OH no C-7 em flavonéides em geral e nos C-3, -7 e 4 em flavonas
particularmente. Deslocamento batocrémico de 5 a 20 nm na Banda II ¢ indicativo
da presenca de grupo OH em C-7, sendo que a ionizago de OH em C-3 e/ou C-7
afeta principalmente a Banda 1.
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Flavonas que contém sistema 5,6,7-, 57,8, ou 3,3 4-trihidroxi s&o
decompostas por acetato de sédio decorridos alguns minutos. Em face disto, os
espectros destas substincias devem ser varridos imediatamente apds a adigdo de
acetato de sdédio.

Quando a flavona possue substituintes em C-6 e C-8, o deslocamento
batocrémico observado com a adigio de acetato de sédio € muito pequeno ou nao
perceptivel.

3. Acetato de sodio + acido bérico.

Se a substancia ndo sofre decomposigao com a adigdo de AcONa, usa-se a
solugdo contendo este reativay para adicionar-se o acido bérico em quantidade
suficiente para satura-la.

O acido boérico em presenca de AcONa forma complexo com sistema orfo-
diidroxilado. A formacéo de complexo envolvendo sistema orfo-diidroxi localizado no
anel B de flavonas provoca deslocamento batocromico da ordem de 12 a 30 nm da
Bandal.

4, Solugdo etanélica de tricloreto de aluminio 5 a 10 %.

O AICI; forma complexo com sistema orto-dihidroxi e 5- ou 3-hidroxiflavona. A
formulagio de tais complexos é revelado pelos deslocamentos batocrémicos
observados nos méximos de absorcéio do espesctro UV em presenca deste aditivo
(Quadro 1.2.2).

4a. Solucédo aquosa de HCl 18%.

Os complexos que envolvem sistema orto-diidroxi s&o decompostos pela
adicéio de acido e os complexos que envolvem o grupo carbonila @ 0 grupo OH em
C-3 ou C-5 apresentam-se estaveis com a adi¢éo de acido.

Quando o sistema orfo-diidroxi esta localizado no anel B, a comparagao do
espectro de UV obtido em presenga de AICI; com o espectro obtido em presenga de
AICl, + HCI, revela deslocamento hipsocromico (para menor comprimento de onda)
da ordem de 30- 40 nm para a Banda I (ou Ia no caso da Banda I consistir de dois
picos).

Deslocamento batocrémico da Banda I (em MeOH) em relag8io a Banda Ia
(em MeOH + AICl, + HCI) da ordem de 40 a 45 nm é favoravel a 5-hidroxiflavona,
enquanto tal deslocamento sendo da ordem de 60 nm, sugere 3-hidroxiflavonas.

Constatando-se a superposiciio do espectro obtido em meio neutro (MeOH)
com aquele obtido com a adic&o de AICI; + HCI deduz-se pela auséncia de grupo
OH em C-3 efou C-5.



Métodos modemnos de determinagéio estrutural de flavontides 17

Quadro 1.2.2: llustragio dos tipos de complexos que AlCl; pode formar com
flavonas na presenga ou auséncia de acido.

OH 0
HO o 0 HO o O >M_C'
| o __AlCh, | 0
HCI

1.3- Espectrofotometria na Regido do Infravermelho *
1.3.1- Introdugio

Normalmente é possivel ganhar na espectrometria no IV, além das
informagdes mais evidentes, tais como natureza aromatica (4 a 6 bandas entre
1625- 1400 cm™), presenga ou auséncia de grupos OH (3300- 3450 cm™) e C=0
(1608- 16870 cm™), até uma idéia sobre a natureza e posi¢io de grupos vizinhos a
C=0 e, em menor extengdo, posicio de grupo OH. Como exemplo, citaremos um
caso extremo. Whalley, citado por Braz Filho *', admitiu o método usado para a
determinagdo da estereoquimica do grupo OH localizado na posicdo 3 de uma (+)-
catequina (VI). Este pesquisador, constatou que o éter 5, 6, 3', 4-fetra-O-metilico
(VII) revela a freqiiéncia correspondente ao estiramento OH em cerca de 40 cm’
abaixo da frequiéncia normal. Tal comportamento foi atribuido & existéncia de uma
ligag8o hidrogénio intramolecular com o oxigénio heterociclico, compativel somente
com OH em posigéo axial (VIII):
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Vi vil VIl

Deste modo focalizaremos em nossa revisio a regiio correspondente ao
estiramento do grupo C=0 do anel pirano e a influéncia de grupos vizinhos sobre a
posicao exata de absorgdo do primeiro.

1.3.2- Flavonas

As flavonas (I) que sustentam um grupo OH em C-5 revelam a frequéncia
correspondente ao estiramento da carbonila entre 1641- 1672 cm’. A influéneia de
outras fun¢des oxigenadas em qualquer posigiio do esqueleto molecular fica muito
atenuada. Através de absorg¢dio nesta faixa caracterizam-se ainda as flavonas que
apresentam grupos metoxilas no C-5, -8, -7 e -8, ie., possuem o anel A
tetrametoxilado.

Ja as flavonas que ostentam grupo metoxila na posicdo 5 apresentam a
absorgao da C=0 entre 1608- 1649 cm™', mais frequentemente em 1629 cm’. Nesta
faixa também absorvem 3-h|drox|-5-metox|ﬂavonas Portanto, de posse de um
espectro de IV pode-se classificar uma flavona em um dos dois grupos
apresentados na Tabela 1.3.1.

A presenga de fungBes oxigenada em outras posi¢ées nao interferem nesta
classificacdo, enquanto que a flavona nao substltulda apresenta a freqliéncia de
estiramento do grupo C=0 em torno de 1695 cm’

Tabela 1.3.1: Classificacio de flavonas baseada na freqiéncia de
estiramento da carbonila.

v C=0, 1641 - 1672 cm™ v C=0, 1608 - 1649 cm”
(frequiéntemente 1653 cm™) (frequéntemente 1629 cm™)
3-metoxiflavonas 5-metoxiflavona
5-hidroxiflavona 3-hidroxiflavonas
3,5-diidroxiflavonas 3-hidroxi-5-metoxiflavonas
5-hidroxi-3-metoxiflavonas 3,5-dimetoxiflavonas
5,6,7 8-tetrametoxiflavonas
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1.3.3- Flavanonas

As flavanonas (IX) comportam-se de maneira diferente quando comparadas
com as flavonas pois a auséncia de dupla ligagsio entre os atomos de C-2 e C-3
evita a conjugacéao do anel B com a carbonila.

A partir da Tabela 1.3.2 é visto que introdugsio de um grupo OCH; na posigéo
C-7, do nucleo flavanona, causa um deslocamento para a menor freqiéncia da
carbonila de 10 cm™, presumivelmente devido a contribuicio de X & estrutura de

Tabela 1.3.2- Classificacdo das flavanonas baseada na freqiéncia de
absorgéo da carbonila.

Substituigdo vC=0 (cm”)
nenhuma 1695
7-metoxiflavanona 1685
7 4'-dimetoxi- 1686
S-hidroxi- 1648

ressonéncia. A introdugio de um grupo 4'-metoxila, como esperado, ndo causa
posterior mudanga. Um grupo hidroxila em C-5 causa um deslocamento da
frequéncia da carbonila de - 40 cm™ resuitante da estrutura queiada (XI).

No trabalho de Shaw e Simpson (1955), citado por Braz Filho *' e até mesmo
em sua revisdo, ha detalhadas discussdes da frequéncia de absorgio de grupos

C=0 para outros padrSes de substituicio, comparativamente, de flavonas e
flavanonas.
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1.4- Ressonancia Magnética Nucloar de *C o "H
1.4.1- Introdugéo

A espectrometria de RMN de 'H e "*C, associada com as suas técnicas
bidimensionais ( COSY, HETCOR, COLOC, HMQC) e diferenca de NOE, e capaz
de fornecer dados suficiente para elucidar a estrutura molecular de flavonoides,
inclusive de suas configuragbes relativas. A literatura especializada contem
excelentes trabalhos de revis&o sobre a utilizagéo destas técnicas [refs. 4a, 4b,21-
24( e refs. 14 citadas)).

Um dos principais problemas encontrados na obtenc¢éo de espectros de RMN
de flavondides, envolve a baixa solubilidade apresentada por grande parte destes
compostos nos solventes usuais (CDCl; e CD;COCDs). J&4 CD;SOCD; apresenta-se
como um solvente capaz de solubilizar mesmo as substancias mais polares.

Por outro lado, registra-se algumas desvantagens na utilizagdo de
dimetilsulféxido como solvente:

e a recuperagio da amostra torna-se dificil em vista do ponto de ebulicéo
(189 °C), relativamente elevado.

« a absorg¢io de 4gua com muita facilidade origina o aparecimento do sinal
correspondente ao H de H,O em torno de 3,5 ppm, regido de interesse no espectro
de determinados flavondides, assim como do préprio dimetilsulféxido, cujos
deutérios dos grupos metilas trocam na presenga de H da H,0.

¢ 0 perigo da facilidade de absorgfio pela pele do pesquisador servindo
como veliculo para substincias nele dissolvidas.

» possibilidade de decomposicio da amostra. Ja observou-se tais
fendmenos com algumas substancias flavonoidicas.

Em face disto, & sempre conveniente a preparagéo de derivados soliveis em
CDCl,. Entre os derivados comumentes preparados cita-se: acetato, éteres
trimetilsililico, metilico e etilico.

A obtengdio do acetato ou do éter trimetilsililico revela-se mais pratica em
vista da possibilidade de recuperagio da substancia no seu estado original
mediante reag¢io de hidrélise.

A importancia da preparagdo do derivado acetato reflete-se também na
relativa facilidade de contagem do numero de grupo OH presente na substancia
original.

A seguir, registramos com base na literatura ***', os deslocamentos quimicos
dos H nas principais classes de flavonbides. Salvo quando mencionado, os
referidos espectros foram obtidos em solvente CCl,.
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1.4.2- Hidrogénios do anel heterociclico C

Um flavondide pode ter seu esqueleto molscular (Quadro 1.1, p.5)
determinado com base no seu espectro de rmn através da contagem do nimero de
H e da natureza e nimero de grupos substituintes freqiiéntemente encontrados nas
substancias naturais ®. Evidentemente, tais grupos tém sua presenga revelada
através do préprio espectro de rmn. Além disso, a feicdo espectral das bandas
correspondentes aos H do anel heterociclico e suas respectivas freqiéncias de
absorgbes permitem avaliar a natureza do flavonéide (Tabela 1.4.1).

Tabela 1.4.1 - Deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos do anel C
de algumas comuns classes de flavondides ** *,

Classes H-2 (C-2) H-3 (C-3) H-4({C-4)
Flavonas (2.5) — (162,6) 8,3 (107,2) —{177,4)
Isoflavonas (2.6) 7,6-7,9 (151.,5) --- (124,6) - (175,5)
Flavanonas (2" 5,0- 5,5 (79,5) 2.8 (43,9) -—-{190,2)
H-a (C-at) H-B (C-B) C=0

Chalconas (2) 6,7-7,4(116,6-128,1)  7,3-7,7 (136,2- 1454) 188,6- 203,1

H-6ax (C-6) H-Beq  H-6a (C-6a) H-11a(C-11a)

Pterocarpanos (2.6.3.1.1) 3,5-3,6(66,5) 4,1-42 34-3,4(39,8) 54-55(78,4)

T}— as estruturas dos esqueletos basicos encontram-se no Quadre I.1, p.5.

1.4.2.1- Flavonas. O hidrogénio sobre o C-3 em flavonas (2.5) usualmente
aparece como um singleto em torno de 6,3 ppm. Contudo, ele pode ser confundido
com os sinais dos H-6 e -8 em 5,6,7-, 5,7,8- ou 56,7 8-flavonas oxigenadas.
Todavia, métodos de distingdo dos sinais destes hidrogénios foram estudados e
registrados por alguns autores .

1.4.2.2- |soflavonas. O hidrogénio sobre o C-2 em isoflavonas (2.6) ocorre
como um singleto na série de 7,6- 7,88 ppm, i.e, mais desprotegido do que a maioria
dos H- arila, devido o seu relacionamento B com o grupo carbonila e o fato que ele
estd fixado sobre um carbono carbindlico. Um acentuado deslocamento
paramagnético, entre 8,5- 8,7 ppm, & evidenciado quando DMSO-dg & utilizado
como solvente ( e entre 7,8- 8,1 ppm em CDCl,) .

1.4.2.3- Flavanonas e Dihidrofiavontis. Nas flavanonas (2'), o hidrogénio em
C-2 aparece como um duplo dubleto ( Jyaw = ca. 11 Hz, Jas = ca. 5 Hz) centrado a
5,2 ppm. Os H-3 resultam, cada um, em duplo dubleto devido a interagbes spin-spin
um ao outro (Jgem = 17 HZ) e com o H-2. Os sinais aparecem acima de 2,8 ppm; de
qualquer modo, eles se sobrepdem e s&o geraimente, pouco diferenciaveis.

Em dihidroflavondis (2.2), os hidrogénios sobre os C-2 e -3 estéo trans-
diaxialmente relacionados um ao outro e, assim aparecem como um dubleto (J =



Métodos modernas de determinacgo estrutural de flavondides 22

ca.11 Hz). O sinal do H-2 acima de 4,9 ppm, esta separado e mais desprotegido, do
sinal do H-3, que por sua vez, esta acima de 4,3 ppm.

1.4.2.4- Chalconas e Auronas. Nas chalconas (2), os H-a e H-p aparecem
como dupletos (J = ca. 17 Hz) na série de 6,7- 7,4 ppm, respectivamente. O H
benzilico nas auronas (2.3) aparece como um singleto na série de 6,5- 6,7 ppm. Em
DMSO- ds as auronas exibem este sinal na série de 6,37- 6,94 ppm; a exata posicao
é uma fungo do padrao de hidroxilagéio .

Ja que o numero, natureza e posigio de grupos substituintes no anel A n&o

afetam significamente as posi¢cSes de absor¢io dos H do anel B, e vice-versa,
estudaremos, a seguir, alguns+dos padrées de oxigenacfio dos aneis A e B de

flavondides naturais “*%'.
HO. : 0!
6

OH O

1.4.3- Hidrogénios do anel A

1.4.3.1- 5,7-dihidroxiflavondides. Hidrogénios nos C-6 e -8 aparecem
separadamente como dubletos, J= 2,5 Hz, na regi&o de 5,7- 6,9 ppm. O H-6 &
consistentemente mais protegido do que o H-8 e glicosilagdo do grupo OH-7
provoca desprotecdo de ambos os H (Tabela 1.4.2), o fenémeno de deslocamento
que também & observado com a acetilagio destas OH.

Tabela 1.4.2- Deslocamentos quimicos dos H sobre os C-6 e -8 (em 5,7-
dihidroxiflavonoides) ** *.

Classes H- 6 (ppm) H- 8 (ppm)
Flavonséis (2.2.1), Flavonas (2.5), Isoflavonas (2.6) 6,0-62d 6,3-65d
7- glicosideos dos compostos acima 6,2-8,4d 8,5-69d
Flavanonas (2°), Dihidroflavonéis (2.2) 5,75- 5,95 d 59-6,1d
7- glicosideos dos compostos acima 58-61d 6,1-64d

* veja estruturas no Quadro 1.1, p.5

1.4.3.2- 7-hidroxiflavondides (5-deoxiflavonotides). O adicional H sobre o C-5
nestes compostos é fortemente desprotegido peio grupo 4-ceto e aparece como um

dubleto, J = ca. 9 Hz, em torno de 8,0 ppm devido ao acoplamento em orto com H-6.
Os sinais dos H-6 (q, J= 8 e 2,5 Hz) e H-8 (d, J = 22,5 Hz), os quais compreedem a
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porgdo BC de um sistema de spins ABC tendendo para ABX, s&o mais
desprotegidos do que em 5,7-dihidroxiflavonéides (Tabela 1.4.3).

Tabela 1.4.3- Deslocamentos quimicos dos H sobre C-5, -6 e -8 (em 5-
deoxiflavondides) ***.

Classes H-5 (ppm) H-6 (ppm) H-8 (ppm)
Flavonas, Flavondis, |softavonas 79-82d 6,7-71¢q 6,7-7,0d
(2.5.1), (2.2.1.1), (26.1)
Flavanonas, Dihidroflavonéis 7,7-79d 84-65¢q 6,3-64d
)" 2.2" 1
* veja as estruturas moleculares no Quadro 1.1, p. 5.
** 5-deoxi '

1.4.4- Hidrogénios do anel B

1.4.4.1- Flavanonas (2'), Flavonas (2.5) e Isoflavonas (2.6) com o anel B ndo
substituido. Na estrutura molecular 2.5, a auséncia de substituintes no anel B pode
ser deduzida pelo aparecimento de duas bandas multiplas, representando 2H e 3H
respectivamente. Os H-2' e -6', devido a maior proximidade com o sistema
carbonilico «, p-insaturado, aparecem mais desprotegidos do que os H-3', -4’ e -
5. Por outro lado, a auséncia de substituintes no anel B de 2' e 2.6 pode ser
deduzida pelo aparecimento de uma banda miuiltipla representando 5H, em face da
auséncia de conjugagao com o grupo carbonila (Tabela 1.4.4),.

Tabela 1.4.4- Deslocamentos quimicos de H localizados no anel B de
flavanonas, flavonas e isoflavonas, em unidades & @

Classes H-2',-6’ H-3',4’, -6’ H-2’, -3’, -4’, -§', -6’
Flavanonas (2')** e e 7,33- 7,51
Flavonas (2.5)*" 7,79-7,97 7,46- 7,57
Isoflavonas (2.6)** — —ee 7,39- 7,48

| * veja as estruturas moleculares no Quadro 1.1, p. 5.
** om 4'- deox-.

1.4.4.2- Flavonéides 4’-oxigenados. O espectro destas substancias, devido a
livre rotagio do anel, revela um sistema A;B; rigorosamente, AA'BB
comprendendo os H-2', -3', -5', e -6’ representados por dois pares de dubletos em
orfo acoplados (J = ca. de 8,5 Hz):
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r

5o

6 &
R =H ou CH;

Os dubletos dos H-3', H-5' sempre ocorrem mais blindados do que os
dubletos dos H-2', -6’ devido ao efeito mesomérico do substituinte oxigénio (similar
para R = H ou CH;) sobre os primeiros (em orfo). A posicéo da freqiéncia de
absorcio dos H-2', -6, depende ainda, do nivel de oxidac&o do anel heterociclico
C, n&o variando significamente, ‘a dos H-3', -5' (Tabela 1.4.5).

Tabela 1.4.5- Deslocamentos quimicos dos H sobre os C-2', -3', -5', e -6’ (em
flavondides 4’-oxigenados) * em unidades 3.

Classes H-2’, -6’ H-3’, -5’
Flavanonas (2") 7,14-73d 65-71d
Dihidroflavonéis (2.2) 72-74d 65-71d
isoflavonas (2.6.1) 72-75d 6,5-7,1d
Chalconas (2.1)**(H2,6,3,5) 74-76d 65-71d
Auronas (2.3.1) 76-78d 85-7,1d
Flavonas (2.5.1) 77-79d 6,5-71d
Flavonéis (2.2.1.1) 79-814d 65-7,1d
(*) veja as estruturas moleculares no Quadro 1.1, p. 5.

(**} em 2'- deoxi-

A comparagéio de espectros de substancias em que R = Me com espectros de
substancias em que R = COCH3, revela-se importante em trabalhos de investigacao
estrutural. Esta andlise comparativa permite deduzir pela existéncia ou ndo de
grupo OH em 4', ja que este grupo exerce o mesmo efeito de blindagem exercido
pelo grupo OCH,. Todavia, a acetilagio de OH- 4', provocard um deslocamento
paramagnético da banda correspondente aos H-3', -5', enquanto que a banda
correspondente aos H-2', -6’ ndo sofre significativa modificagéo (Tabela 1.5.5. 1

Tabela 1.4.5.1- Deslocamentos quimicos dos H sobre o anel B de 4'-
oxiflavonas . Os valores registrados mdependem da natureza ou do numero de
substituintes existentes nos outros aneis *

R H-2’, -6’ H-3', -5’ Solvente
Me 7,78-8,18 6,95- 7,05 CDCl;

Ac 7,85- 8,24 7,24-7,30 CDCl;
SiMe; 7,10- 8,10 7,10- 6,65 CCl,

H 8,10- 7,98 6,90- 6,98 (CD3)2SO




Métodos modernos de determinacio estrutural de flavondides 25

1.4.5- Hidrogénios hidroxilicos

Flavonbdides compietamente trimetilsililados, por definicdo nao contém
hirogénios hidroxilicos fenélicos (OH) e, assim, ndo podem ser usados para a sua
detecciio. DMSO-ds, portanto, demonstra ser um solvente ideal para a detecgéo de
OH. Por exemplo, no espectro de 3,5,7-triidroxiflavona as ressonancias dos OH
ocorrem a 12,40 ppm (5-OH), 10,93 ppm (7-OH) e 9,70 ppm (3-OH) “. O
desaparecimento sobre a adigdo de D,O, dos sinais observados, confirma a sua
identidade como ressonancias de OH.

1.4.6- Hidrogé&nios metoxilicos
4
Os sinais de hidrogénios de grupos metoxila, com poucas excecbes
aparecem na série de 3,5- 4,1 ppm ** quando soiventes como CCl,, CDCl; e DMSO-
ds sdo usados. Eles sdo de pouco valor diagnostico, a menos que deslocamentos
induzidos s&o medidos.

1.4.6.1- Deslocamenios induzidos por benzeno. Na anadlise de estruturas de
metédxiflavonas (2.5) e flavonéis (2.2.1) pode ser demonstrado, primeiro registrando
o espectro de RMN-'H em CDCl;, e depois em C¢Hs, que o tamanho do
deslocamento benzeno-induzido (A) de certos sinais de metoxilas, era, em alguma
extenséo, indicativo da posi¢do do grupo metoxila sobre o nucleo da flavona, como
mostra a Tabela 1.4.6 *.

Tabela 1.4.6- Valores A (8 cpc - 8 cens) para os sinais de metoxilas em
flavonas (2.5) na auséncia de orfo-substituintes.

MetoXxila em A

C-3 - 0,07 a+ 0,34 ppm
C-5 +0,43 a+ 0,58 ppm
C-7 + 0,54 a + 0,76 ppm
C-2 + 0,46 a + 0,53 ppm
C-4 + 0,54 a + 0,71 ppm
{*)- veja as estruturas moleculares no Quadro 1.1, p. 5.

Grandes deslocamentos foram notados para as metoxilas na posigdes
conjugadas & carbonila e, todavia, estes deslocamentos eram reduzidos na
presen¢a de orto-oxigenagao (-OH ou -OCH;). Em 7,8-dimetoxiflavona o sinal 8-
metoxila sofre somente um pequeno deslocamento e em 5,7-dioxigenado-6-
metoxiflavonas o sinal 6-metoxila exibe um deslocamento de somente + 0,03 ppm.

Orto-oxigenag&o de uma S5-metoxiflavona (ie, no C-6), resulta em uma
drastica redugdo no deslocamento do sinal de 5-OCH; a partir de um alto valor
positivo para préximo de zero. Pelter et al. (1969), segundo Mabry “*, demonstrou
que o volumoso orfo-substituinte pode ser qualquer variedade de outros grupos e
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ndo necessariamente um grupo metoxila. Eles também estabeleceram que a
disponibilidade do benzeno para a metoxila é somente impedida se a metoxila é
ladeada sobre ambos os lados por substituintes.

Estava assim concluido que, o deslocamento induzido por benzeno para os
sinais de grupos metoxilas (ou no anel A ou no anel B), orto a um H-arila, € maior do
gque 0,3 ppm, enquanto que os sinais de grupos metoxilas na auséncia de H
semelhante é movido por somente 0,0- 0,2 ppm.

Outros estudos envolvendo a associagiio do benzeno com grupos metoxilas
s30 encontrados nas referéncias citadas por Mabry et al. *,

i

1.4.7- Efeito Nuclear Overhauser (NOE)

Nos trabalhos de determinagio estrututral de uma 8-isoprenil-3,7,4'-
trimetilquercetina, Pinhey ef al. (1973), segundo Mabry “ usou o NOE para
comprovar o padrio de substituicido dos aneis A e C. Assim, irradiagio na
frequencia de ressonancia do grupo metoxila produziu um aumento de 13% da

integral do sinal do H-2', presumivelmente devido aoc NOE entre o grupo 3-OCH; e o
H sobre o C-2'. '

1.4.8- Correlagdo C,H por transferéncia de polarizacéo (HETCOR)

Experimentos de correlagéo C,H bidimensional, fornece sinais cruzados para
todos os nucleos de 'H e C os quais estdo conectados por um acoplamento de
uma ligagdo ['J (C,H)]. A designagsio de um membro do par de spins-acoplados,
conduz imediatamente a designa¢gdo do outro 2 De qualquer modo, é
frequentemente desejavel observar sinais-cruzados de pares de spin C,H
conectados por acoplamentos de duas (3Jcu) ou trés (*Jew) ligagdes. Para tanto,
outras alternativas s&0 os experimentos COLOC e HMBC.

1.4.9- Correlagao C,H via acoplamento a longa- série (COLOC)
O procedimento de correlagio C,H a longa-distancia como descrito acima, pode
ainda n3oc ser satisfatério. Um método denominado COLOC (Correlation
spectroscopy via Long range Coupling), pode portanto ser desenvolvido 3

1.4.10- Experimentos de HMQC

O experimento a priori descrito, & a mais simpies forma de uma técnica de

correlagsio H, X. HMQC destaca-se para Heteronuclear Mulitiple Quantum Coerence.
A sequéncia HMQC, foi designada para correlacionar nucleos de 'H e *°C via e .
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1.5- Espectrometria do Massas ***'
1.5.1- Introdugao

O trabalho de Reed e Wilson, citado por Braz Filho ?', marcou o inicio da
aplicagio da espectrometria de massas no campo de flavonéides. Os resultados
experimentais demonstraram a possibilidade da utilizagio deste método para fins de
determinagéo estrutural.

Trés fatores principais justificam a crescente aceitagéo da espectrometria de
massas, especialmente aos estudos da quimica de produtos naturais:
a- aperfeicoamento dos aparelhos;
b- pequena quantidade necessaria da amostra (ca.de 1 mg);
¢- nimero de informagdes obtidas, além do peso molecular das substéancias.

Evidentemente, a potencialidade do método toma-se mais acentuada quando
associado aos outros métodos fisicos anteriormente revistos.

Fragmentacao de flavondides sob impacto de elétrons ocorre por um niimero
limitado de caminhos previsiveis. Fragmentos caracteristicos originam- se por fissao
do fon molecular (M™) em fragmentos derivados dos aneis A e B. Esta fragmentacao
usuaimente envolve um ou ambos caminhos | (retro-Diels- Alder) e Il (deslocamento
ndo compensado de elétrons).

1.5.2- Determinacio do peso molecular e férmula molecular

O espectro de massas de um flavondide é via de regra dominado por um
nimero reduzido de picos, que aparecem predominantemente na regido de massas
mais elevadas, nas imediagdes do pico do ion molecular e na regifio de massas
médias, parte central do espectro.

O pico correspondente ao ion molecular é faciimente reconhecido ja que
frequentemente revela-se muito intenso, n&o raro constituindo o pico base. Tal
comportamento & previsto. A aromaticidade dos flavondides confere grande
estabilidade ao ion molecular.

Com base no peso decorrente do esqueleto basico fundamental (Quadro 1. 2
p.5) e nos principais grupos substituintes encontrados em produtos naturais®,
incluindo-se os grupos OH, OCH; e OCH,0, pode-se deduzir a férmula molecular de
um flavondide. A presenga e a natureza de grupos substituintes podem ser
deduzidos com grande seguranga por espectrometria de rmn.

Assim, a soma das massas da substancna fundamental e a dos grupos
substituintes, tentativamente escolhidos ®, permitira propor a férmula molecular para
uma substancia flavonoidica. Para exempllﬁcar citamos uma substancia cujo
espectro de massas revela peso molecular 270. Este peso molecular pode
corresponder ao peso basico 224 + 1 OCH; + 1 OH. Ou seja, 224 + 30 + 16 = 270.

Com base nestes dados, poderiamos estar diante de uma flavanona,
chalcona, isoflavanona ou pterocarpano (Quadro I.1, p.5) de férmula molecular
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CsH1eO2 (OCHs) (OH). Evidentemente, os caminhos de fragmentaglo seguidos
pelos pterocarpanos permitem distingui-los dos demais. As rupturas envolvendo o
hexanel heterociclico nos pterocarpanos levam a fragmentos diferentes daqueles
originarios das flavanonas, chalconas e isoflavanonas.

1.5.3- Anilise do espectro de massas nas imediagdes do ion molecular

A presenga de grupo OCH; pode ser atribuida pela andlise aritmética do
espectro através da perda de 30 efou 31 e/ou 15 unidades de massa. Ja a presenca
do grupo OH pode ser proposta através da verificagéio de picos em M-17 e/ou M-18
3% A contagem do nimero de grupo OH, pode ser feita através do espectro de
massas do produto de metilagioou acetilagéo.

Frequentemente, as substincias que contém o substituinte 2.,2-
dimetilcromeno (XIX) apresentam o pico base em M-15 devido a facil eliminagao de
radical metila para formar um ion n#o radicalar (XX) com estabilidade significativa.

H;C e E)+ HiC 6
-
‘CHj
XIX XX

, Portanto, & perfeitamente previsivel que o numero, a natureza e a posigéo de

grupos substituintes pode modificar significamente o comportamento de flavonobides
no espectrémetro de massas. Evidentemente, o aumento de grupos substituintes
oxigenados permite uma maior estabilizagdio do ion molecular através de efeitos
eletrénicos, principalmente omesomérico .

1.5.4- Anélise do espectro de massas na regido de picos de massas
intermediarias

As fragmentacdes que envolvem o hexanel heterociclico podem ser utilizadas
para confirmagao de um flavondide. Além disso, o nimero e a natureza de grupos
substituintes podem ser conferidos através dos fragmentos que envolvem os aneis
A e B. As fragmentagdes que ocorrem no anel heterociclico sem e/ou com rearranjo
de hidrogénio s&o referidas como retro-Diels-Alder (Quadro 1.5.2) w2l

Os pterocarpanos (Quadro 1.5.9, p.36) apresentam condigbes estruturais
desfavoraveis para este tipo de fragmentagio (Quadro 1.5.2). Portanto, os
pterocarpanos podem ser distinguidos das chalconas (2) e flavanonas (2’), embora
possuam e mesma formula molecular fundamental, CisH1202.
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Quadro 1.5.2- Fragmentagio envolvendo deslocamento compensado de
elétrons sem rearranjo de hidrogénio. Z= oxigénio (C=0), Z= OH (CHOH) ou Z= H,
{CH,).

1.5.5- Flavonas

As flavonas apresentam um esqueleto basico de formula molecular Cys H1002
(Quadro 1.5.3) e diante das possibilidades de substituintes ® pode-se formular
estrutura molecular para estas substancias.

Flavonas que ndo apresentam func¢éo oxigenada na posi¢éio C-3, revelam a
presenca de pico em M-28 e M-28/2 correspondente a expulséo de monéxido de
carbono. A fragmentagio tipo RDA e o deslocamento compensado de H, aparecem
como caminhos importantes, Quadro 1.5.3.

Quadro 1.5.3- Caminhos principais de fragmentacéo de flavonas no
espectrometro de massas.

RDA ¢ RDA com transferéncia
de H (Quadro 1.5.2)

Entretanto, com o aumento de fungbes oxigenadas no esqueleto flavonico,
ocofrerd uma maior estabilizagdo do ion molecular e, consegientemente, uma
diminuigao nas abundancias relativas dos fragmentos correspondentes aos aneis A
e B (RDA).

As flavonas que sustentam fungdo oxigenada no C-3, comportam-se de
maneira diferente no espectrémetro de massas. Embora a fragmentagéo RDA possa
ocorrer, os picos correspondentes t&ém a abundéncia relativa fortemente diminuida.
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Audier, citado por Braz Filho ?' formulou o fragmento XXI como caracteristico
de 3-hidroxiflavonas. A racionalizagio mecanistica de sua formacg&o, que envoive 0
anel B, foi confirmada através do uso de deutério. Outro fragmento importante no
espectro de massas destas substéncias envolve o anel A, oriundo de um
deslocamento compensado de elétrons com rearranjo de H (XXII), cujo mecanismo
de formagao nao foi ainda esclarecido.

0 OH
I = (L
\\‘O+

e

=0

Xx1 xxn

Observacdo destes fatos experimentais permitiv-nos averiguar o
comportamento de substancias analogas contendo um grupo OCH; em vez de um
grupo OH em C-3. O trabalho descrito por Bowie @ Cameron, segundo Braz Filho A
foi dedicado por este tipo de substancia. Os autores discutem os espectros de 13
substancias que sustentam um grupo OCH:-3 e chamam a atencdo para a
impotdncia do espectro de massas para fins de determinagdo estrutural.
Resumidamente, os pesquisadores concluiram que:

1. A eliminagdo de 43 unidades de massas do lon molecular é éompativel
com a existéncia de grupo OCH, no C-3, M- CH;CO;

2. A natureza do grupo localizado no atomo de C-6 pode ser deduzida;

3. A ocorréncia de fragmentagio RDA pode ser deduzida da analise dos
espectros registrados, embora os picos correspondentes sejam de baixa
intensidade.

Aqueles pesquisadores atribuem a formagéo do pico em M-43 através da
expulséo dos elementos do radical acetil por um processo que envolve uma Gnica
etapa. Por outro lado, é também viavel que o pico M-43 possa originar-se através de
duas transigdes consecutivas que envolvem a expulsio de 'CH; (M-15) e C=0 (M-
28) efou C=0 e ‘CH;, conforme racionalizagdio mecanistica no Quadro 1.5.4 A
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Quadro 1.5.4- Racionalizagfio mecanistica para a expulsdo de C;H;0 no
espectro de massas de 3-metoxiflavonas.

A\/l Fo jH3O'

Embora Bowie e Cameron, segundo Braz Filho %, n&o comentam a

possibilidade de formacgao do fon fragmentario XXI (p.30), pode se constatar a sua
provavel presenga através da andlise de espectros publicados por aqueles autores.
Esta deducgéo é corroborada pela analise dos espectros de massas das substénclas
isoladas da Apuleia leiocarpa ' (compostos 11 e 19), Lonchocarpus campestris 7
(compostos 19 e 20) e de Derris mollis * (compostos 2 e 6).

Mais tarde, porém, Mabry, Schmid et af 2 propuseram experimentalmente, a
origem do ion fragmento XXI a partir do estudo de padrbes de fragmentagao em
CG-EM de flavonbides agliconas perdeuteriometilados (PDM).

Estes pesquisadores, verificaram que no EM da maioria dos flavondis
permetilados, M™, {M-1]" e [M-15]" s@o proeminentes picos. Os mais abundantes
fragmentos tipo-a (RDA + H) e -5, sao XXIII e XIV, respectivamente. Nas analises
de CG-EM de ftavondis PDM, intensos M*, [M- 1]°, moderadamente intenso (M-
CO4]" e fracos picos XXIII e X1V foram observados.
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A presenga de um intenso pico {M-1] em flavonol permetil éter pode ser
atribuida * as estruturas XXV e XXVI, as quais podem ser formadas ap6s perda de
H dos grupos 3- ou 5-OCHj,, respectivamente.

+
HyCO o

OCH; O-CH,

XXV (M-1] XXVI[M-1] XXVII [M-1]

Todavia, essa interpretacao requer reinvestigacao, ja que nos estudos % com
flavonsdis PDM no C-3 e C-5, um comparavel pico {M-2]" ndo foi observado enquanto
que um [M-1]" estava ainda presente. Potanto, a formag&o do pico [M-1}" nestes
flavonodis presumiveimente envolve um H aromético, qui¢d, como em uma estrutura
semelhante a XXVII .

Por outro lado, apés perdeutériometilagdo, o fraco fragmento XXIII foi
observado a 1 u.m.a. maior que a calculada para uma simples transferéncia de H
em todos os compostos exceto galangina 3-O-metil éter. E portanto concluido que,
nestes compostos D ou H é transferido do substituinte em C-3.

Os fragmentos XXV e XXVI em flavondis PDM permitiram identificagio do
nimero e tipo de substituinte nos aneis A e B dos compostos de origem; no entanto,
o grau de oxigenacgao parece determinar a intensidade destes picos.

Finaimente, estudos do comportamento no espectro de massas de flavonas
oxigegfadas em outras posi¢des possiveis, foram muito bem documentados por Braz
Filho “'.
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1.5.6- iIsoflavonas

As isoflavonas comportam-se de maneira andloga as flavonas. Os
fragmentos principais que comparecem no espectro de massas das isoflavonas
resultam da fragmenta¢do envolvendo deslocamento compensado de eiétrons.
Consequentemente, pode-se estabelecer a distribuicio das fungbes oxigenadas nos
aneis A e B. Obviamente, as influéncias eletrbnicas de grupos substituintes aqui
também se evidenciam.

As diferencas principais que podem ser constatadas nos espectros de
isoflavonas em relagio as flavonas sdo ':
{
a. 0 pico em M-28 é significantemente menos intenso;
b. o pico em M-28/2 n&o comparece;
¢. a ocorréncia de pico significativo em M/2;
d. a ocorréncia de pico significativo em M-1.

1.5.7- Flavanonas e Chalconas

Os espectros de massas destas substancias séo qualitativamente idénticos,
conforme revela a comparacgo dos espectros da flavanona XXVIII e da chalcona
XXIX ?' (Quadro 1.5.5).

Estes dados sao favoraveis a existéncia de um equilibrio entre as duas
substincias ionizadas, o que é muito razoavel. Com isso, ndo é possivel distinguir
uma chalcona de uma flavanona, substancias isémeras, com base somente no
espectro de massas. Entretanto, um simples espectro de UV permitira a distingao
entre estas duas classes.

Quadro 1.5.5- Dados do espectro de massas da flavanona (XXVIII) e da
chalcona correspondente (XIX).

o 1) on 1
> -~
0 o)
XV XXTX
mfz % miz %
224 79 224 100
223 66 223 83
147 69 147 80
121 27 121 41
120 100 120 63
104 42 104 39
103 23 103 25
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Pode-se, entretanto, constatar dos dados figurados acima (m'z = 120 e m/z =
104) que a fragmentagéo envolvendo clivagem RDA, assume maior importéncia nas
flavanonas e chalconas do que no caso das flavonas e isofiavonas.

Em face da possibilidade do equilibrio referido, pode-se justificar esta maior
facilidade de fragmentagdo (RDA), pois, as flavanonas apresentam o anel
heterociclico com uma liga¢édo simples C,-C; que facilita a ruptura C,-C3-C=0. As
flavonas apresentam um sistema carbonlflico a,p-insaturado, o que dificulta a ruptura
da ligagdo C,=C,-C=0.

Esta fragmentagdo, em conjunto com o peso correspondente ao esqueleto,
permite distinguir estes compostos dos demais flavonéides, bem como a localizagéo
e natureza de substituintes nos aneis Ae B.

O Quadro 1.5.6 resume os principais caminhos de fragmentagio de
flavanonas e chalconas. A forma endlica da flavanona favorece as fragmentagbes
que envolvem a expulsio ou de um atomo de hidrogénio ou radical arila, a partir do
fon molecutar, para fornecer as espécies catiénicas * XXX e XXXI. Esta dedug#o é
corroborada pela andlise dos espectros de massas das flavanonas (22, 23 e 24)
isoladas de .. campestris ’.

Quadro 1.5.6- Caminhos principais de fragmentagdo de flavanonas no
espectrébmetro de massas.
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Constata-se a partir da literatura *® que as flavanonas (inclusive as de L.
campestris, 5, 6, 7 e 8) e chalconas revelam picos intensos, n&o raro o pico base,
na regio correspondente aos fragmentos devido a clivagem RDA.

Na presenca da base forte usada no processo de perdeutériometilagéo, as
flavanonas sofrem abertura de anel para chalconas, as quais sé&o
subseqliéntemente convertidas a chalconas PDM. Por exemplo, naringenina
(XXXII) fornece XXXII (por UV e RMN), Quadro 1.5.7 *°.

Quadro 1.5.7- Conversdo de flavanonas a chalconas durante
perdeutériometilagéo; fragmentos da chalcona PDM no espectro de massas.

CD;0 OCD;
Cx
To
0CD; o,
H XXXIY
0 : 0CD;
HeZ©

Nas andlises de CG-EM de chalconas PDM empregadas neste estudo, um
forte pico [M-28]" & observado. Isso parece tipico para chalconas com grupos 2'- e
2" 6'-(di)metoxila %.

A estrutura proposta para o fragmento diagnéstico XXXIV, é suportada peio
seu deslocamento a partir de m/e 204 para m/e 195 nos compostos permetilado,
indicando a presenca de trés grupos deutériometilados neste fragmento 2

1.5.8- Pterocarpanos

Os pterocarpandides XXXV apresentam a mesma formula molecular das
flavanonas, chalconas e isoflavanonas. Entretanto, eles comportam-se no
espectrémetro de massas de maneira diferente, sendo o pico correspondente ao ion
molecular geraimente o pico base e o pico [M-1]", significativo. Além disso a
fragmentagéo via clivagem RDA deixa de ocorrer em vista da prépria arquitetura
molecular (Quadro 1.5.8) %',
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Quadro 1.5.8- Caminho principais de fragmentacéo de pterocarpanos no
espectrdmetro de massas .

XXXIV (CoHyO) XXXV (CH0)

Porém, conforme se deduz do Quadro 1.5.8, o espectro de massas de
pterocarpanos n&o permite afirmar de modo confiavel, os grupos substituintes
localizados nos aneis A e B 2",

Por outro fado, o pico em m/z 148 também pode ser justificado através do
fragmento XXXVII, conforme a racionalizagdo mecanistica envolvendo rearranjo de
H (Quadro 1.5.9). Todavia, o fragmento XXXVII resultante tem a mesma férmula
molecular basica CsHeO que o fragmento XXX VI Quadro 1.5.8) 2.

Quadro 1.5.9- Fragmentag¢éo envolvendo o anel A de pterocarpanos no
espectrometro de massas.

TPy "Ry

+ +
) 5 R o
—-— .
XXXVII (mv/z = 148)
R=0CH3
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CAPITULO 2
Resuiltados e Discussao

2.1- Determinagio Estrutural dos Flavonéides de L. campestris

O estudo fitoquimico dos extratos das raizes de L. campestris 7 possibilitou-
nos o isolamento de seis contituintes flavondides j& conhecidos como produtos
naturais, a saber: um pterocarpano (medicarpina, 1), previamente isolado de
Dalbergia stevensonii ® , dois flavonéis (4’-motoxikarangina, 2 e karanjina, 3),
dentre os seis que ocorreram em Dermis mollis ~, uma chaloona (4-
metoxilonchocarpina, 4), isolada previamente de Milletfia pachycarpa ® e duas
flavanonas (lsolonchocarplna, 5fe (lsoderrlclna A, 6), previamente isoladas de
Pongamia glabra ¥ e Dabhistedtia pentaphyla %, respectivamente, e duas novas
flavanonas cujas estruturas moleculares compreendem um derivado da lsodemcma
A (6) e da isolonchocarpina (5), respectlvamente a 4’-metoxiisoderricina A (7) ' e
a #-metoxiisolonchocarpina (8) ’, Quadros .1, p.5 e 2.1.1, p.38).

Reallzamos a determinagfio estrutural dos constituintes isolados de L.
campestris ’, através dos métodos fisicos anteriormente rewstos Adicionalmente
comparamos nossos dados com os registrados na literatura *52 ¢, em particular, a
‘medicarpina ¢ a karanjina foram comparadas com amostras auténticas
previamente identificadas em nosso laboratério.
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Quadro 2.1.1- Classes e estruturas moleculares dos flavonbides
isolados de L. campestris *.

Pterocarpano Chalcona

{1) medicarpina

(4) 4 -metoxilonchocarpina

Flavonébis

{2) H, = OCHz3 (4-metoxikaranjinal
(3) R, = H (karanjinal

Fliavanonas

{5} Rq = H (isclonchocarpina) f8} Rq= H lisoderricina A}
{8] Rq = OCHj (4'-metoxiisclonchocarpinal (7] Rq = OCH3 (4-metoxiisoderricina A)

2.1.1- Pterocarpano [medicarpina (1)]

No espectro de RMN de 'H da substancia 1 (Tabela 2.1.1, p.41 e espectro
E1, p.97), observamos na regido de absorgdo de H alifaticos, as caracteristicas
bandas multiplas constituidas de um multipleto o qual integra 2H a 3,42- 3,69 ppm.
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Relativamente mais desblindado um duplo dubleto com J = 10,6 e 51 Hz,
integrando 1H a 4,23 ppm. Ainda nesta regi&o, um dubleto com J = 7 Hz, integrando
1H a 5,48 ppm, caracteriza um acoplamento vicinal. Por outro lado, na regido da
frequiencia de absor¢sio de H arométicos, um segundo multipleto correspondendo a
3H, comparece a 6,41- 6,47 ppm. Por sua vez, um tipico acoplamento em orfo e a
longa- distancia, *J, & revelado por um duplo dubleto com J = 8,5 e 2 Hz, integrando
1H a 6,52 ppm e por um dubleto com J = 8,5 Hz integrando 1H, o qual suporta a
maior desblindagem na arquitetura molecular a 7,36 ppm; em vista das magnitudes
destas constantes de acoplamentos e de suas respectivas freqiiéncias de absorgéo,
estas bandas denotam, portanto, um sistema de trés spins acoplados do tipo AMX.
Outro tipico acoplamento em orto, dencta-se pela banda muitipla de absorgao
representada por um dupleto comiJ = 9 Hz integrando 1H a 7,11 ppm. Finalmente,
um intenso e tipico singleto integrando 3H os quais ressonam na freqiiéncia de
absorcdo a 3,76 ppm, caracteriza como o primeiro substituinte, uma metoxila
aromatica. Assim, com estes dados definimos a montagem de um esqueleto
pterocarpandide:

Ponderando-se o nGmero de H em uma estrutura pterocarpandide,
ressonando no espectro em questio, bem como a presenga de dois acoplamentos
em orfo e de dois a longa-distancia, um segundo substituinte tipo hidroxilico €
claramente evidenciado e confirmado pelo peso molecular do ion de maior massa
(M" = 270), presente no espectro de massas [M" = 224+ 30(OCH;)+ 16(0OH)] ¥
(espectro E1d e Quadro 2.1.3, p.44).

Ambos acoplamentos em orfo e ambos a longa-distincia, permitem
estabelecermos quatro possiveis regioisémeros, a saber:

& %

(@ (@) (b) (b')

simplificando, temos:

(atb), (a+b’), (a'+b) ou (a'+b’}
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Entretanto, admitindo-se o aceito postulado ° de que a rota biossintética de
pterocarpanos, invariavelmente resulta em fungio di-oxigenadaem C-3 e -9
(Quadro 1.2, p.5), resta-nos somente a alternativa (a+b). Todavia, ambos
substituintes OH e OCH;, podem ainda gerar dois possiveis regioisdbmeros na
estrutura (a+b), ou seja, temos um dos esterecisdmeros ou de medicarpina (1) ou de

3-metoxi-9-hidroxipterocarpano *'

A priori parece nos ambigua a atnbuu;:éo dos sinais de absorg:ao dos
hidrogénios aromaticos no espectro de RMN'H do composto em questao 2. De
acordo com a literatura, as freqUéncias de ressonéncia devido aos étomos de
carbonos arométicos (Etla, p.98, Tabela 2.1.1, p.41), tomam-se ateis no
estabelecimento do presente padréio de substituicsio do esqueieto pterocarpandide
WH-23 (4), apoiando-se nos seguintes critérios:

a- completa independéncia dos deslocamentos quimicos dos carbonos dos anéis A
e D, constatada em modelos com diferentes grupos substituintes;

b- efeitos de grupos substituintes (hidroxila, metoxila e acetila) sobre os
deslocamentos quimicos dos C de derivados de benzeno simples e de
pterocarpanos;

¢- experimentos de correlagio de deslocamentos quimicos heteronuciear, C-H,
SFORD e HETCOR, como suporte dos critérios acima.

Em estudos anteriores ®, pdde-se demonstrar que em derivados de benzeno
simples, o atomo de carbono ipso sustentando um grupo metoxila, ¢ desblindado
cerca de 30,2 ppm, enquanto que os atomos de cabonos nas posigdes orfo e para
ssio protegidos cerca de 15,5 e 8,9 ppm, respectivamente. Em sistemas aromaticos
mais complexos & indicado que estes deslocamentos quimicos variam em
magnitude mas n&o em sentido. Grupos hidroxila e metoxila, exercem efeitos
mesomérico similares sobre as frequéncias de ressonéncia dos atomos de carbonos
aroméaticos. De qualquer modo, acetilagio de um grupo hidroxila fenédlico causa
sighificante desiocamento nas ressonancias destes atomos, podendo, portanto, ser
usada para determinar o arranjo de grupos hidroxila e metoxila presentes. Assim,
4tomo de carbono em ipso é protegido, enquanto que os carbonos em orto e em
para s&o desprotegidos.

Diante do anteriormente exposto, podemos distinguir os sinais dos atomos de
carbonos aromaticos dos aneis A e B e confirma-los através dos experimentos
HETCOR, C-H, DEPT 90 e 135° (E1b, p.98 ) e COLOC. Assim, finalmente decimos
pela estrutura 1 (Quadro 2.1.1, p.38).

Vale ressaltar que o padrio de substituicio de pterocarpanos néo pode ser
estabelecido, exceto o numero e a natureza dos substituintes, por espectrometria de
massas 2!, uma vez que, os fragmentos envolvendo os aneis A e B, possuem a
mesma massa fundamental (Quadro 2.1.3, p.44 ).
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- Anélise Conformacional do Anel Heterociclico

A literatura * tem nos mostrado que a partir de modelo de Dreiding, os dois
aneis heterociclicos no sistema 6a-11a-diidro 6H-benzofuro [3-2¢][1] benzopirano
(1), estéo cis fundido, pois a configuragéo relativa oposta, frans, confere maior
tens&o a molécula devido as interagbes entre os seus atomos. Quanto asua

Tabela 2.1.1- Dados de RMN'H (300 MHz, CDCl; / TMS) e RMN'®C (75 MHz,
CDCl; / TMS) da medicarpina (1):

1
H 3 [ multiplicidade, J (Hz)] c 5
1 7.36 (1H, d, 8.5) 1 132,7 (CH)
2 6,52 (1H, dd, 8,5 e 2.0) 1a 112,9 (Co)
14 6,41- 6,47 ( 3H, m) 2 110,3 (CH)
Bax 3,42- 3,69 (2H, m) 3 157.7" (Cg)_|
Beq 4,23 (1H, dd, 10,0 e 5,0) 4 104,0 (CH)
8a 3,42- 3,69 (2H, m) 4a 157.2* (Co)
7 7,11 (1H, d, 9,0) 6 66,7 (CH,)
8 6,41-6,47 (3H, m) 6a 39,5 (CH)
10 6,41- 6,47 (3H, m) 7 125,3 (CH)
11a 548 (1H, d, 7,0) 7a 119,6 (Co)
OCH; (C-9) 3,76 ( 3H, ) 8 106.,8 (CH)
9 161,2° (Co)
10 97,3 (CH)
10a 161,7° (Co)
11a 78.8 (CH)

OCH;3 (C-9) 55,7 (CH3)

(,()- valores intercambiaveis.
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configuragao absoiuta, a mesma literatura atribui-na 6aR : 11aR. De qualquer modo,
ha duas possiveis conformagdes, | e Il , para este sistema, Quadro 2.1.2:

Quadro 2.1.2 - As duas possiveis conformagdes de (6aR . 11aR)- 6a,11a-
diidro-6H-benzofuro [3,2¢] [1] benzopirano.

De acordo com a equacdo de Karplus, as magnifudes das constantes de
acoplamentos vicinais, H-H, para estes dois conférmeros sdo esperadas e
significantemente diferentes (Quadro 2.1.2 e Tabela2.1.2) ¥

Tabela 2.1.2- Constantes de acoplamentos esperadas para as mutuas
conformacgdes de (6a,R : 11a,R)-diidro-6H-benzofure [3,2¢] [1] benzopirano.

Conformacéo | Conformacao |l

H acoplados ngulo diedro (") J (Hz) dngulo diedro (°) J (Hz)
6a- 11a 0 B-9[7F 0 8-9
6a- 6ax 180 10-12[11 P 60 2-3
8a- 6eq 60 4-5[5T 60 2-3

{a) - valores experimentais por nds obtidos

Portanto, a compara¢&o das constantes de acoplamentos experimentalmente
determinadas, com as esperadas (Tabela 2.1.2), demonstra claramente que o
sistema de anel benzofurobenzopirano (1), existe na conformagéo I, com o anel
heterociclico de 6-membros na forma meia-cadeira unida ao planar anel
heterociclico de 5-membros. A magnitude das constantes de acoplamentos
observadas sugere que distor¢des angulares s&o minoritarias. Contudo, concluimos
gue a molécula, muito provavelmente existe predominantemente na conformacéo |
e que, embora a molécula possa sofrer mudancas conformamonals entre os

conférmeros | e I, o equilibrio & muito favoravel ao primeiro **

A magnitude absoluta da constante de acoplamento geminal (Jigax - Heeq = 10
Hz), estd em perfeito acordo com os acoplamentos observados em sistemas
similares, tais como MeOH: J = 10,8 Hz *
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Embora nossos dados de rotagio 6tica n&o coincidam exatamente com os da
literatura **, ha uma grande probabilidade de termos o mesmo isdmero 6aR e 11aR,
pois, temos a mesma configuracdo relativa do produto natural referido e de

atividade levégira com valores cujas magnitudes estdo muito proximas (Tabela
2.1.3).

Tabela 2.1.3- Dados de EM, |V e atividade 6tica ([o]p ) da medicarpina (1):

EM, m / z (%): 270(M"100), 269(43), 255(27), 161(10), 148(20), 147(10), 135(14),
134(6) u.m.a. Mecanismos de fragmentagéo, ver Quadre 2.1.3, p.44.

IV, vmix €M™ (CHCI5): 3387 (OH), 1621, 1505, 1497, 1474 (C=C), 1380, 1345,
1277, 1192,1146,1116 (C-O). Ver espectro E1c, p.99

[a]o (¢ = 10,0 mg / ml; CDCl3; | = 0,5 dm): - 197° (iit.: -234) >
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Etd- Espectro de massas da medicarpina (1).
undance Scan 1499 (25.780 min); 1.0
70000
80000
50000
40000
30000 {
20000 256
000
0! 281 298 311 327399 354 371383 306
-> 40 60 B0 100 120 140 160 130 200 220 240° 260 200 00 320 340 300 30 40

Quadro 2.1.3 - Racionalizagdo mecanistica da fragmentagdo da
medicarpina (1), no espectrémetro de massas *'

QO

vz =270 (M* 100)

' cH,

iz = 148(20) U&L e 255(27) - ”
a- - |
% N TS

iz =161 (10) mz =147 (11)

Uy~ "ob —"Oh

miz =134 (6)
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2.1.2- Flavonol-3-metil-éter [4’-metoxikaranjina (2)]

No espectro de RMN de 'H do composto 2 (Tabela 2.1.4, p.47 e E2, p.100 ),
predominam as bandas de absorgdo de H aromaticos. Observamos ai, os
desdobramentos de H em orfo acoplados representados por dois dubletos com J = 9
Hz, integrando 2H cada um a 7,06 e 8,15 ppm, caracterizam um anel benzénico
para-dissubstituido. Um acoplamento em orfo e a longa-distancia, é representado
pelo duplo dubleto com J = 8,5 e 1 Hz a 7,55 ppm, bem como pelo dubleto com J =
8,5 Hz cujo H relativamente mais desprotegido, ressona na freqllencia de 8,20 ppm;
cada uma destas bandas integram 1H. Por sua vez, um duplo dubleto comJ =2 ¢ 1
Hz a 7,18 ppm e um dupleto com J = 2 Hz a 7,64 ppm, cada um integrando 1H,
caracterizando, respectivamente; um acoplamento a longa-distdncia e um
acoplamento vicinal de H olefinicos, denotam claramente o tipico substituinte anel
furanico. Finalmente, um tipico e intenso singleto a 3,92 ppm correspondendo a 6H,
evidencia dois grupos substituintes metoxilas. Destes dados concluimos entéo, a
montagem de um esqueleto flavonico:

A presenca de um anel aromatico para-dissubstituido no espectro de RMN
'H, como acima discutido, a priori admite, af, a fixagdo de um dos substituintes
metoxila.

Por outro lado, os 2H em posigao relativa orfo, permitem estabelecermos dois
possiveis regioisémeros:

Entretanto, a rota biossintética ® (Quadro 1.1, p.5), sistematicamente nos
conduz as esfruturas flavonoidicas com fungio mono-oxigenada na posigdo C-7,
resultando portanto no regioisdmero “a”. Adicionalmente, o dubleto com J = 8,5 Hz
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a 8,18 ppm no espectro de RMN de 'H evidencia a locaiizacio de 1H periplanar ao
grupo carbonila , o que s6 é possivel no isémero “a”.

A localizac8io dos qrupos substituintes metoxila & confirmada pela
espectrometria de massas ' (E2a e Quadro 2.1.4, p.48). Para tanto, os principais
fragmentos diagnésticos, estdo a m/iz = 162 (3%) produzido pela ndo favoravel
clivagem RDA de flavonas (ou flavonois) e a m/z = 279 (14%) produzido pela tipica
eliminagdo dos elementos do radical acetila (CH; e C=0) o que caracteriza uma
flavona 3-oxigenada (p.50).

Por outro lado, a eliminagdao de um radical H' gerando o fragmento que
constitui o pico base, & predominante a dificii clivagem RDA, o que mais uma vez
caracteriza esta substéncia como pertencente & classe das flavonas, ou seja, a
presenga de uma ligagsio dupla entre os C-2 e -3 442%,

Assim, concluimos finalmente pela estrutura do flavonol 2, a 4'-
metoxikaranjina (Tabela 2.1.4 adiante).

De fato, uma pesguisa bibliografica levou-nos a identidade do constituinte

isolado de Derris mollis °, cujos dados espectrométricos coincidem perfeitamente
€OM 0S NOSSOS.
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Tabela 2.1.4 - Dados de RMN 'H de 4’-metoxikaranjina 2 (300 MHz,
CDCl3 / TMS):

H S [multiplicidade, J(Hz)] H 5 [muitiplicidade, J(Hz)]
5 8,18 (1H, d, 8,5) 2" 7,64 (1H, d, 2,0)

6 7,56 (1H, dd, 1 € 8,5) 3 7,18 (1H,dd, 1,0e 2,0)
2,6 8,15 (2H, d, 9,0) 3-4-0CH; 3,92 (6H, s)

3,5 7,06 (2H, d, 8,0)

Tabela 2.1.5- Dados dos espectros de massas e de |V da substéncia 2:

EM, m/z (%):

322(M",77), 321(100), 303(14), 279(14), 162(3), 161(23), 160(41), 132(25), u.m.a.

Mecanismos de fragmentacéo, ver Quadro 2.1.4, p. 47.

IV, vmix €M™ {KBr):

C=0 C=C benzeno para-dissubstituido

—— 1625 auséncia das bandas a 690 e 750 cm’

Ver espectro E2b, p.101
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E2a- Espectro de massas de 4’-metoxikaranjina (2).

15000
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Scan 1514 (32.554 min): CARLOS2.0
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Quadro 2.1.4- Racionalizagdo mecanistica da fragmentacio de 4°-

metoxikaranjina (2), no espectrdmetro de massas .
= OCH,
o o B OCH, | * _ OCH,
'l T o
2C =
2o cryo”" C #~ o
i

mz=160(41)  miz=162(3) o H- O~n

co mz = 137 {1} )/ miz = 321 (100)

T OCH, -
— N CzHaO
RDA © o
o @ c
C=O-| - I ( \_I)
0 H
iz = 132 (25) *
miz =322 (M*,77%)
L
Q = 0 o o
+
C=0H E
CO Cad
miz =133 (2) mz = 161 (23) miz = 279 (14)
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2.1.3- Flavonol-3-metil-éter [karanjina (3)]

O espectro de RMN'H do composto 3 (Tabela 2.1.6, p.50 e E3, p.102),
apresenta uma feicdo espectral similar a do composto 2 anterior. Assim,
observamos a principio, as tipicas bandas multiplas que, representadas por um
multipleto a 7,53- 7,61 ppm, integrando 3 (e 1H) e, por outro notavel muitipleto a
8,14- 8,17 ppm correspondendo a 2H, evidenciam um anel aromatico mono-
substituido. Por sua vez, uma banda miiltipla, a mais desprotegida no espectro,
constituindo-se de um dubleto com J = 8 Hz , integrando 1H a 8,19 ppm, denota um
acoplamento em orto, justificavel pelo quarto H o qual se sobrepde ao multipleto a
7,53- 7,61 ppm. Por outro iado, as bandas remanescentes representadas por um
duplo dubleto com J =2 e 1 Hz a 7,19 ppm e por um dubleto com J =2 Hz a 7,77
ppm, cada uma delas integrando 1H, evidenciam claramente um tipico substituinte
anel furnico. Finalmente, uma banda simples a 3,93 ppm, integrando 3H,
caracteriza um grupo metoxila como o segundo substituinte.

Portanto, dos dados acima, novamente podemos definir a montagem do
esqueleto molecular de uma flavona:

Os 2H em posigdo relativa orfo, permitem estabelecermos dois possiveis

regioisdmeros, a saber:
= H
o
G,
3; Q9
H O \ 4
(a) (b)

6

Entretanto, a rota biossintética ° (Quadro .1, p.5), sistematicamente nos
conduz as estruturas flavonoidicas com fungdo mono-oxigenada somente na
posicdo C-7 , resultando inevitavelmente no isébmero “a”. Adicionalmente, a
presenca de 1H-f a fun¢cdo C=0 cuja frequéncia de absor¢ao estad a 8,19 ppm no
espectro de RMN'H, é permitida somente neste isémero.
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Por outro lado, a iocalizagao do substituinte metoxila, pode ser racionalizada
peia EM na qual a formagdo do fragmento M-43, produzido pela eliminagdo dos
elementos do radical acetila (C;H,0), é peculiar a uma fun¢éo oxigenada na posicdo
C-3 *#  Portanto, esta localizagdo caracteriza ainda esta classe de substéncia
como uma flavona-3-metil-éter (Quadro 2.1.5, p.51).

De fato, da comparac¢do desta substancia com uma amostra previamente
identificada em nosso laboratério e, da bibliografia a qual identifica o constituinte
isolado de D. moliis ®, conclulmos pela estrutura molecular da karanjina (3), um
flavonol 3-metil-éter, cujos dados espectrométricos coincidem perfeitamente com os
nossos, Tabelas 2.1.6-7.

Tabela 2.1.6 - Dados de RMN'H da karanjina (3) (300 MHz, CDCl3/ TMS):

H & [multiplicidade, J{Hz)] H 3 [multiplicidade, J(Hz)]
5 8,22 (1H, d, 8,0) 2" 7,77 (1H, d, 2)

6 753-7,61(4H, m) 3" 7,19(1H,dd, 2 e 1)
2,6 8,14 - 8,19 (2H, m) OCH; -3 3,92 (3H, s}

3,45 7,53-7,61(4H, m)

Tabela 2.1.7- Dados dos especiros de massas e de |V da karanjina (3).

EM*, m/z (%):

202(M™,70), 291(100), 277(2), 264(1), 249(3), 161(14), 160(51), 132(14), 77(31)
u.m.a.

IV**, vmsx cm” (KBr):

C=0 C=C benzeno mono-substituido

1638 1624 757 e 700

(*}- Mecanismos de fragmentacio ver Quadro 2.1.5, p.51; (**)- ver espectro E3b, p.103
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E3a- Espectro de massas da karanjina 3.

B ]

;

Scan 1221 (23.681 min): CARLOSS.D

Quadro 2.1.5- Racionalizagdo mecanistica da fragmentacao da karanjina

{3), no espectrémetro de massas **2'.
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2.1.4- Chalcona [4’-metoxilonchocarpina (4)]

No espectro de RMN'H da substéncia 4 (Tabela 2.1.8, p.54 e E4, p.104),
observamos dois dubletos a 7,79 e a 7,48 ppm, cada um com J = 16 Hz integrando
1H, tipicos de um sistema cinamico, enquanto que, um singleto a 3,87 ppm
integrando 3H caracteriza um grupo substituinte metoxila aromatico. Por sua vez, as
bandas a 5,47 e a 6,79 ppm desdobradas em dubletos, cada um com J = 10 Hz
correspondendo a 1H, caracterizando um sistema de dois spins acoplados do tipo
AB e, associadas a um intenso e tipico singleto a 1,46 ppm, integrando 6H, denotam
a presenga de um grupo isoprenila oxidativamente ciclizado (2,2-dimetilcromeno).
Adicionalmente, claramente delineamos um derivado benzénico para-
dissubstituido, gerando um sistema de quatro spins do tipo AA'BB’ representado
pelos dubletos com J = 9 Hz a 6,96 e a 7,63 ppm, cada um integrando 2H.
Finalmente, um singleto correspondendo a 1H a 13,80 ppm, evidencia a presenca

de um grupo hidroxila quelatogénico. Temos assim, a montagem de um esqueleto
chalcdnico:

Os 2H em posicao relativa orto permitem estabelecermos quatro possiveis
regicisdmeros, a saber:

(O] ®) (2} [C)]

Entretanto, a rota biossintética ° (Quadro 1.2, p.5) de chalconas,
sistematicamente nos conduz as estruturas moleculares com fungées di-oxigenadas
nas posigbes C-2' e C4’, resultando, portanto, somente no isbmero “a”.

Na espectrometria de massas (Quadro 2.1.6, p.55), os ions catidnicos
produzidos pela fissdo das ligagdes em torno do grupo C=0 ** (m/z = 203 e 161),
bem como os fragmentos, cations radicalares, oriundos da clivagem RDA a partir da
flavanona tautomérica (m/z = 202 e 134), confirmam a presenca e a locaiizagio dos
substituintes isoprenila, hidroxila e metoxila.
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Por outro iado, chama-nos a atengéo a auséncia do pico M-28, tipico e
intenso nas 2- ou 2’ 6'-(di)metoxichalconas ¥, provavelmente aqui devido a
presenca do sistema queiatogénico.

Em adigdo, um levamento bibliografico levou-nos a identificar o constituinte
isolado de Millettia pachycarpa *°, a 4&’-metoxilonchocarpina, cujos dados
espectrométricos coincidem perfeitamente com os nossos (Tabela 2.1.8- .9, p.54 e
Quadro 2.1.6, p.55).
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Tabela 2.1.8- Dados de RMN 'H (300 MHz, CDCl; / TMS) e RMNC (75
MHz, CDCl, / TMS) de 4’-metoxilonchocarpina {4).

H 3 [multiplicidade, J (Hz)] C &
2,6 7,60 (2H, d, 9) 1 127,86 (Co)
3,5 6,93 (2H, d, 9) 2,6 130,6 (CH)
a 7,83 (1H, d, 16) 3,5 114,4 (CH)
B 7,43 (1H, d, 16) 4 160,9* (Cy)
5 6,37 (1H, d, 9) a, 4 117,8 (CH)
6' 7,71 (1H, d, 9) B 1441 (CH)
3 5,68 (1H, d, 10) 9 192,0 (C=0)
4" 6,74 (1H, d, 10) 1’ 127,9" (Cp)
OCH, (C4) 3,87 (3H, s) 2 161,8 (Cy)
OH (C-2) 13,80 (1H, s) 3 109,4 (Cyp)
2CH, (C-27) 1,46 (6H, s) 4 159,6* (Co)
5' 115,9 (CH)
6’ 128,0 (CH)
2" 77,8 (Cy)
3" 130,5 (CH)
CH,-2" 28,3 (CHy)
CH5-2" 29,7 (CH3)

(+), (*)- valores intercambiaveis.

Tabela 2.1.9- Dados dos espectros de massas e de |V de 4.

EM, miz (%) 336(M", 14), 321(25), 202(6), 203(<2%), 187(100), 161(15%),
134(10%), 119(3%), 105(3%), 77(13%) u.m.a. Quadro 2.1.6, p.55.

IV, vaax Cm", (CHCIy): 3415(0H), 1635(C=0), 1377 e 1358 (gem -dimetil), 980

(C=C- trans), 831(benzenc para-dissubstituido), 699 (C=C- cis).
Edc, p.106
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E4a- Espectro de massas de 4’-metoxilonchocarpina (4).

ADUPKIRNON - Scan 1032 (23.351 min): 4.0
40000
30000
20000 1
21
10000 1
0: 354370 301 400424 M6 AT
> 40 B0 30 100 120 140 180 180 200 300 320 340 380 380 400 420 440 AS0 50L

Quadro 2.1.6- Racionalizagdo mecanistica da fragmentacio de 4'-
metoxilonchocarpina (4) no espectrometro de massas >
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2.1.5- Flavanona (isolonchocarpina (5)]

No espectro de RMN'H da substancia § (Tabela 2.2.0, p.58, E5, p.107),
observamos o par de dupios dubletos comJ=17e3Hze 17e13 Hza 2,84 e 3,02
ppm, respectivamente, integrando 1H cada um, tipicos da por¢éo AB de um sistema
de trés spins acoplados. Ja, relativamente mais desblindado, 1H cuja banda de
absor¢ao se desdobra em duplo dubleto com J = 13 e 3 Hz a 5,49 ppm, caracteriza
a porgéo X, portanto, de um sistema de trés spins acoplados do tipo ABX. Por sua
vez, um acopiamento em orto é denotado por um dubleto, com J = 9 Hz a 6,49 ppm
e, por conseguinte, pelo dubleto com J = 9 Hz a 7,74 ppm, cada um integrando 1H.
Ja, um muitipleto a 7,40- 7,51 ppm, integrando 5H, claramente evidencia um
derivado benzénico mono-substituido. Finalmente, os dubletos a 5,60 e 7,74 ppm,
ambos com J = 10 Hz e, cada um integrando 1H, associados a dois singletos, a 1,45
e a 1,47 ppm, integrando cada um 3H, claramente denotam a presenga do
substituinte isoprenila oxidativamente ciclizado, ou, 2,2-dimetilcromeno.

Assim, destes dados, delineamos a montagem do esqueleto molecular de
uma flavanona mono-substituida:

Os 2H em posicao relativa orfo permitem estabelecermos quatro possiveis
regioisdmeros, a saber:

(0 (b} ()

Entretanto, a rota biossintética de flavondides ° (Quadro 1.1, p.5),
sistematicamente nos conduz as estruturas moleculares com fun¢éo mono-
oxigenada somente na posigao C-7, resuitando, portanto, no isémero “a”.

Por outro lado, podemos racionalizar a presenga e a localizagéo do
substituinte 2,2-dimetilcromeno sobre o anel A, através da espectrometria de
massas %% cujo fragmento a razdo m/z = 187, o pico base, produzido pela
elimina¢éo de um radical metila a partir do ion molecular , e posterlor clivagem RDA
& um importante diagnéstico para esta analise (Quadro 2.1.7, p. 59) %
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Além do mais, podemos ainda distinguir esta classe de compostos
flavonoidicos dos demais, tais como os a,B-insaturados, em face da favoravel e
referida clivagem RDA, o que torna o pico ion molecular pouco abundante (12%).
Assim, ja que as flavanonas apresentam o anel heterociclico com uma ligagéo
simples C, -Cs, o que facilita a ruptura C; -C=0, por conseguinte, produz o ion
fragmento cujo peso molecular, comparado ao do fon fragmento analogo néo-
substituido, permite, entdio, atribuirmos a natureza e a localizagdo do substituinte
2,2-dimetilcromeno sobre o anel A ',

Por sua vez, a forma endlica da flavanona no espectro de massas da
substancia 5, contribuindo para com a fragmentagdo que envolve a expulsdo de um
radical fenila ¥, produz o fragmento-ane! A, embora n&o abundante, carregando o
referido substituinte a m/iz = 229 (5%), conforme o Quadro 2.1.7, p.59.

Finalmente, um levantamento bibliografico levou-nos a identificar o
constituinte isolado de Pongamia glabra %, a isolonchocarpina (5), com cujos

dados espectrométricos coincidem perfeitamente os nossos de acordo com a Tabela
2.2.0- .1, p.58
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Tabela 2.2.0 - Dados de RMN'H (300 MHz, CDCl; / TMS) e RMNC® (75

MHz, CDCl; / TMS) de isolonchocarpina (5):

H 3 [multiplicidade, J(Hz)] H 5 [multiplicidade, J(Hz)]
2 5,49 (1H, dd, 3 e 13) 2'34,5,6 7,40- 7,51 (5H, m)
3eq 2,85 (1H, dd, 3 e 17) CHy 2" 1,45 (3H, s)

3ax 3,00 (1H, dd, 13 e 17) CHay 2 1,47 (3H, s)

5 7.74 (1H, d, 9,0) 3 5,60 (1H, d, 10)

6 6,49 (1H, d, 9) 4 6,67 (1H, d, 10)

c 5 c 5 c 5

2 80,0 (CH) 8 109,8 (Co) CH-2" 282

3 44 5 (CHy) 9 158,2 (Co) CHy2" 285

4 191,3 (C=0) 10 115,9 (Co) 2" 79.6 (Co)
5 128,8 (CH) 1’ 139,5(Co) 3 129,3 (CH)
8 111,6 (CH) 2'6' 126,4(CH) 4 116,3 (CH)
7 160,2 (Cyo) 345 129,2(CH)

Tabela 2.2.1- Dados dos espectros de massas, IV e atividade otica da

isolonchocarpina (5).

EM, m / z (%): Quadro 2.1.7, p.59).

306(M™,12), 291(52), 187(100), 159(4), 131(6), 77(8), 51(2), u.m.a.

IV, vmax €M™ (KBr): E5d, p.108

c=0

_gem- dimetil C=C_  C=C-.cis benzeno mono-substituido

1684

1376 ¢ 1359 1637 729 757 e 698

[a]o (¢ = 1,6 mg / ml, CDCls, 1 =0,5 dm): - 85° (lit.: -125%) ~
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ESa- Espectro de massas da isolonchocarpina (5).
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Quadro 2.1.7 - Racionalizagio mecanistica da fragmentagéo da
isolonchocarpina (5), no espectrémetro de massas ",
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- Analise Conformacional do Anel Heterociclico

Tem se observado que as flavanonas naturais possuem a configuragio
absoluta 28 ¥. N6s determinamos a estrutura da flavanona (5) através da
interpretacio dos dados de RMN'H e EM, como discutido no capitulo 1, tendo-a
identificado como isolonchocarpina Z, cuja rotagdo especifica levogira &

aproximadamente coincidente com a do nosso constituinte (Tabela 2.2.1, p.58).

A andlise minuciosa dos referidos dados espectrométricos, no que diz

respeito aos H do anel C e a conformacgdo deste anel, levou-nos a seguinte
concluséo:

- o hidrogénio fixado em C-2, representado pelos sinais a 549 ppm
desdobrados em um duplo dubleto (J = 13 e 3 Hz), compde a por¢céo X de um
sistema de spins ABX no qual, os outros 2H fixados no C-3 aparecem como duplos
dubletos a 2,85 e 3,02 ppm com Jypm = 17 Hz € Jyc = 3 @ 13 Hz, respectivamente,
atribuidos aos H-3eq e H-3ax, Quadro 2.1.8.

Quadro 2.1.8- Conformacéo preferida do anel C de flavanonas z,

As magnitudes destas constantes de acoplamentos estdo em compieto
acordo com a equacéo de Karpius, bem como, com os vaiores para os Hem C-2 e
C-3 em outras flavanonas. Assim, o elevado valor do acoplamento frans-diaxial (13
Hz), demonstra que o anel fenila fixado em C-2, est4 na posi¢do equatorial, onde o
anel heterociclico © quai suporta o C-2, encontra- se na conformagéo meia-cadeira
7 Quadro 2.1.8a.

Quadro 2.1.8a- Conformagao meia-cadeira do anel heterociclico e posigao
equatorial do anel fenila assumidas em isolonchocarpina (5)7.
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2.1.6- Flavanona [isoderricina A (6)]

No espectro de RMN'H do constituinte 6 (Tabela 2.2.2, p.62, E§, p.109),
observamos o par de duplos dubletos comJ=17e3Hze 176 13 Hza 2,85 e 3,00
ppm, respectivamente; integrando cada um deles 1H, caracterizam a porgéo AB de
um sistema de trés spins acoplados. Relativamente mais desblindado, 1H cujo sinal
se desdobra em um duplo dubleto com J = 13 e 3 Hz a 5,45 ppm, caracteriza,
portanto, a porgdo X daquele sistema. Por sua vez, na regi&o da frequencia de
absorgdo de H aromaticos, um acoplamento em orto é evidenciado pelos dubletos
comJ =9 Hz a 662 e a 7,82 ppm, integrando cada um 1H, enquanto que, um
multipleto a 7,33- 7,50 ppm, integrando SH, denota o tipico derivado benzénico
mono-substituido. Por outro lado, um intenso e tipico singleto, integrando 3H a 3,97
ppm, é atribuido a um grupo metoxila aromatico. Finalmente, as bandas miltiplas de
absorgdo remanescentes, um alargado dubleto com J = 7 Hz integrando 2H a 3,35
ppm e um multipleto integrando 1H a 5,16- 5,22 ppm, associadas a banda simples,
representada por um intenso e alargado singleto, integrando 6H a 1,65 ppm,
denotam claramente um tipico substituinte isoprenila.

Temos a partir destes dados, a montagem de um notavel nucleo flavanénico:

@ y H —OCH;

o | CH, CH=C(CH;),

Os 2H em posigao relativa orto, permitem estabelecermos quatro possiveis
regioisdmeros:

H-JC\I/CH3
|
HC,
CH, = OCH,
CH30. E
H H g
H O H o)

@ LY (c) @

Entretanto, admitindo-se o postulado universalmente aceito, no qual a rota
biossintética de flavonéides (Quadro 1.1, p.5) ®, invariavelmente resulta em fungéo
mono-oxigenada ha posigio C-7, resta-nos somente a alternativa a.
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Tabela 2.2.2- Dados de RMN'H (300 MHz, CDCl; / TMS) e RMN ®C (75
MHz, CDCl,/ TMS) da isoderricina A (6):

H 3 [multiplicidade, J(Hz)] H 3 [multiplicidade, J(Hz}]
2 5,45 (1H, dd, 3 e 13) 2,345, 6 7,33-7,50 iSH, m)
3eq 2,85 (1H, dd, 3 e 17) 7" 3,35 (2H, d, 7Hz)
3ax 3,00 (1H, dd, 13 e 17) 8" 5,16- 5,22 (1H, m)
5 7.82 (1H, d, 9,0) (CH3,-9" 1,65 (6H, s)

6 6,22 (1H, d, 9) OCH,-7 3,97 (3H, )

C 3 C 3 C .3

2 79,3 (CH) 8 131,8 (Cyp) 7 22,2 (CHy)
3 44,4 (CH,) 9 160,1 (Cy) g' 104.,9 (CH)
4 191,4 (C=0) 10 115,3 (Co) 9 127,7 (Co)
5 126,3 (CH) 1 139,3 (Co) CH; 8 25,8 (CHy)
B 121,9 (CH) 2'6 125,9 (CH) OCH;-7 55,8 (CHj)
7 163,3 (Co) 3,45 128,6 (CH)

Tabela 2.2.3- Dados dos espectros de massas, IV e atividade otica de
isoderricina A (6).

EM, m/ z (%), Quadro 2.1.9, p.64.

322(M™,33), 307(24), 279(42), 218(71), 203(62), 175(100), 163(38%),
131(19%),104(10), 78(10), 77(16) u.m.a.

IV, vinsx €M (KBr), E6c, p.110

C=0 gem-dimetila benzeno mono-substituido

1682 1336 e 1315 764 e 698

[o]o (c = 17,5 mg / ml, CDCls, | = 0,5 dm): -92° (iit.: -91,1%
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Através da espectrometria de massas, também podemos racionalizar a
natureza e localizagso, sobre o anel A, dos referidos substituintes “*?" *®jsoprenila
e metoxila, os quais, assim, tornam-o a parte mais mais estavel da molécula. Para
esta analise, o fragmento a m/z 218 (a 71%, compreende o segundo mais
abundante)}, & o principal diagnoéstico produzido pela favoravel clivagem RDA de
flavanonas (Quadro 2.1.9, p.64). Este fragmento, envolvendo a eliminagéo da muito
estavel molécula de mondxido de carbono e sucessivamente do radical metila, bem
como, o fragmento a m/z 245 (5%), que, por sua vez, é produzido pela caracteristica
forma endlica de flavanonas ® , s3o0 os principais responséveis pela produgéio do
fon pico base a m/z 175. O ultimo, eliminando um radical metila do grupo metoxila
¥® & a cadeia alifatica lateral como uma molécula neutra, tem consequentemente
reduzida intensidade relativa (5%) o que favorece a formag&o do fragmento pico
base (p.64, E6a.1¢, p.112). Outro importante fragmento, para a analise em questéo,
é produzido a m/z 307 (24%), consecutivo ao fon molecular, pela caracteritica

abstracio de um radical metila da cadeia lateral isoprenila, cuja estrutura é assim,
altamente conjugada **.

Todavia, a analise comparativa dos nossos dados correspondentes a
espectrometria de massas com os da literatura gerou alguns conflitos. La, Mors e
col.® em um estudo fitoquimico no qual, discutem e interpretam dados do
comportamento dos pares chalcona-flavanona sob o espectrometo de massas,
detectaram como pico base para o composto isoderricina A (6), o fragmento a m/z
190 que, por sua vez, fragmenta-se produzindo o pico a m/z 175 (95%).

Em nosso caso, o pico a m/iz 190 (66%) é um intermediario cuja eliminagéao

da muito estidvel moiécula de CO fornece o fon fragmento, também
consequentemente muito estabilizado, a m/z 175 (100%). Assim, temos em comum
somente a rota de fragmentagao, cuja evidéncia nés obtivemos também a partir da
técnica de espectrometria de massas sobre espectrometria de massas do fragmento
am/z 190 (Quadro 2.1.9, p.64, E6a.1a, p. 111).
Depois, aqueles autores *, propuseram de modo plausivel a origem do
fragmento a m/z 203 a partir do fragmento a m/z 307, envoivendo a ruptura das
ligagbes do anel heterociclico e consequentemente a deslocalizagio da carga
positiva do oxigénio-éter para o oxigénio-carbonilico.

Além desta alternativa, também detectamos a origem do fragmento m/z 203 a
partir do, aducto RDA, fragmento a m/z 218 (p.66), fato este denotado, ainda, pelo
método de EM/EM do fragmento a m/z 218.

Entretanto, naquele estudo *, a origem do ion fragmento a m/z 163 &
atribuida a partir da espécie a m/iz 203 , o que opbe-se ao nosso quadro
mecanistico (p.64). Assim, mais uma vez, a referida indicagdo ndo € notéria em
nossos dados, ou seja, é ausente o fragmento a m/z 163, no espectro da
fragmentagéo do ion 203 {(E6a.1b, p.111).

Por outro lado, na fragmentagdo de m/z 203, denota-se a presenga do
fragmento a m/z 131 (19%) no referido espectro [ p.111 (b) e 112 (d)), levando-nos a
propor a sua respectiva origem de acordo com ¢ Quadro mecanistico 2.1.9 (p.64).
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E6a- Espectro de massas da isoderricina A (6).
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Quadro 2.1.9- Racionalizag@o mecanistica da fragmentagéo da isoderricina
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Além disso, este mecanismo & aceitavel, jA que a fragmentac&o do ion a m/z 218,

também produz o fragmento a m/z 131, ¢ que é possivel pela eliminagéo daquelas
moléculas neutras (p.64).

Talvez, Mors e col. ® nao admitiram ai, a possivel eliminacéo, além do
hidrocarboneto Cs;H,, da molécula neutra de metanol, a partir do ion a m/z 203, por

um processo concertado, gerando assim, o fragmento a m/z 131 ao contrério de
m/z 163.

Finalmente, uma pesquisa bibliografica, levou-nos a identificar o constituinte
isolado de Dahistedtia pentaphyla 2, cujos dados espectrométricos coincidem com
0s nossos, de acordo com 0 acima discutido.

- Anilise Conformacional do Anel Heterociclico

Conforme os argumentos descritos a flavanona anterior, a flavanona 6
apresentando a configuragio absoluta 2S ¥, foi identificada como isoderricina AZ
cuja atividade otica levorotatéria & aproximadamente coincidente & do nosso
constituinte (Tabela 2.2.3, p.62). Ainda, no que diz respeito aos H do anel
heterociclico e & conformagéao deste anel, obtivemos a seguinte concluséo:

- o H fixado em C-2 cujo sinal se desdobra em um duplo dubleto comJ =13 e
3 Hz a 5,45 ppm, compde a porcdo X de um sistema de trés spins acoplados no
qual a porcido AB é composta pelos H-3eq e H-3ax, representados,
respectivamente, pelos duplos dubletos com Jgem = 17 € Jyic = 3HzZ a 2,85 ppm e Jgom
= 17 e Ji = 13 Hz a 3,00 ppm. Assim, a conformagéo adotada pelo anel
heterociclico é a forma de meia-cadeira, na qual o anel fenila sobre o C-2 ocupa a

posicéo equatorial Quadro 2.1.8, p.60 e 2.2.0, abaixo).

Quadro 2.2.0- Conformacado meia-cadeira do anel heterociclico e posigéo
equatorial do grupo fenila, assumidas em isoderricina A (6) .
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2.1.7- Flavanona [4’-metoxiisoderricina A (7)]

No espectro de RMN 'H do composto 7 (Tabela 2.2.4, p.69 e E7, p.113),
observamos o tipico par de duplos dubletos com J =17 e 3 Hz e 17 e 13 Hz, cada
um integrando 1H a 2,80 e 3,00 ppm, respectivamente, caracterizam a porcéo AB de
um sistema de trés spins acoplados. Relativamente mais desprotegido, comparece ¢
H cuja banda de absorgio se desdobranda em duplo dubleto, comJ =13 e 3 Hz, a
5,40 ppm, compde a porgao X daquele sistema de spins acoplados. Na regi&o da
frequéncia de absor¢&o de H aroméaticos, um acoplamento em orfo, caracteriza-se
pelo par de dubletos com J = 9 Hz, cada um, integrando 1H a 6,61 e 7,81 ppm.
Ainda nesta regi&ao, outro par de dubletos com J = 9 Hz, agora, cada um integrando
2H a 6,92 e 7,38 ppm, caracterizando um sistema de quatro spins em orfo
acoplados, denotam a presenga de um tipico anel benzénico para-substituido.
Finalmente, as bandas de absor¢do remanescentes, primeiro, dois intensos e
tipicos singletos, cada um integrando 3H a 3,83 e 3,88 ppm, caracterizam dois
grupos substituintes metoxila, enquanto que, um singeto compreendendo 6H a 1,65
ppm, adicionado a um dubleto com J = 7 Hz a 3,32 ppm, integrando 2H e a um
multipleto integrando 1H a 5,14- 5,19 ppm, denotam a presenca do substituinte
isoprendide (3,3-DMA).

Destes dados temos consecutivamente, a montagem de um notavel nlcleo
flavanénico:

H —{OCHs)»

—CH,CH=(CH;),

orio

Os 2H em posigéo relativa orfo, permitem estabelecermos quatro possiveis
regioisdmeros, a saber:

= OCH; H

(a) ®) () (@)
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Entretanto, a rota biossintética de flavondides ® (Quadro 1.2, p.5),
sistematicamente nos conduz as estruturas mono-oxigenadas somente na posigao
C-7 e, portanto, resta-nos apenas a estrutura q.

Em adigdio, sustenta esta conjuntura os dados do experimento NOE @ A,
sem ambiguidades, além de localizarmos sobre o anel A a exata posicio dos
grupos substituintes isoprenila e metoxila, nos permite, tambem, atribuir a banda de
absorgdo a 3,89 ppm a OCH, sobre o anel A no referido espectro de RMN 'H.
Assim, a irradiagio do H sobre o C-6, produz aumento nas integrais dos sinais de
absorgéo dos H sobre os carbonos-orto, um em C-5, p-C=0, e os outros de um
grupo metoxia, em C-7, indicando portanto, que esta posigdo, C-7, oferece maior
efeito de desprotegio aos seus H metoxilicos, dada a sua vizinhanga mais
congestionanda, a 3,89 ppm, do que a C-4', cujo grupo substituinte metoxila tem
seus H, ligeiramente mais protegidos, ressonando apenas sob o efeito de uma
corrente de anel benzénico a 3,83 ppm. (Tabela 2.2.4, E7b, p.114 e Quadro 2.2.1
abaixo).

Tabela 2.2.4- Principais NOE observados sobre a estrutura 7.

Irradiagao Sinal com aumento de intensidade
(3 ppm) (8 ppm) [%]
H-6 H-5 (7,81) [3]
OCH; (3,89) [4]

Quadro 2.2.1- Esquematizagéo dos principais NOE observados sobre a
estrutura 7.

Por outro lado, no decurso da espectrometria de RMN °C na investigagao
estrutural da substancia dimetoxiisoprenilflavanona 7, observamos, além dos tipicos
sinais os quais caracterizam esta classe de substancias naturais, os C-2, -3 e -4,
(Tabela 2.2.4, p.69 e E7c, p.114), as valiosas informagdes quantc o presente
padrao de substituigdo. Os deslocamentos quimicos destes C foram também
comparados com os de compostos modelos e, por conseguinte, pela consideracao
do conhecido efeito de grupos substituintes, tais como as metoxilas, sobre as
frequencias de ressonéncias destes C, Quadro 2.2.2, p.68.
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Assim, o atomo de C-2, metinico e carbindlico, comparece a 79,2 ppm (lit.:
75,0 - 80,3 ppm). Mais blindado, por sua vez, o C-3 metilénico comparece a 44,3
ppm (lit.. 42,8 - 44,6 ppm). Finalmente, relativamente o mais desblindado no
espectro, comparece o C-4, com cujo sinal de frequénma de absorgdo a 191,9 ppm
(lit.: 189,5 - 191,6 ppm) caracteriza um C carbonilico ®

De acordo com a literatura *, quando um metoxi-grupo & introduzido sobre o
C-7 do nucleo flavanona, o proprio sinal deste carbono & desblindado por ca. de
29,9 ppm, enquanto que as freqiéncias de ressonéncias dos C-6 e -8 sofrem um
deslocamento diamagnético de ca. de 11,4 e 17,2 ppm, respectivamente. Por sua
vez, os atomos de C-5 e C-8a sio ligeiramente afetados (+1,6 e +1,9 ppm,
respectivamente) e, por fim, o0 C-4a (+6,2 ppm). Assim, de um modo geral, em
derivados de benzeno simples, O atomo de C-ipso sustentando um grupo metoxila &
desblindado por ca. de 30,2 ppm, enguanto que os C-orfo e -para ao grupo metoxila
séo blindados por 15,5 e 89 ppm, respectivamente. Efeitos semelhantes séo
também observados quando um metoxi-grupo € introduzido na posigéo C-4' do anel
B de flavanonas. O Quadro 2.2.2 ilustra estes dados em analogia aos obtidos para
4’-metoxiisoderricina A (7) e isoderricina A (6).

Quadro 2.2.2- Deslocamentos quimicos dos C de isoderricina A (6) e de 4'-
metoxiisoderricina A (7) em analogia com os de fiavanonas e 7- efou 4-
metoxiflavanonas %

117,98
161,34 128,
135.99\
benzeno
121,45/
120,63 180,42 (160,
26,90 42 (160,12} anel B de flavanonas

131,55 (131,80)
127,63(125,95)

anel A de flavanonas

117.87(117, TB)\

HsCO

o 159,86 (128,66)

/ \114,1n(1zs.ea)
15349"5330) A 9,18(79,39) [79,49)
v [ ] - valores
104,85 (104, 93) 23(4444)[4480] da keratus
126,42 (12631) 91,98 (191,90) 191,62]
115,45 (115,33)

H isoderricina A (6} (wlores entre parénteses)
OCHj; = 4"-metoxiisoderricina A (7)

" 00.78(17.2) 156,86431.1)
B0(+29,9) 163,26(+1.9)

HsCO. OCHg

\1 1 3‘95(-14,5)

27 54(+1,6)

114,63(6,2)

109,87(-11 4} T
28,41(+1,6)

anel A de 7T-metoxiflavanonas anel B de 4'-metoxifiavanonas
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Tabela 2.2.4- Dados de RMN H (300 MHz, CDCIy/TMS) e RMN'C (75 MHz,
CDCI/TMS) de 4’-metéxiisoderricina A (7).

(7)

H 3 [multiplicidade, J (Hz)] H 5 [multiplicidade, J {(Hz)]
2 540 (1H,dd, 13 e 3) 2’6 7,39 (2H, d, 9)
3eq 2,36 (1H,dd, 17 e 3) 7 3,34 (2H,d, 7)
3 ax 3,01 (1H,dd, 17 e 13) g8’ 5,17- 5,14(1H, m)
5 7,82 (1H,d, 9) CH5-9' 1,64 (3H, s)
6 6,62 (1H,d, 9) CH5-9’ 1,65 (3H, s)
3.5 6,94 (2H, d, 9) QCHy-4’ 3,83 (3H, s)

QCH4+-7’ 3,89 (3H,s)
c 3 C 3 Cc 3
2 79,1 {CH) 8 117,9 (Co) 7 22,1 (CHp)
3 44,3 (CHp) 8a 160,4" (Co) 8’ 122,0 (CH)
4 191,9 (Cop) 1 131,5 (Co) 9 131,9 (Co)
4a 115,4 (Cy) 2.6 127,6 (CH) 2CH.-9' 25,9 (CHj)
5 126,4 (CH) 3.5 114,1 (CH) OCHs4' 553 (CHj)
6 104,9 (CH) 4' 159,8* (CH) OCHs-7 55,9 (CHj)
7 163,5 (Co)

(*)- valores intercambiaveis.

Tabela 2.2.5- Dados dos espectros de massas, IV e UV da 4-
metoxiisoderricina A (7).

EM, m/z (%): 352 (M™,70), 337 (6), 309 (100), 297 (23), 245 (2), 218 (22), 203 (36),
190 (42), 175 (74), 163 (52), 161 (18), 134 (39), 131 (8), 119 (23), 91 (34), 65 (16)
u.m.a. Quadro 2.2.3, p.74.

IV, veux cm” (KBr): E7e, p.115

C=0 gem-dimetila benzeno para-dissubstituido

1676 d, 1374 auséncia de forte absorcéo a 690 e 750

UV (c = 10 mg/ml), Amax NM: 230 e 290
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- Fragmentagéo das flavanonas isoderricina A (6) e 4’-metoxiisoderricina
A (7) dirigida pelo padrao de substitui¢do, no espectrometro de massas. Uma
anélise estrutural.

Os dados da espectrometria de massas *?'**** da flavanona-dioxigenada 7,
similares ao da flavanona mono-oxigenada anterior , 6, confirma-nos a natureza e a
localizaggo dos referidos grupos substituintes sobre o0s respectivos aneis
aromaticos. Para isto, os fragmentos aductos RDA, a m/z 218 (22%) e 134 (39%)
s&0 os principais diagnosticos (E7a, p.73, Quadro 2.2.3, p.72).

Assim, evidencia-se agora no espectro de massas de 7, a muito superior
abundéncia relativa do fragmento carregando o anel B, a m/z 134 (39%), comparada
a do fragmento analogo na fiavanona 6, anterior, 10% (p.66). Esta elevagéio de
intensidade reflete, por conseguinte, a natureza dos respectivos fragmentos,
claramente justificado pelo agora presente grupo metoxila, doador de elétrons, que
torna este fragmento, cujo anel B, é mais estavel devido a sua maior conjugacao,
mais abundante. Em outras palavras, este fragmento, a m/z 134, produzido pela
tipica clivagem RDA de flavanonas “* *', passa a ser mais competitivo perante o co-
fragmento a m/z 218 carregando o anel A, dada a introdugdo daquela fungdo
oxigenada em C-4'. Portanto, a comparagéo com 0s analogos a m/z 218 e 134 da
flavanona anterior , demonstra-nos a competitividade destes fragmentos produzidos
pela referida clivagem, dirigida pelo padréo de substituicdo daquelas moiéculas,
Quadros 2.1.9, p.64 € 2.2.3, p.72).

Por conseguinte, o efeito gerado pelo adicional grupo substituinte 4-metoxila,
no quadro mecanistico da espectrometria de massas da flavanona 7, em anaiogia a
flavanona 6, anterior , é a que, agora, o fragmento carregando o anel A, a m/z 218,
ndo é mais o responsavel pela produgéo do ion pico base a m/iz 175, o que & devido
a origem de outra estrutura fragmentaria mais estavel a m/z 308 (100%). Impedindo
a, antes faroravel, clivagem RDA, esta espécie conserva aqui os dois aneis
aromaticos, onde o anel B, agora esta mais estavel (p. 64 e 72).

Por outro lado, entretanto, tendo a abundéncia relativa reduzida como ja
mencionado, o fragmentc-anel A , a m/z 218, € um dos principais responsaveis
ainda, pela geragao do 29 mais intenso pico no espectro de massas a miz 175
(74%), na estrutura 7, enquanto que no espectro da estrutura 6, o fragmento
analogo, constitui o pico base sustentando também, o intacto grupo isoprenila il
mas tendo favoraveimente eliminado o radical fenila-anel B (p.64 e 72).

Finalmente, outro importante diagnéstico para o grupo 4'-metoxila sobre a
estrutura 7, na espectrometria de massas, provém ainda da tipica forma endlica de
flavanonas . Este tautémero & aitenativamente (E7a.1b , p.117) responsavel pelo
segundo mais abundante fragmento, a miz 175 {74%), o qual & produzido pela
eliminagio de uma moélecula de 5 atomos de C via uma reagdo concertada (p.72).
Ja que, o seu andlogo (m/z 175), no espectro de massas da estrutura 6,
corresponde ao também alternativo pico base (E6a.ic, p.112 ¢ 64), aqui, na
estrutura 7, sua abundéancia relativa reduzida deve-se também ao referido grupo
adicional. Eliminando o radicai fenila 4’-oxigenado, no equilibrio endlico da estrutura
7, este radical la contribui para com a estabilidade do fon molecular, cuja



Resultados e discuss#o i

abundancia relativa (70%) é também substéncialmente superior comparada aos
33% da estrutura 6 (p.66 e 74).

Concluimos entlio a partir dos espectros de massas dos referidos compostos,
que a abundancia relativa dos fragmentos &, de fato, competitiva devido a presenca
ou auséncia de substituintes capazes de influir nas suas estabilidades e
consequentemente, definir a rota de fragmentagédo (fragmentos produzidos via RDA,
a partir do ion molecular, das flavanonas, destacam-se & este argumento). Por outro
lado, a redugio da abundéncia relativa dos fragmentos, € aqui atribuida nao
somente 4 competitividade, como tambem, ao seu rapido rearranjo eliminando
estaveis moléculas neutras simples ou de cadeia longa, e conservando a
propriedade estavel através dos grupos substituintes em sistemas altamente
conjugado (por exemplo, as espécies idnicas a mz 337 e a 245, geradoras dos
mais estaveis fragmentos, contendo um fon ox6nio).

Dado a este quadro quimico mecanistico, denotamos a espectrometria de
massas, como poderosa ferramenta quer seja na confirmagac, quer seja, na
elucidacao do padréo de substituicio em derivados analogos tais sustentando os

grupamentos hidroxilico, metoxilicos, isoprendides e outros ® comuns em produtos
naturais.

E7a- Espectro de massas de 4’-metoxiisoderricina A (7).
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Quadro 2.2.3-

Racionalizaca

358.36

metoxiisoderricina A (7), no espectrémetro de massas.”

o mecanistica da fragmentagido de &4’-
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2.1.7.2- Outras medidas espectrométricas sustentaveis & identificacéo
de 4’-metoxiisoderricina A (7).

- Experimento HMQC **

No espectro de detecgéo inversa de deslocamento quimico heteronuclear,
HMQC (E7d, p.115), observamos as respectivas correlagdes, C-H, a uma ligacéo
(*Jes) as quais caracterizam os H dos seguintes grupos: dois C-metilas e dois O-
metilas, dois metilénicos, quatro metinicos que aos pares, $ao quimicamente
equivalentes e, finalmente, outros trés grupos metinicos, dois aromaticos e um
centro quiral. Tabela 2.2.6.

Tabela 2.2.6- Dados do espectro de HMQC da flavanona 4'-
metoxiisoderricina A (7).

H S C correlacionado S
2 5,40 2 79,1
3eq 2,36 3 443
3ax 3,01 3 443
5 7,82 5 126.4
6 6,62 6 104,9
3.5 6,94 3.5 114,1
2' 6 7,39 2'.6 127.6
7 3,34 7 22,1
g 5,14-5,19 8’ 122,0
CH4-9’ 1,64 CHs-9' 25,9
CH,-9' 1,65 CH3-9' 25,9
| OCH:-4" 3,83 OCH.4' 159,8

OCHy-7 3,89 OCHa-7 1635
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- Dados dos espectros de absor¢do na regido do IV e UV da flavanona
4’-metoxiisoderricina A (7).

A andlise dos dados do espectro de absorgao na regifo do infravermelho
E7e, p.115), da flavanona 7, nos confere a presenga das principais bandas de
absorgbes tipicas dos sistemas C=0, a,p-saturada a 1674 cm’, dimetil-gem, um
dubleto a 1374 cm' e um anel benzénico para-substituido ja que a banda
correspondente ao mono-substituido ndo comparece a 690 e 750 cm™”.

Temos assim, a presente classe das flavanonas, preniladas, também
evidenciada pela intensa banda de absorgéo a 230 nm atribuida ao sistema anel-A

benzoila e, pela menos intensa a 290 nm atribuida ao sistema anel-B cinamico a,p-
saturado (E7f, p.116).

- Analise Conformacional do Anel Heterociclico

Como ja referido as flavanonas anteriores, a literatura tem nos mostrado que
as flavanonas naturais possuem a configuragdo absoluta 2S 7 Todavia, a
configuracdo absoluta da flavanona 8 ainda nao esta definida. Por outro lado,
determinamos a estrutura da flavanona 7 através da interpretacdo dos dados de
RMN'H e EM, como discutido no capitulo 1, tendo-a identificado como 4'-
metoxiisoderricina A 7, um derivado da flavanona anterior isoderricina A.

A analise minuciosa do referido espectro de RMN'H, no que diz res':peito aos

H do anel heterociclico e & conformagio deste anel, levou-nos a seguinte
conclusao:

- o H fixado sobre o C-2, cuja banda de absorgéo a 5,40 ppm € representada
por duplo dubleto com J = 13 e 3 Hz, compde a por¢ao X de um sistema de spins
acoplados do tipo ABX no qual, os outros 2H fixados em C-3 aparecem como duplos
dubletos a 2,36 e 3,01 ppm com Jgem = 17 Hz @ Jyc =13 e 3 Hz, respectivamente,
atribuidos aos H-3eq e H-3ax, Quadro 2.1.8, p.62.

As magnitudes destas constantes de acoplamentos estdo em completo
acordo com a equagéo de Karplus, bem como, com os valores paraos HemC-2 e -
3 em outras flavanonas 2. Assim o elevado valor do acoplamento trans-diaxial (13
Hz), demonstra que o anel fenila fixado em C-2, esta na posigéo equatorial, onde o
anel heterociclico o qual suporta o C-2, encontra-se na conformacgéo meia-cadeira
2 Quadro 2.2.4, p.75.
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Quadro 2.2.4- Conformag&o meia-cadeira do anei heterociclico e posigao
equatorial do anel fenila, assumidas em 4’-metoxiisoderricina A (7).

2.1.8- Flavanona [ 4'-metoxiisolonchocarpina (8)]

No espectro de RMN'H do composto 8 (Tabela 2.2.7, p.77 e ES, p.118)
comparece o tipico par de duplos dubletos comJ=17e3Hze 17 e 13Hza280e
3,00 ppm, respectivamente; cada um integrando 1H, caracterizam a porgao AB de
um sistema de spins acoplados no qual, a porgéo X, é representada por um duplo
dupleto com J = 13 e 3 Hz, integrando 1H a 5,42 ppm. Este sistema denota,
portanto, a natureza alifatica dos referidos nucleos. Por outro lado, na regido de
frequéncia de absorgao dos H aromaticos, um acoplamento em orfo é evidenciado
pelos dubletos com J = 8 Hz, cada um integrando 1H, a 5,42 e 7,73 ppm. Ja, a
destacavel presenca de um anel benzénico para-dissubstituido é sustentada por
acoplamento em orto, cujos dubletos, com J =9 Hz integram, cadaum,2Ha 694 ¢
7,39 ppm. As bandas de absorgdo remanescentes, um tipico e intenso singleto
integrando 3H a 3,84 ppm, evidencia um grupo substituinte metoxila, enquanto que,
finalmente, os sinais representados pelos dubletos com J = 10 Hz, cada um
integrando 1H a 5,54 e 6,16 ppm, adicionados aos sinais que constituem dois
singletos, caqda um integrando 3H a 1,44 e 1,46 ppm, claramente evidenciam a

presenga do grupo substituinte isopreniia oxidativamente ciclizado (2,2-
dimetilcromeno).

A partir destes dados, temos por conseguinte, a montagem de um esqueleto
flavanodnico.
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Os dois H em posigao relativa orfo, permitem estabelecermos dois possiveis
regioisémeros, a saber:

H O ¢ O
(@ (b)

Entretanto, admitindo-se o postulado aceito, no qual a rota biossintética de
flavondides (Quadro 1.1, p.5) 8 invarialvelmente resulta em fungéo mono-oxigenada
em C-7, resta-nos somente a aiternativa a.

Além disso, a presenca de um H cuja frequencia de ressonancia esta a 7,73
ppm, no espectro de RMN'H, devido a sua posi¢éo-3 ao grupo C=0, é possivel
somente no isdmero a.

Por outro lado, a racionalizagéo do mecanismo de fragmentagao da flavanona
8, no espectrémetro de massas, em analogia ao mecanismo de fragmentacdo da
flavanona original §, demonstra a evidente presenca do adicional grupo 4'-metoxila,
hem como a do substituinte 2,2-dimetiicromeno, comum “as duas substancias,
Quadros 2.1.7, p.59 e 2.2.5, p.78).

Portanto, o espectro de massas da estrutura 8 (E8a, abaixo), constitui-se de
poucos fragmentos principais e estes, sao os diagnésticos que evidenciam ©
adicional grupo 4-metoxila. Assim, o ion moiecular aparece com sua abundéancia
relativa acrescida de 4%, embora pouco significativa (16%), este acréscimo &
devido ao referido grupo o qual contribui para com a estabilidade deste ion. Este
fato & ainda sustentado pelo decréscimo na abundancia relativa do fragmento a m/z
321 (30%, comparado aos 52% do fragmento analogo da estrutura 5), produzido, a
partir do ion molecular, através da tipica eliminaggdo de um radical metila do
substituinte 2,2-dimetilcromeno “°. Todavia, este fragmento, como na flavanona
analoga 5, & o responsavel pela produgéo do fon que constitui o pico base a m/z
187.

Outro efeito gerado pelo referido grupo adicional, 4'-metoxila, é presenciada
pela agora possivel clivagem RDA. Ainda que pouco significativa para a estrutura 8,
este mecanismo & completamente ausente na fragmentacgao da estrutura 5
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Tabela 2.2.7- Dados dos espectros de RMN'H (300 MHz, CDCY;/ TMS) e
RMN '3C (75 MHz, CDCl, / TMS) de 4’-metoxiisolonchocarpina (8).

J‘l—
H 5 [multiplicidade, J (Hz)] H 5 [multiplicidade, J (Hz)]
2 542 (1H, dd, 13 e 3) 3.5 6,94 (2H, d, 9)
3 eq 2,80 (1H, dd, 17 e 3) 3" 5,84 (1H, d, 10)
3 ax 3,00 (1H,dd, 17 e 13) 4" 8,16(1H, d, 10)
5 7,78(1H, d, 9) CHs-2" 1,44 (3H, s)
6 6,48 (1H,d, 9) CH5-2’ 1,46 (3H, s)
2’6 7,39 (2H, d, 9) OCH,4’ 3,84 (3H, s)
Cc d C 3 C d
2 79,8 (CH) 7 180,0 (Cy) 4 159,9 (CH)
3 44 4 (CH,) 8 109,7 (Co) 3 129,0 (CH)
4 191,1 (Cyp) 8a 157,9 (Cop) 4" 116,1 (CH)
4a 114,98 (Cy) 1’ 128,1 (Cyp) 2" 131,98 (Cyp)
5 131,2 (CH) 2'6 127,8 (CH) CHs-2" 28,3 (CHs)
6 111,4 (CH) 3.5 114,3 (CH) CH3-2" 28,6 (CHj)

Tabela 2.2.8- Dados dos espectros de massas, IV e UV 4
metoxiisolonchocarpina (8).

EM, miz (%): 336 (M~ ,16), 321 (30), 202 (3), 187 (100), 134 (10) u.ma. Quadro
225, p.78.

IV, vmsx cm” (KBr): E8d, p.121

c=0 gem-dimetila benzeno para-dissubstituido
1673 d, 1374 auséncia de forte absorgéo a 690 e 750

UV (c = 10 mg/ml), Amax nm (log £): 270 e 315 E8e, p.121
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anaioga e, entre os dois possiveis aductos RDA, o fragmento majoritaric a m/iz 134
(10%), carrega o referido substituinte que, assim, contabiliza para com a sua

estabilidade.
Por sua vez, agora, nenhum importante fragmento é produzido pela tipica

forma endlica de flavanonas e, por dedugdo, o equilibrio & favoraveimente
deslocado para o tautdmero que constitui o ion molecular (Quadro p.61 e abaixo).

E8a- Espectro de massas de 4’-metoxiisolonchocarpina (8).

[ GG — -w—ir\-n-n---q.....-,. —
oo '
g eo0
-
=
x
L ]
4000
2000
134
77 9 g 119 207
& 103 l 181
1-41;":-?1"‘- LI L-ilr-"-"k y :-4?"!1|'174| -|l'l"-| T
B> o 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
m/z

Quadro 2.2.5- Racionalizagdo mecanistica da fragmentagédo de 4'-
metéxiisolonchocarpina (8), no espectrometro de massas 4. 21,35,

’ OCH
| OCH;8 ocHs I~ 3
o} O = © 0 j. +0 0
'CH3

OH o —0

miz=336 (M , 16%) miz = 321 (30)

l RDA lRDA
v Y
. OCH, I* ,
o I U +0 0
HG
C@O CH2 Cao
miz = 202 (3%) miz = 134 (10%) miz = 187 (100%)
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No espectro de correlagéo inversa de deslocamento quimico heteronuclear,
HMQC 2 (E8c, p.120) da flavanona 8, observamos as respectivas correlagdes, C-H,
a uma ligagdo ('Jcu) as quais caracterizam os H dos seguintes grupos: dois C-
metilas e dois O-metilas, um metilénicos, quatro metinicos que aos pares, sao
quimicamente equivalentes e, finalmente, outros trés grupos metinicos, dois
aromaticos e um centro quiral, de acordo com a Tabela 2.2.9, abaixo.

Tabela 2.2.9- Dados do espectro de HMQC de 4’-metéxiisolonchocarpina
(8).

H ) C correlacionado &

2 5,42 2 79,8

3eq 2,80 3 44 4

3ax 3,00 3 44 4

5 7,73 5 131,2
6 6,48 6 11,4
35 6,94 3.5 114,3
2' 6 7.39 2'6 127.8
3’ 5,54 3 129,0
4" 6,66 4" 116,1
CH:-2" 1,64 __CH5-2" 28,3
CHs;-2> 1,85 _CHa-2" 28,6
OCHs;4 3,84 OCH,-4' 55,6

- Dados dos espectros de absorgdo na regido do IV e UV da flavanona
4’-metoxiisolonchocarpina (8).

A andlise dos dados do espectro de absorg&o na regi&o do infravermelho
E8d, p.121), da flavanona 8, nos confere a presenca das principais bandas de
absorgoes tipicas dos sistemas C=0, «.f-saturada a 1674 cm’, dimetil-gem, um
dubleto a 1374 cm”' e a auséncia das bandas a 690 e 750 cm’, as quais
representam um anel benzénico mono-substituido.

Temos assim, a presente classe das flavanonas, preniladas, também
evidenciada pela intensa banda de absorgéo a 270 nm atribuida ao sistema anel-A
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benzoila e, uma mera inflexdo ou um ombro a 315 nm atribuida ao sistema anel-B
cindmico o,p-saturado (E8e, p.121).

- Anilise Conformacional do Anel Heterociclico

Como ja referido as flavanonas anteriores, a literatura tem nos mostrado que
as flavanonas naturais possuem a configuraghio absoluta 2S °'*. Entretanto, a
configuracdio absoluta da flavanona 8 n3o estd ainda definida. Por outro lado,
determinamos a estrutura da flavanona 8 através da interpretacdo dos dados de
RMN'H e EM, como discutido no capitulo 1, tendo-a identificado como 4’-
metoxiisolonchocarpina ’, um derivado da flavanona isolonchocarpina (5).

A andlise minuciosa do referido espectro de RMN'H, no que diz respeito aos
H do anel heterociclico e a conformagdo deste anel, levou-nos & seguinte
conclusio:

- 0 H fixado sobre o C-2, cuja banda de absorgdo a 5,42 ppm ¢ representada
por duplo dubleto com J = 13 e 3 Hz, compde a porgdo X de um sistema de spins
acoplados do tipo ABX no qual, os outros 2H fixados em C-3 aparecem como duplos
dubletos a 2,80 e 3,00 ppm com Jgem = 17 Hz € Juc = 13 € 3 Hz, respectivamente,
atribuidos aos H-3eq e H-3ax, Quadro 2.1.8, p.62.

As magnitudes destas constantes de acoplamentos estao em completo
acordo com a equagao de Karplus, bem como, com os valores para os H em C-2e-
3 em outras flavanonas 7. Assim o eievado valor do acoplamento frans-diaxial (13
Hz), demonstra que o anel fenila fixado em C-2, esta na posigao equatorial, onde o
anel heterociclico o qual suporta o C-2, encontra-se na conformagéo meia-cadeira
7 conforme o Quadro 2.2.7, abaixo.

Quadro 2.2.7- Conformagéo meia-cadeira do anel heterociclico e posicao
equatorial do anel fenila, assumidas em 4’-metoxiisolonchocarpina (8) a7
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CAPITULO 3
Parte Experimental

3.1- Métodos Espectrométricos

Os espectros de RMN'H, RMN'C, HMQC e NOE, foram obtidos nos
espectrémetros Varian- Gemini 300 BB e Inova 500.

Os espectros de massas foram obtidos no espectrometro CG/MS 5988 AHP,
por impacto de elétrons (70 ev) e os de alta resolucio e EM/EM em espectrémetro
VG-AUTO SPEC-FISSONS.

Os espectros de absorgéio na regiado do infravermelho foram obtidos em
espectrofotdmetros Perkin-Eimer modelo 1600 (FTIR) ou BOMEN série Il, em
pastilhas de KBr (para sdlidos) ou em filmes sobre cela de NaCl (para liquidos). A
referéncia utilizada foi a absor¢io em 1601 cm™ de um filme de poliestireno ou o ar
atmosférico.

Os espectros de UV foram obtidos no decurso das andlises qualitativas no
cromatografo (HPLC) HP-500, série Il, acoplado a detector de UV.

Os valores de rotagéo ética ([a]p) foram obtidos em um polarimefro Carl Zeiss
Jena Polamart A com lampada de mercurio (546 nm) e, posteriormente, corrigidos
para a lampada de sédio e para a temperatura de 20 °C, segundo as relagbes:
omg = 1,175 ama
[oJobs = ctna / [1+ 0.000143 (T - 20)] e, finaimente
[alo® = [c]obs / € X |, ONde:

¢ = concentragéo da amostra (g/ml)
| = comprimento da cela (0,5 dm)

T = temperatura ambiente (°C)

[a]o 2 = rotagdo especifica corrigida

3.2- Métodos Cromatograficos

Realizamos as cromatografias em camada delgada analitica (CCD) em
silicagel GFgs., sobre suporte de vidro (espessura de 0,25 c¢cm) ou de aluminio €
detectamos as substincias sob irradiagio de luz uitravioleta (254 e 365 nm) e
nebulizagéo com solugéo de acido acético : acido sulfurico : anisaldeido (100,0 : 2,0
: 1,0 ml), seguida de revelagho por aquecimento da cromatoplaca. As CCD
preparativa realizamos em silicagel PFass, sobre suporte de vidro (espessura de
1mm) e a detec¢fio e revelagdo dos compostos como acima mencionado. As
cromatografias em coluna “Flash” ¥ e em coluna classica foram empacotadas com
silicagel 200-400 e 70-230 mesh, respectivamente, utilizando-se cerca de 50 g de
silica por cada grama de amostra analizada, em coluna classica e, no caso de
coluna “Flash”, conforme a literatura *.
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3.3- Coleta e Tratamento das Raizes

Coletamos as raizes de L. campestris em margo de 1996 e em julho de 1997,
da mesma arvore, no campus da Unicamp, sob a orientagdo da Profa. Dra. Ana M.
G. A. Tozzi ? do Departamento de Botéanica - Unicamp. O cerne e a casca das raizes
foram lavadas com agua, cortadas, secas ao ar livre € em estufa por cerca de 72
horas & 45°. Em seguida, foram moidas, pesadas e, seus extratos hexanico,
diclorometénico e metanodlico, obtivemos por extragdo continua { Soxhlet) ou nao-
continua, conforme a Tabeta 2.3.1 e o Esquema 1:

Tabela 2.3.1- Extratos obtidos das raizes de L. campestris .

1% coleta:

Fonte Extrato Peso do extrato (g} |

miolo (654g) hexénico (H) *
diclorometanico (D) 1,9
metandlico (M) 26,7

casca (11g) hexénico *

casca (200g) diclorometénico’ bl

2! coleta:

miolo (301g) diclorometanico 1.8

casca (679) diclorometénico® -

(*) - reunidos apés CCD analitica fornecendo-nos 7g do extrato.
(**} - reunidos apés CCD analitica fornecendo-nos 3,6 g do extrato.
{(a) - por percolagéo.

Esquema 1- Extratos obtidos das raizes da 12 coleta (mioio} de L.
campestns.

Raizes
654 ¢
HERRNO (60 i)

DICLORGMETANO {60 dias)

e
METANOL {60 dias)

EH = extrato hexdnico: ED =extrato diclorometanico; EM =extrato metandlico.

3.4- Fracionamento do extrato D-miolo (1" e 2* coleta)

Uma coluna “Flash” ¥ com diametro de 5 cm, foi empacotada com silicagel
para iniciarmos o fracionamento sucessivo de 1,77 e 1,65g de amostra (Esquema 2
e 3). Como eluente na primeira analise, iniciamos com diclorometano e aumentando
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gradativamente a polaridade com metanol, obtivemos 165 fragbes de 50 ml cada.
Estas foram posteriormente analisadas por CCD e as semelhantes, agrupadas. A
seguir as fragbes agrupadas foram purificadas por CC efou CCD (comum ou
continua). A priori, para prosseguirmos a analise de cada fracdo agrupada,
baseamos na quantidade e complexidade da mistura.

No fracionamento da segunda amostra do extrato diclorometanico (1,65 g),
como eluente utilizamos diclorometano 100% e prosseguimos como acima descrito
(Esquema 3).

llustrando, o Quadro 3.4.1 apresenta uma fotografia do desenvolvimento
cromatografico em camada delgada analitica, revelado somente sob a luz da
lampada de UV (254 e 365 nm), dos extratos diclorometénicos do miolo da 1% e 2°
coleta, das fragées 260 e Vb e das substéancias 1- 4, isoladas até aquele momento.
A importante observacdo € a estavel composigdo de flavondides nos referidos
extratos, apos o intervalo de 16 meses entre as coletas. Esta composicao é
representada principalmente pelos flavondis 2 e 3, pela chalcona 4 (mais apolar,
encontra-se acima da area fotograda) e pela flavanona § (também mais apolar).

Quadro 3.4.1- Cromatograma analitico dos extratos diclorometanicos, de
fracOes e das substéancias isoladas das raizes de L. campestris.

origem

EDI 1T 2 3 EDII F260
Vil EDI 4

legenda: ED | e Il = extrato diclorometanico do miolo da 1% e 2° coleta — origem das substancias 1-5.
(1) = medicarpina; (2) = 4'-metoxikaranjina; (3) = karanjina; (4) = 4'-
metoxilonchocarpina

VIl (19,7 mg) = banda retirada da CCD da fragdo reunida F11-15 (56 mg) — origem da

isolonchocarpina (5).

F260 (948 mg) = a mais polar fragdo, da cromatografia em coluna Flahs do ED II.
Eluente: CH;Clz 100%.
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3.5- Fracionamento do extrato D-casca (12 e 22 coleta)

Uma coluna de vidro comum de diametro 7 cm, foi empacotada com 500 g de
silicagel (200 - 400 mesh), para o fracionamento de 3,0 g do extrato. Como eluente,
utilizamos dois volumes de 110 mi de CHCl,;, monitorando a coluna com luz de
ultravioleta (365 e 254 nm). Posteriormente, a coluna foi seccionada e divida em
trés partes em ordem decrescente de polaridade A, B e C e nos volumes V; e V.. As
fracdes A e B demonstrou- nos conter compostos ainda nio isolados e, até entéo
somente a fragdo B foi purificada (Esquema 4).

3.6- Fracionamento do extrato H-miolo e casca (1* coleta)

Uma coluna classica de didmetro 8 cm, foi empacotada com 646 g de
sflicagel (453336-Carlo Erba) para o fracionamento de 7,0 g do extrato. Como
eluente iniciamos com diclorometano e aumentando gradativamente a polaridade
com acetato de etila até 100%, obtivemos 127 fracdes de 200 mi cada. A partir de
CCD as fra¢des semelhantes foram agrupadas em 24 grupos. A analise prosseguiu-
se como descrito para os extratos anteriores (Esquema 5).

Esquemas 2- 5: Fracionamentos dos respectivos extratos e isolamento de
seus principais constituintes.

ED(1.779) ED(165g)] [ED@Og)] [ERFOg

coluna Flagh coluna Flash coluna de vidro  coluna clissica
| 165 fragbes/ | 273 fragDes/ comum 127 fragtes/
18 grupos 14 grupos 5 fra 24 grupos
—F45-53 —F4-7 — 8 fragdes F43-45
(410 mg) (125 mg} L F-B (410 mg)
__flavonol 3 _.chalcona 4 (420 mg) fiavanona 8
{15 mg) (12 mg} . flavanona § {6.5 mg)
- E54-65 —F11-15 (5.5 mg)
{85 mg) (56 mg) —I'Iélvanona 7
__ pterocarpano 1 —a?;;;\ona 5 ©mg)
(27 mg)
. F66-72
(100 mg)
L—flavonol 2
{12 mg)
Esquemas: 2 3 4 3
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3.7- Anilise Qualitativa dos Extratos das Raizes de L. campestris ' e
seus Respectivos Constituintes Via CLAE

A andlise qualitativa dos extratos hexanico, diclorometanico do miolo e da
casca das raizes de L. campesiris, demonstrou que seus principais constituintes sao
igualmente distribuidos em cada extrato e, variando apenas a concentragdo em
cada extrato, a grande maioria destes constituintes compreendem as substancias
isoladas e identificadas, por co-injegsio via CLAE ®, no extrato de origem e nos
demais extratos (Quadro 3.7.3, p.87) . llustrando, a Figura 3.1, resume os dados
destas analises.

Figura 3.1- Extratos estudados e seus constituintes identificados por co-
inje¢cdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)".

extrato hexdnico extrato diclorometanico exrato diclorometanico
da casca e miolo da casca do miolo

l—I'TLI_I—‘l FT 1171 1 I_F_TLF—L
2,3,56,7¢8 2,3,567€¢8 1,2,3,4e5

(*)- nimeros grifados representam os constituintes obtidos a partir deste extrato. (**)- veja as
estruturas no Quadro 2.1.1, p.38. ’

Assim, restringimos nossa discussdo ao extrato hexanico, que
majoritariamente, constitui-se de seis dos oito flavondides isolados e dentre estes,
as duas novas 4'-metoxiflavanonas 7 e 8, Quadro 3.7.2, abaixo. As substancias 1 e
4, ausentes neste extrato, foram igualmente co-injetadas e identificadas nos extratos
de origem. Todavia, a substancia 1, a medicarpina, ndo foi identificada no extrato
diclorometano do miolo da 22 coleta, por CCD, antes deste ser reunido ao mesmo
extrato remanescente da 12 coleta; o Quadro 3.4.1, p.83, exemplifica esta analise.

Quadro 3.7.2- Cromatograma do extrato hexanico® das raizes de L.
campestris e a identificacdo dos constituintes isolados.

86,4 of EHEMN.D

3.7.4, p.88-89.
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Para a andlise qualitativa do extrato hexanico, fizemos as co-inje¢des dos
padrdes das substancias isoladas em amostras do extrato. Através da comparagao
do tempo de reten¢do dos picos de cada padrdo pode-se identifica-los nos
cromatogramas.

Realizamos a selego da fase movel utilizando-se uma aliquota do extrato
hexanico. Nos primeiros testes, manteve-se a fase mével constante e variou-se o
comprimento de onda do detector de UV. Apés a selecéo do A, realizamos os testes
para a escolha do eluente mais apropriado, Tabela 3.2.

Tabela 3.2- Fase movel e comprimento de onda selecionados para o extrato
hexanico. '

A (nm) eluente*

230 MeQOH:H,0 (70:30)
254 MeOH:H,0 (70:30)
280 MeOH:H,0 (70:30)
(*)- gradiente 1 a 30'.

Assim, para a eluigéo do extrato hexanico através da coluna cromatografica,
mostrada no Quadro 3.7.2, anterior, a melhor fase mével foi CH,OH : H,O (70:30)
com X a 280 nm, gradiente de eluigdo de 1 a 30’ e fluxo de 0,4 mi/min.

A titulo ilustrativo, o Quadro 3.7.3 seguinte apresenta os cromatogramas dos
extratos diclorometanico do miolo (a) e da casca (b) das raizes de L. campestris.
Por sua vez, o Quadro 3.7.4, p.88-89, apresenta as co-injegdes das flavanonas 7 e
8 no extrato hexanico a partir do qual foram isoiadas.
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Quadro 3.7.3 (a)- Cromatograma do extrato dlclorornetanlco do miolo* e a
identificacéo dos constituintes isolados de L. campestris .

LC o

n
in
9
-
»

of EDMIOLN!.D

: |" ]
-’ \/* fu LA

8 ia i ‘14 i
Tirn. {(min.)

(*)- origem dos constiuintes identificados pelos picos.

Quadro 3.7.3 (b)- Cromatograma do extrato dlclorometamco da casca™ e a
identificacdo dos constituintes isolados de L. campestris
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(**)- os nimeros grifados representam os compostos obtidos a partir deste extrato.

Finaimente, c Quadro 3.7.4, a seguir, ilustra as co-injegdes das flavanonas 7
e 8 no extrato hexanico de origem.
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Quadro 3.7.4- Co-injegdes das flavanonas 7 (a) e 8 (b) no extrato hexanico
do gqual foram isoladas.
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(a)- Extrato hexanico (280 nm)
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(a)- Extrato hexanico + flavanona 7 (280 nm)
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(a)- Extrato hexanico + flavanona 7 (230 nm)
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CAPITULO 4
Atividade Bioldgica

4.1- Introduciao

Veja “Atividade dos flavonéides nos organismos vegetais e animais”, p.7 e,
p.10, respectivamente.

4.2- Ensaio de Bioautografia dos Extratos das Raizes de L. campestris

Realizamos ensaios biolégicos, in vitro, com os trés extratos da 3apnmenra\
coleta (Tabela 2.3.1, p.88), conforme o protocolo descrito por Towers e col.™ com os
fungos Alternaria alternata (CCT1250), Aspergillus niger (CCT1435), Candida
albicans (CCT07786), Cladosporium cladosporioides (CCT5039) e Rhizopus
oryzae (CCT4964) e com a bactéria Bacillus subtilis (CCT0089). Entretanto,
nenhum dos extratos apresentaram atividade fungicida ou bactericida com os
referidos microrganismos.

4.3- Bioensaio de citotoxicidade com a flavanona 4’-metoxiisoderricina
A(7)

Enviamos aos cuidados do CPQBA, a nova flavanona, 4’-metoxiisoderricina
A (7), para ser submetida aos ensaios de atividade citotoxica, in vifro, contra as
linhagens de células cangerosas de pulmio (A 549), de célon (WIiDR) e de
Leucemia (K 562), conforme a secéio experimental seguinte “®

4.3.1- Secao experimental

O ensaio foi realizado de acordo com a literatura de bioensaio de
citotoxicidade com MTT, que estd baseado na reducdo metabdlica do sal de
tetrazolium (solavel) em formazan ({insolGvel) por produtos da atividade
dehidrogenase mitocondrial de células cancerosas, usando as linhagens das
céluias humanas acima citadas, cujo periodo de incubagdo nas diversas
concentragdes foi de 48 h *°.

4.3.2- Resuitados e Discussao

Uma classe de enzimas ativada durante o metabolismo celular a nivel
mitocondrial, a dehidrogenase, é a responsavel por cujos produtos desta atividade
conduzirem a redugdo do sal de tetrazolium (amarelo) em formazan (roxo-violeta).
Assim, a atividade celular e, por conseguinte, o desenvolvimento in vitro destas
células cancerosas, pode ser monitorada através do espectro de absorgéo na regiao
da luz ultravioleta, exatamente a 540 nm. A permanencia da cor amareta no meio de
cuitura, nas concentragtes utilizadas, denota a inibigéo da referlda enzima e da
célula como um todo e, portanto, a atividade da substancia-teste *°. Todavia, neste
ensaio, a referida substancia, a flavanona 4’-metoxiisoderricina A (7), Figura 4.1,
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p.91, ndo apresentou a atividade citotdxica desejada, o que ficou constatado a partir
da curva de absorbancia em fungédo da concentrago (M), os graficos 4.1-4.3, p.94.
L4, a cor roxo-violeta se pronuncia naquelas desejaveis concentragoes (10 - 107
M) da substancia testada. Talvez, nas concentragdes acima de 10° M, porém nao
desejaveis, a referida curva pode ser decrescente naqueles graficos (substéncia
teste ativa) ,0 que & mais evidente nos ensaios com as células cancerosas de
pulmao (A 459) e de leucemia (K562), de acorde com os Graficos 4.3, p.92.

Figura 4.1- Estrutura da flavanona [4’-metoxiisoderricina A (7)] testada nos
ensaios de citotoxicidade .
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Graficos 4.1-4.3- Atividade enzimatica das células cancerosas de pulmio
(A549), leucemia (K562) e de cdlon (WiDR), respectivamente.
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CAPITULO 5
Correlagbes Taxondmicas de L. campestris’ e D. mollis >°

5.1- Iintroducgéo

Enquanto diferentes grupos biogenéticos de metabdlitos secundarios
raramente se acumulam na mesma espécie vegetal, um grupo pode substituir outro
em taxons morfologicamente relacionados. Assim, 0 uso de micromoléculas como
marcadores sistematicos gerais do reino vegetal, requer postulados unificadores de
seus padroes de evolugdo. Dois postulados desta natureza — a contragdo do
caminho do chiquimato e o bloqueio de enzimas oxidativas — sdo ilustrados com a
ajuda de consideragbes sisteméaticas acérca dos géneros Derris-Lonchocarpus
(Leguminosae), envolvendo além de quimica, morfologia, ecologia e/ou geografia.
Do ponto de vista quimico *, foi sugerido que o perfil de flavondides pode ajudar na
problematica diferenciagdo das espécies dos géneros Derris-Lonchocarpus,
correlacionando, os flavondides, biogenéticamente e deduzindo os seus graus de
oxidagao (uma expresséo indireta do potencial redox de cada espécie —:ou taxons
— para com 0s seus constituintes moleculares) e metilagédo (uma rea¢éo posterior, a
qual determina uma seqiéncia reacional e, assim, influencia a natureza dos
metabdlitos acumulados) .

De acordo com ¢ acima exposto, podemos quimicamente correiacionar as
espécies L. campestris " e D. mollis *® (ou L. mollis) através dos valores de O/M os
quais foram obtidos a partir dos constituintes flavondides delas entdo isolados.
Assim, fundamentado-se na rota biossintética de flavondides ® (Quadro 1.1, p.5) e
nos padrdes de substituicdo das estruturas flavonoidicas constituintes das duas
espécies, 1- 8, em L. campestris (Quadros 2.1.1, p.38 e 5.1, abaixo) " e 1- 6, em D.
mollis % obtivemos os seguintes resultados:

-Para D. mollis: oxidagao (17/6 = 2,8); metilacdo (7/6 = 1,1}, ou OM =
2,8M11.

-Para L. campestris: oxidagéo (1/8 = 0,12); metilagdo (5/8 = 0,62), ou O/M =
0,1/0,6.

O quadro 5.1, a seguir, apresenta as etapas biossintéticas, as quais
introduzem os valores de O/M, desde a fase chalcona-flavanona até a estrutura
final, dos flavondides isolados de L. campestris .

Em adigao, admitindo-se a correlagdo grafica dos valores de oxidagéo versus
metilagéo, referida na literatura ®, na qual a razdo O/M entre os taxons do género
Lonchocarpus, inclusive L. mollis *°, 6 comparada, aproveitamos este mesmo
grafico e, nele inserimos os valores de O/M dos flavontides da espécie L.
campestris ’ obtidos conforme o Quadro 5.1.

L4, naquele grafico °, no qual as espécies L. campestris e L. mollis se
enquadram, concluimos que estas duas espécies sido de fato distintas, ja que os
vaiores de O/M calculado para a segunda espécie é de 2,8 / 1,1, enquanto que para
a primeira, estes valores encontam-se muito préximos & origem dos eixos, ou seja,
0,1270,62.
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Por outro lado, a diversidade estrutural dos flavondides de L. campestris ',
muito pronunciada (pterocarpano, chalcona, flavanonas e ﬂavonbls) se comparada
com a sua auséncia nas estruturas dos flavondides de L. mollis °, da qual foram
somente isolados flavonas e flavonéis furanoldicos, também oontnbui para com a

aqueles discrepantes valores de O/M e, por conseguinte, com a distingéo destas
duas espécies.

Quadro 5.1- Etapas biossintéticas envolvendo os respectivos valores de
oxidacio e metilagdo (O/M), das estruturas flavonoidicas (1 - 8) isoladas de L.
campestris .

+QCH; tF-Q 3OH
-3242141 {OI’M)
OCH,
+ )

2 - 2211
20,tH

+20CH, +F-0 - 30H
+242.3+3/42

2 0 - 26311 +°CH3-0H
A1

-OH -20H +CR +OCH;
2 — 21
T +1+1+1/0
—30H +CR .|.OCH
N T

© (&

2
H,CO,
-30H +P +OCH, - + ”:1| s
+1/+
-3+1/0
0 B

legenda: nos grifados em italico representam as estruturas do Quadro 1.1, p.5.
F-O = furano-oxigénio; CR-O = cromeno-oxigénio; P = prenila.
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O Quadro 5.2 a seguir, sumariza os dados obtidos das analises taxondmicas
destas duas espécies.

Quadro 5.2- Espécies Lonchocarpus campestris " e L. mollis *° arranjadas de
acordo com o valores de O/M de seus flavonoides, com indicagdo da posi¢cao
infragenérica, morfologia e ecogeografia.

Sub- género Espécie Oo/mM Flores  aspecto  Habitat Regido
Lonchocarpus L. campestris +0,3/+0,6 pareadas arvore floresta Am. do Sul
] ! [ i 2 541 1 tae , o Sul

L. campestris-Tozzi
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CONCLUSAO FINAL

O estudo fitoquimico dos extratos das raizes da espécie L. campestris !
familia Leguminosae, possibilitou o isolamento e a identificacdo de oito flavondides
dentre os quais, duas novas flavanonas como ja se referiu.

A analise qualitativa dos extratos via CLAE, demonstrou que a maioria dos
picos nos referidos cromatogramas, puderam ser identificados e, portanto,

obtivemos & maioria dos principais constituintes flavonoidicos das raizes de L.
campestris.

A variedade e a diversidade estrutural dos flavondides de L. campestris é
representada pelas classes dos pterocarpanos, chalconas, flavondis e das
flavanonas, carregando 0s mais COmuns grupos substituintes de produtos naturais,
tais com OH, OCH,, 3,3-DMA e 2,2-dimetilcromeno. Estas caracteristicas sao, por
sua vez, principaimente encontradas nas espécies da familia Leguminosae e,
flavondides prenilados sio mais frequentemente encontrados nas raizes e cascas
destas plantas .

A mais abundante ciasse de flavonéide isolado de L. campestris, representa
a mais abundante classe de flavonéides prenilados nas Leguminosae de acordo
com os recentes registros. Outra importante caracteristica dos flavondides desta
espécie, no Ambito da familia Leguminosae, & a perda do grupo 5-OH, em uma das
etapas da rota biossintética de todos os compostos isolados '

A consideracgio dos valores de O/M 8 obtidos a partir da biossintese dos
flavonoides das espécies L. campestris 7 e L. moliis ®, apresentando uma grande
discrepancia, indicou-nos a distingao entre as espécies e, assim, confirmando a
hipétese de Tozzi °.

Finaimente, embora & geralmente aceito que a fitoquimica pode trazer uma
contribuigao a taxonomia de plantas, o inverso é também verdadeiro; sistematica de
planta proporciona fitoquimica com conjuntos sobre onde encontrar interessantes
novos compostos e sobre a identidade das substincias encontradas, Estes
conjuntos baseiam-se no fato que metabodlitos de plantas geralmente tende a
ocofrer dentro de uma taxa natural a niveis infragenérico, genérico e algumas vezes
até mesmo a mais alto niveis em uma série de estruturas aproximadamente
relacionadas .

O ponto de vista atual € que flavondides e isoflavontides exibem uma
importante fungao ecologica; destes compostos pode se obter protegéo contra
doengas e animais herblvoros. Assim, dados quimiossistematicos sobre os
flavondides das Leguminosae podem também contribuir com outras areas de

pesquisas tais como a bioquimica ecolégica e de protegao de safras .
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E1- Espectro de RMN'H da medicarpina (1).
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E1a- Espectro de RMN "°C da medicarpina (1).

E1b- Espectro de DEPT 90° e 135° da medicarpina (1).
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E1c- Espectro de |V da medicarpina (1).
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E2- Espectro de RMN 'H de 4’-metéxikaranjina {2).
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E2a- Espectro de IV de 4’-metdxikaranjina (2).
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E3- Espectro de RMN'H da karanjina (3)
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E3b- Espectro de IV da karanjina (3)
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E4- Espectro de RMN 'H da 4’-metéxitonchocarpina (4).
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E4b- Espectro de RMN '°C da 4'-metéxilonchocarpina (4).
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E4d - Espectro de {V da 4" -metéxilonchocarpina (4).
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E5- Espectro de RMN 'H da isolonchocarpina (5).
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Ec- Espectro de RMN °C (5).
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E6- Espectro de RMN 'H da isoderrina A (6).
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E6b- Espectro de RMN °C da isoderricina A (6).

E6c- Espectro de IV da isoderricina A (6).
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E6a.1- EM/EM dos ions fragmentos a m/z 190 (a), 203 (b), 245 (c) e 307 (d)
da isoderricina A (6).
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(c)

AutoSpec EI+ B/E BDI:85672 TIC:4502426H PM
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E7- Espectro de RMN 'H da 4’-metéxiisoderrricina A (7).
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E7b- Espectro NOE de 4’-metéxiisoderricina A (7).

E7c¢- Espectro de RMN "°C da 4’-metéxiisoderrricina A (7).
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E7d- Espectro de HMQC da 4’-metoxiisoderricina A (7).
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E7f- Espectro de UV da 4’-metéxiisoderricina A (7).
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E7a.1- EM/EM dos ions fragmentos a m/z 203 (a), 245 (b) e 337 (o),

respectivamente, de 4’-metéxiisoderricina A (7).
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(b)
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E8- Espectro [e expansbes (a) e (b)) de RMN 'H da 4&-
metdxiisolonchocarpina (8).
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E8b- Espectro de RMN °C da 4'-metéxiisolonchocarpina (8).
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E8d- Espectro de IV da 4’ -metéxiisolonchocarpina (8).
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