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INTRODUGXO

A Quimica de Produtos Naturais constitue-se parte da Quimica
Organica que visa o esclarecimento e registro da composi%éo quimica
dos seres vivos através do isolamento dos seus constituintes, elﬁcidg
¢dc das estruturas das substincias puras isoladas e investigac¢3o dos
caminhos biossintéticos que conduzem a elaboragdo destas substéncias,
sendo no setor de fitoquimica onde se encontra o maior volume de tra-

balhos experimentais publicados.

A atividade de pesquisa neste campo proporciona o contacto
com problemas cujas solugdes exigem imaginagdo, raciouinio e esforgo

e mantem um constante fluxo de idéias criativas.

A importancia destas pesquisas se traduz no aperfeigoamento
cientifico de peséoal atraves do desenvolvimento de uma atividade
cientifica que leva ao conhecimento e aprimoramento de metodos moder-
nos de isolamento dos constituintes que compdem misturas - complexas
e de determinagdes estruturais, taii como espectrometria no ultra-vio
leta, no infra-vermelho; de ressonancia magnética nuclear, de nmassa
e dispers8o otica rotatoria. Bstes objetivos tém proporcionado un
constante desenvolvimento de novas técnicas e aperfeigoamento de ins-

trumentos que, reciprocamente, contribuem para dar uma nova dimenszo
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s A ‘ . . -
80s estudos da quimica organica molecular, inceativando o seu desenvol
vimento.
A consecuglo dos objetivos diretos Gesta atividade permite a

aplicag@o dos resultados a outros campos da cifncia pura e aplicada,.
A existéncia de infmeros antibibdticos (peaiciliaa, Setraciclina, cloro
micetina), agentes cardiocativos (digitoxina), aatiespasmodicos (latro=-
pina), corticoides (cortisona), pilulas anticoncepcionais (hormdnios),
substancias corantes, aromatizantes e edulcorantes, além do tanino uti=-
lizado na indlistria de couros, deve-se a aplicagdes tecnoldgicas da

pesquisa em produtos naturais.

A aplicac¢do tecnologica desta pesquisa cresceu ao ponto de
conduzir a industria quimico-farmacéutica ao emprégo de estruturas ba-
sicas sintetizadas pelos organismos vivos, principaluente plantas, co-
mo ponto de partida para a sintese de produtos industriais de  largo
consumo e de grande valor econdmico. A descoberta de que as dilosco-
regionais largamente espalhadas no oxico, sdo ricas enm
substincias fundamentais para a sintese de horalalos, modificou a eco-
nomia do pais em foco, transformando-o de importador eﬁ maior exporta-
dor de substancia daquele tipo, possibilitando-o a vencer inclusive a
concorréncia de grandes frigorificos norteamericanos que produziam a=-

quelas substf@ncias a partir de org3os animais.

£ bastante conhecida a doenga provocada em arvores de Citrug
pelo fungo Deuterophora tracheiphyla Petri. Esta doenga & conheclda cQ
mo mal séco e & causada pela invasdo dos vasos condutores do xilema pg
lo fungo, provocando desfolhagéo, secagem dos ramos e morte da planta.
Ja em 1930, Petri admitia a ocorréncia de principios fungistaticos em

diferentes espécies.de Citrus |1]. Em 1968, D. Lavie e colaboradores
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|2] identificaram um flavonoide de atividade antifungo em extratos de
£0lhas e raizes da Cleopatra mandarin, uma variedade conhecida  como
altamente resistente ao mal s&co |3]. Bste resultado demonstra mais
uma vez,é importancia econdomica que pode assumir a pesquisa no campo
da Quimica dos Produtos Naturais.

O avultado numero de substéncias naturails descobertas e o esg
tudo das correlagdes entre composigdo quimica e posigdo filogenetica
de inlmeros vegetals possibilitou o surgimento da Quuniotaxinomia como

um novo e promissor campo de investigag@o cientifica.

0 estudo quimico da flora regional e tarefa que vem sendo
sistemdticamente cumprida em tddas as partes do mundo através de Or-
gios governamentais ou, em carater privado, de grupos especializgdos
mantidos pelas industrias quimico-farmacéutica vinculados &s grandes
emprésas.

A grande extensfo territorial do nosso pais, a variedade dse
sua flora e ainda reduzido volume de informagles sSbre a composigdo
quimica de suas plantas exigem a agdo conjunta de pesquisadores espe-
cializados. Esta atividade de pesquisas & compativelfcom atual conjun

tura universitaria nacional.

Em face do exposto, buscamos desenvolver uma atividade .« de
pesquisa compativel com a fi;osofia delineada, résultando 8ste traba-
lho que envolve o estudo da composigdo quimica da Apuleia lelocsrpa .
Trata-se de uma arvore de familia Leguminosae-Caesalpiniricideas. Em Vig
ta de sua vasta area de ocorréncia, que se estende desde o Nordeste
(Estados de Paralba e Pernambuco) através dp.Céntro do Brasil atée - o
Nordeste da Argentina, n3o causa admiragdo a diversidade de nomes tri

vials sob os quals & conhecida. Entre 8stes citam-se Jutal, Garapa.
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Amarelo e Grapiapunha. Seu cerne amarelado & multo apreciado pa-
ra construgdes, pois possui notavel resisténcia zo tempo. ista
propriedade poderia decorrer da presenga de substéncias capézes
de inibir o desenvolvimento de micro-organismos e de fungos. ¢
estudo quimico da planta, assume, assim, iaclusive, interésse

pratico.

- Nas tarefas de isolamento dos constituintes utilizou-se
sempre que possivel. métodos cromatograficos. Isolcu-se (+)-pini

tol, P -sitosterol, 1 pterocarpanc & 10 flavonas.

~

A determinacgdo estrutural das subst8ncias puras isola -
das ehvblveﬁ, prihcipalmente, metodos espectroﬁétricos-espectfo-
metria no ultra-violeta, no infra-vermelho, de ressonincia magng
tica nuclear e de massa-razdc pela qual iniciamos a descrigao
déste trabalho com uma revis3o de tais métodos aplicados aos fla

vonoides.



cAP{TULO I.

REVISZO DOS METUDOS MODERNOS DE DETERMINAGAC ESTRUTU-
RAL DE FLAVONAS:

a. ESPECTROMETRIA NO ULTRA-VICLETA.

b. ESPECTROMETRIA NO INFRA-VERMELHC. .

¢c. ESPECTROMETRIA DE RESSCNANCIA MAGNETICA NUCLEAR.
d. ESPECTROMETRIA DE MASSA.



REVISXO DOS METODOS MODERNOS DE DETERMINACAO LSTRUTURAL DE
FLAVONAS

Espectrometria na RegiZo do Ultra-Violeta

A espectrometria no ultra-violeta & uma ferramenta valiosa
nos trabalhos de investigaga@o estrutural de diarilpropanoides, parti
cularmente na classe das flévonas, em face da conjugagao existénte
entre os aneis A e B (I). Nesta ciasse enquadramos as 3-~hidroxifla=-

vonas (flavonois).

As posigdes dos maximos de absorg¢do e suas respectivas ine
tensidade podem ser utilizadas para classificagdo de uma substén -
cia diarilpropanoide |L,5].

Em meio neutro, as flavonas exibem pelo menos duas bandas
entre 2/j0-390 nm. A banda com maximo de absorgdo entre 2/40~280 am @
referida como banda II e entre 300-390 nh como banda I |[L4,5]e

A relaglo entre as intensidades da banda I e banda II nas

flavonas & muito variavel, sendo maior. ou menor do .que l. O mesmo
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n3o ocorre com as isoflavonas (Ia), sendo esta relagfo sempre menor
do que a unidades Exclue-se des.a dedugdo ~s isoflavonas que apresen

tam dupla ligag8@o conjugada com o esqueleto iundamental.

Conseqllentemente, pode-se ocasionalmente decidir-se pela na
tureza flavOnica ou isoflavdnica de uma substincia com base no espeg
tro ultra-violeta. E

£ banda I/ € banda II > 1 flavona
€ banda I/ ¢ banda II £ 1 flavona ou isoflavona

O comprimento de onda da banda I pode também ser informati-
vo para decidir-se entre um esqueleto flavdnico ou isoflavdnico. Nas
isoflavonas esta banda comparece entre 300-3%30 nm, sendo fregilente -
wente de wuito baixa intensidade.

A presenca de um grupo hidroxila no atomo de carbono 3 pode
ser deduzida da posigdo de absorgdo da banda I, cornforme demonstra a’

Tabela 1, elaborada por Mabry e colaboradores |5].

Tabel_a l. -
N2 de substancias _
Flavonas examinadas Faixa da banda I
3-H 50 294 - 352
3-OCH3 26 330 - 359

3-0E 27 350 - 387
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& posigao e intensidade das bandas que aparecem nc eg¢_actro

u.ve de flavonas dependem da con’ ~ibulgdo relativa das estruturcs ca-

nonicas I, II, IIT e IV |4|.

Ry
Ry % F ;
b
N /L\l/”
111°"

Com base no espectro de flavonas em meio neutro ¢ alcalino,
Jurd |L| admite que a estrutura cinamoilica (II) & a princisal contri
buinte para a banda I enquanto & estrutura benzoilica (III. & a prin-

cipal responsavel pela banda II.

& ndo contribuigdo de estrutura canbnica tipo cinamoilica
(III) no caso das isoflavonas conduz a uma fraca absorgio da banda I

nestas substancias.

Em face do exposto, as posigSes dos maximos e suas re¢specti-
vas intensidades dependem da posigdo e de nlmero de fungdes oxigena-

das que sustenta o esqueleto flavdnico ou isoflavdnico.

Da mesma forma, um proton hidroxilico terad o seu carkter aci
do influenciado pela posi¢do que o grupo OH ocupa na arquitetura mole
cular. Grupo OH localizado em C-Ty posig8o conjugada com o grupo C=0 ’

apresenta maior carater acido. Entretanto, grupo OH em C-5, também .



conjugado com o C=0, ndo apresenta acidez. Nao & capaz de ser ioniza-
da por base fracn em vista da f&:magao de forte ponte de hidrczinio

intramolecular em hexanel. Ja ura OH em C-3 apresenta acidez. £ capaz
de ser ionizada por base fraca. _rata-se aqui de uma OH tipo enbdlica
e a ponte de hidrogénio intramolecular envolve um anel de 5 menbros.
Portanto, as posigCes que oferecem maior carater acido para protoés

hidroxilos sfo 3,4',7 nas {lavonas e T nas isoflavonas. Grupo OH loca

lizado nestas posigaes pode ser ionizado .por AcONa, uua base fracae

Diante destas consideragdes fica evidente a importdncia da
obtengdo de espectros u.v. ém presenga de aditivos. Os aditivos utili
zados e suas finalidades s3do resumidas a seguir:

1. Solugdo aguosa de NaOH 20% (1 a 2 gdtas).

Com a adig@o de 1 a 2 gotas de uma solugdo aquosa de NaOK 20%
nas duas cubetas e retomada de espectro u.v. pode-se decidir pela png
senga ou auséncia de grupo OH nos.diarilpropanoides. .Inaltéragﬁo do
espectro u.ve indica a auséncia do grupo OH, ja que esta base forte
& capaz de ionizar tal grupo localizado em qualquer posiglio de esque-

leto diarilpropanoide.

A alteragdo de espectTo u.v. em presenga de NaCi pode  ser
reversivel ou irreversivel (decomposigfo). A irreversibilidade indi-
ca a presenca de sistema orto e/ou para - dihidroxi. Em flavonas a
existéneia de grupo OH em 3 e L' também origina decomposigao.

la. Solugdo de HCl concentrado (d=1,18).

Esta solucdo & adicionada, nas duas cubetas, em quantidade
suficiente para neutralizar a solugdo de‘NaQH_usada no item anterior
(1).

~ A - . -
Comparagdo das curvas obtidas em presenga déstes aditivos



com a curva obtida em melo neutro, revela se a modificaglo espectral

correspondente d ionizagdo & reversivel ou irreversivel,

2o Acetato 1o s0di0 anidroe

Evidenciada a presenga de grupamente CF atravées de adigao

)
&

]

jah

#a0H, toma-se acva aliquota da solugdo da substiacia e junta-se aceia
to de sbdio anidro, inclusiv: aa célila referéncia, zie obter uma so-
lugao saturadae. Bste reage:te ionizs sdmentc os _iupos OH em 7 em fla
vonoides em geral e em 3,L° ¢ 7 em flavonas em Jarticulars Deslocamen
to batocrdmico de 5 a 20 nm da banda II em presenca de acetatc de so-

dio

a

indicativo da existéncia de grupo OH em C-7 sendo que a lonizs

e
¢3o de hidroxils em 3 e/ou li' afeta principalmente a banda I L.

Flavonas que cont®m sistema 5,6,7-trihidroxi, 5,7,5-trihidro
xi ou 3,3',L'~-trihidroxi s3o decompostas por acetato de sbdio decorri

- . - ‘ N e A.,. 2
dos alguns minutos. Em face diuio, os espectros desta substancias de-

vom ser varridos imediatamente apbds a adigdo do acetato de sbdioc.

Guando a flavona possue grupos substituinizs em 6 e 8, o deg

sodic e

™
Ti
£3
ct
o
o
o

locamento buatocrdmico observado com a adigdo de ac

muito pequeno ou ndo perceptivel.

3¢ Acetato de sodio + acido borico.

Ce a substancia no sofre decomposic¢o com a adigdo &2 AcONe,
usa-se & solugio contendo &ste reativo para adicionar-se.o acido bori
co em cuantidade suficiente para obter-se uma solugao saturada.

0 acido borico em presenéé de acetato de sodio forma comple-
x0 com sistema orto-dihidroxilado. A formagido de complexo envolvendo
sistema grto-dihidroxi localizado no anel B de flavonas provoca deslo

camento batocrdmico da ordem de 12 a 30 nm da banda I.
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[i. 30iicdo etandlica de triclorcto de aluminio 5 a 10%.
forma connlexo com sichema  Grioe-
A formagao o

tricloreto de alumin®
fdroxi ¢ 5-hidroxi ou 3-hidrcriflavdnicor ;e
tais complexos & revelado pelics eslocamentcs batcerOmicos observi -
d0s nos maxinos de absorgdo Go espectTo U.V. e preseaga déste aditi
g

i Foomp e T
lmaaa;..e;.. \JO .i_\:,i/t

vo (Guadrc 1) |[5].

Liae SolugZo aquess e
Os complexos gue cavolvem sistema ¢rto-dinidroxi sao decom-

postos pela adig¢lo de acido e os complexos que envolvem ¢ grupo car-
bonile e grupo OH em 3 ou 5 apresentam-se estaveis com adicdo de aci
o 15|e 0O Quadro 1, registradoc na referéncia 5, ilustra estas modi-

jo]]

=
-

Ticacdas,.
guando o sistema g¢ric-dihidroxi esta localizado no anel B,
espectro u.ve. cotido em presenca de A1CIL: ccu O es=-

a comperacio Jo
pectro obtido em presenga de AL:lB mais HC1l revela dssloczuentc hip-
L& ordem de

o > = » - -~
ceoromico (deslocamento para mo..or comprimentc de onda) da

e

30-4C nm para a banda I (ou banda Ia em caso da banda I consist
a

MeOH) em relagao

a

dois picos).
an e favoravel

Deslocamento batocrdmico da banda I (cum

banda Iz (em MeOH+A1013+HCl) da ordem d&e L0 a 55
5-hidroxiflavonas, enquanto tal deslocamento sendo ca ordem de 6C nm
meio

sugere 3-hidroxiflavonase.
Constatando-se a superposigao do espectro obtido em

neutro (1eOH) com aquéle obtido com adicgdo de AlClz+HCLl deduz-se pe-

la auséncia de grupo OH em 3 e/ou 5.



Quadro 1.

Ilustraggb dos tipos G: complexos que A1C13 pode formar
com flavonas em presenc:z ou auséncia de fcido.

&




- 1”2 <
Espectrometria na Regido do Infra-Verwmelho

A espectrometria no 1i. -a=vermelho pode fornecer maior niime-
ro de informagdes nos trabalhos : determinc:3o estrutursl de diaril-
propanoides do que o normalmente admitido, se Jor convenientemente ex
plorada. Esta deducdo se basela en experiéncia prosria e nos traba -
1hos publicados em que a atengdo dos pesquisadores se prende = quase
‘sempre apenas d presenga ou ausdncia de absor¢des devidas aos estira-
mentos dos grupos OH e C=0. Para dar énfase a &ste ponto citaremos um -
caso extremo. Whalley |6| langou m3o do método para determinacio da
estereoquimica do grupo OH localizado na posigao 3 de uma (+)-catequi
na (V). Bste pesquisador constatou que o éter 3',&',5,6ltetra-0-meti.
lico (VI) revela a freqlténcia correspondente ao estiramento OH em cér
ca de [0 em=~1 abaixo da freq#éneia normal. Tal comportamento foi a-
tribuido 4 existéncia de uma ponte de hidrogénio intramolecular com o

oxigénio heterociclico, compativel sdmente com OH em posicao axial
(VII).
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Normalmente & possivel ganh.. pela espectrometria no 1. v.,

alem das informag¢des mais evidc ".es, tals como natureze aromatica,apa
recendo freqiientemente lj a 6 bendas identirichvels entre 1625-1/C0cm=
presenga ou auséncia de grupos OH e C=0, até uma idéia sdbre a posigZo
e natureza de grupos na visinhanga do C=0 e, em menor extensdo, posi-

¢do de grupo OH.

Para demonstrar éste ponton focalizaremos em nossos estudo a
regido correspondente ao estiramento do grupo C=0 do anel pirdnico e a
influéncia de grupos'vizinhos sdbre a posic3o exata de absorgdo. Para
efetud-lo consultamos além de varios trabalhos pertinentes |7-15],prin
cipalmente a contribuigdo de maior vulto ao campo que sé deve a Brigss
e Colebrook }10].

Flavonas

4s flavonas (I) que sustentam um grupo OH na posigdo 5 reve -
lam a freqiiéncia correspondente ao estiramento do grupo C=0 entre 1641~
1672 em=l. 4 influénecia de outras fungdes oxigenadas em qualquer posi
¢d30 do esqueleto molecular fica muito atenuada. Atravées de  absorgido
nesta faixa caracterizam-se ainda as flavonas que apresentam grupos
metoxila nas posigdes 5,6,7,8, ou seja, possuem o anel 4 tetrametoxilg
do.

| Jé as flavonas que ostentam grupo metoxila na posigao 5 apre-

sentam a absorg3oc da C=0 entre 1608-16/49 em~l, mais freqilentemente em
1629 cm~1l. ©Nesta faixa absorvem tambem 3-hidroxi-S-metoxiflavonas. Por
tanto, de posse de um espectro i.v. pode-se classificar uma flavona em
um dos dols grupos representados na Tabela 2. 4 presencga de fungao

oxlgenada em outras posigles ndo inter.:ie nesta élassificagéo.”
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Tabels 2.

Classificagdo de flavonas baseada na freqiéneia de estira =
mento do grupo C=0,

V) =0, 1641 - 1672 cm~1 V¥ C=0, 1608 ~ 1649 cm~1
(freqllentemente 1653 cm~1) (freqilentemente 1629 cm=1)
3-metoxiflavonas S5-metoxiflavo ias
5-hidroxiflavonas 3-hidroxiflavonas
3,5-dihidroxiflavonas 3-hidroxi-S-metoxiflavonas
S-hidroxi-3-metoxiflavonas 3,5-dimetoxiflavonas

59657 ,8-tetrametoxiflavonas

~

A obtengdo de espectros de derivados, tais como &teres met.

licos e acetatos, s3o de grande valia na disting3o entre estas clas-
ses de substancias. Assim, eterificacgdo de S-metoxi, 3,5-dimetoxi e
3-hidroxi-5-metoxiflavonas (C=0, 1629 em~l, Tabela 2) n3o revelariam

modificagdo significativa na posigdo de absorgio do estiramento C=0
(Tabela 3).
Tabela 3.

Posiqao de absorgao do grupo C=0 pironico em flavonas que sus
tentam um grupo metoxila em C-5, cm l.

Flavona CH013 Ref.
73,3'-dihidroxi-u',5,6,7-tetrametoxi 1626 10
373' 7L|-' ’5,6 s T=-hexametoxi 1626 10
6-hidroxi-3,5,7-trimetoxi-3',}'-metilenodioxi 1608 10
3,5,6,7-tetrametox1—3',h'-metilenodioxi 1610 10

-3,31 -tetrametoxi 1629 10
Lt=hidroxi-3,3',5,7 1629 1o

3,31,4',5,7-pentametoxl
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Espectrometria u.ve. neste ponto revela~se de grande utilida=-

de, ja que sdomente aquelas subs.incias que contém o sistema 3-hidroxi
-5-metoxi revelariam modificagic espectral pela adigdo de tricloreto
de aluminio IA,SI. Entretanto, as 3-hidroxiflavonas que tambem osien-
tam a absor¢io do grupo C=0 em tdrno de 1629 cm=1 (Tabela 2) teriam
comportamento andlogo em presenga de tricloreto de aluminio. Para éig
tinguir entre estas duas classes de substancias, ou seja, entre 3~hi-
droxi e 3~hidroxi-S-metoxiflavonas o espectro i.ve. do derivado aceti-
lado destaca-se em ihporténcia. Tendo em conta que a presenga de  um
grupo OMe em C-5 domina a influéncia sdbre o grupo carbonilico do a-
nel pirdnico, & previsivel que a acetilag3o de 3-hidroxi-5-metoxifle-
vonas ndo provocaria modificagdo importante na posigZo de  absorgac
~de C=0 pirdnico. Em acdrdo com esta previs3o cita-se um exemplo |16 |
que & valido pelo fato do seguado grupo OH em 3' n3o estar conjugado

com a carbonila do anel heterociclico.

OH

oMe

acetilagdo |

Me i?
OMe O...{
CHC13 CH013
-1 162 -1
\>C=O 1626 cm W>C=O 9 cm

Ja a acetilag3o de uma substéncia 3-hidroxilada que nfo sus-
tenta fungdo oxigengda na posigdo 5 provoca um deslocamento da freqiién

cia de estiramento do grupo C=0 pirdnico para regiZo de maior  ener-
giae. Assim, 3.hidroxi-6-metilflavona apresenta um deslocamento de
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] ‘ ' .
L3 em™" ao ser acetilada e 3-hidroxi-(-metil-3',l'-dimetoxiflavona de .
L2 em=l. Evidentemente, eterific- 3o destas substincias provocari com
portamento semelhante, pois tambim neste ecaso ocorre destruicao dosis

A .
tema quelatogenico em pentanel. O Esquema 1 resume estas considera -
gOes.

Esquema 1.
UeV Bterificacio ¥ C=0 c=0
A1C1z V)C=O’ 1629 cm~1 ou Acetilggéo 1629 cé'l lg;3 cm-1
- S~metoxiflavonas o i
-  3,5~-dimetoxiflavonas &
+ 3-hidroxi-5-metoxiflavonas 5
+ 3«hidroxiflavonas B

- ¢ inalteragao do espectro u.v em presenca de ALCL
# + : deslocamento batocrdmico dos maximos de absorg3o do
espectro ue.v. em presenca de AlClB.

As substancias que apresentam a absorgdo do grupo C=0 em tdr
no de 1653 cm~1 (Tabela 2) comportam-se de maneira diferente. Eterifi
cagdo de 5-hidroxiflavonas, 3,5-dihidroxiflavonas e 5-hidroxi-3-meto-

xiflavonas conduz a absorgao do grupo'C=O'para regigo de menor ener -
gia, ou seja, para regifio de menor freqtiéncia (18 a 51 cm-l, Tabela
I1). As S-hidroxiflavonas que sustentam funcdo oxigenada nas posigles
6,7 e 8 ndo demonstram tal comportamento, constituindo-se uma excecgao
extremamente valiosa para fins analiticos. Assim, a eterificagﬁo de
uma 5-hidroxiflavona com éste padrdo de oxigenag¢3o revela um desloca-
mento da banda de absorg8o do grupo C=0. que n3o passa de +5 cm~l (Tg

bela 5).

Contrariando o que ocorre com 3-hidroxiflavonas, as 5-hidro-

*

xiflavonas, quando acetiladas, revelam deslocamento da absorgao do

grupo C=0 pirdnico para regifc de menor freqti@éncia (Tabela 6).
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Briggs e Colebrock |10| propSem justificativas satisfstorias
para explicar éste fato, a priori estranhavel, que S-hidroxiflavonas
apresentam a absorgdo do grupo C=0 em maior Treqiidncia do que S-meto-

xiflavonas.

Tabela U.
Espeetro i.v. de 5-hidroxi e S-metoxiflavonas. :
c=0, cm~1
Flavona . j EBr Mujol | Ref.
3,351,041 ,5,T-pentahidroxi 1656 1654 10,7
L'45-dihidroxi-~3,3"',7-trimetoxi | 1656 10
5,7-dihidroxi-3,3",'-trimetoxi 1653 . ° 10
L'y5,7=-trihidroxi-3,3'~dimetoxi 1650 10
31,4, T-trihidroxi~3,5-dimetoxi 1630 15
3,3',4',5,T-pentametoxi ' 1629 1627 10,7
3,3',4',5,5',T=-hexahidroxi 1655 15
3',5=dihidroxi-3,4",5',7-tetrametoxi 647 17
3',4",5",T-tetrahidroxi-3,5-dimetoxi 1630 15
393'314'45,5", T~hexametoxi | 1629 17
3,1',5,7-tetrahidroxi 1660 15
Li',5,7-trihidroxi-3-metoxi 1650 15
L*,7-dihidroxi-3,5-dimetoxi 163C 15
547-dihidroxi-3-metoxi-3',/;'-metilenodioxi - 1650 10
3,5,7-trimetoxi-3',u'-metilenodioxi . 1629 10
S-hldroxi-3,6,7-trimetoxi-3', '-metilenodioxi 1661 10
3,5,6,T-tetrametoxi-3",4'-metilenodioxi 1610 10
59798=trihidroxi-3-metoxi-3',4'-metilenodioxi 1658 10
3455 7y8=tetrametoxi=-3",4'-metilenodioxi 1629 10
3',5=-dihidroxi | 1653 il
S-hidroxi-3-metoxi S il 1652 1h
3'y5=dimetoxi 1645 14
4',5~dihidroxi , + 1651 1
S-hidroxi-l'-metoxi 1655 14
Lt,5~dimetoxi ) ' 1649 1
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Na Tabela § aparecem 2'-acetoxi-5=hidroxi e 2',5-diacetoxi-
flavopas, substineias que merece.. atengd@o especial, razfo porque figu
ram de novo no Quadro abaixo ao lado de S5-hidroxi-Z'-metoxiflavona.
Tabela 5.

Espectrasi.ve de flavonas 5,6,7,8-tetraoxigenadas.

¥ C=0, cu~l
Flavona KBr Ref.
S5-hidroxi-3',4',6,7,8-pentametoxi 1653 10
31,41 ,5,6,748-hexametoxi 1647 10
5yT-dihidroxi-l',6,8-trimetoxi 1655 20
Lty546,7,8=-pentametoxi 1656~ 10 -
3,3' ,Ll-' ,5 ,6,7,8-heptametOXi 16}..[.5 10
Tabela 6.
Bspectros i.ve de 5-hidroxi e S5-acetoxiflavonas.
¥ €=0 ’ em™t
Flavona KBr Nujol Ref.
3',5=-dihidroxi-3,4',5',7T-tetrametoxi 1647 17
3',5-diacetoxi-3,4',5'yT~tetrametoxl 1631 17
5,7-dihidroxi-3-metoxi 1647 4
5,7=-diacetoxi-3-metoxi 1627 1L
3t,5=dihidroxi 1653 iVI
Z1.acetoxi-5~hidroxi . 1647 il
S-acetoxi-3'metoxi 164L0 1L
31',5-diacetoxi. 1642 il
2',5=-dihidroxi 1643 14
2'-acetoxi-5-hidroxi 1653 14
2',5=-diacetoxi 1647 14
Lt y5~dihidroxi . 1651 i
Ly',5-diacetoxi 1642 1.
5,6-dihidroxi 1651 14
546=diacetoxi : 1645 1
5,7-dlhidroxi | 1649 1l
iy

SyT-diacetoxi 1639
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Tabela & - Continuag3o

Flavona Br Mujol | Rcf.
5-hidroxi-3'-metoxi 7 1652 1
S-acetoxi-3'-metoxi 1640 1y
S-hidroxi-l'-metoxi . 1655 14
S-acetoxi-l|'-metoxi 1638 VIR
T-acetoxi-5-hidroxi 1665 U
5y7=diacetoxi 1639 -
3,3',41,5,7-pentahidroxi 185 7

393,45, T-pentacetoxi 1640 7
3,31,4',5,8-pentahidroxi 1655 7
3,3",l4"45,8-pentacetoxi 16L5 T

Ryi R V)C=O, em~1 AV eml

H H 1643 -

Ac H 1653 T+ 10

Ac - Ac 1647 + L, e =16 -
Me H 1648 +5

De acdrdo com os dados déste Quadro, a acetilaglo ou cicri-
ficag@o de OH em 2' provoca um deslocamento para maior freq#énci.

Comportamento analogo @ constatadovpor acetilacdo de 2',5~dihidro;i-
flavona. Estas observagles s3o favoraveis d existénela de uma ponte

-~

de hidrogénio intramolecular em hexanel entre o grupo 2L0H e © oxigg :

nio eterico do anel pirdnico (VIII) .



§ ]

Oy ©
VIII
Com base na argumentagdo de Briggs e Colebrook |10], tal com
portamento & justificavel.
Assim, as estruturas candnicas VIIIa, VIIIb e VIIIc tém suas
contribuicles alteradas se comparadas com substancias S5-iaidroxiladas
sem OH na posic3o 2'. O hibrido de ressonancia das 5-hidroxiflavonas

que ndo sustentam OH em 2' recebe maior contribuicgdo da estrutura
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VIIIc. Assim,c grupo C= de 3',5-dihidroxiflavona  absorve
em 1653,de L',5~-dihidroxiflavona em 1651,'de 5,7=-dihidroxiflavona enm
1649, de 5,6-dihidroxiflavona em 1951 e de 5-hidroxiflavona em 1953.
Entretanto, 2',5-dihidroxiflavona revela a absorgiao do C=0. em
1643 em~1, portanto em menor freqiiéneia do ¢ue qualquer uma das ecitg
das acima. Em face disto, & licito atribuir menor contribuigfo dd es-
. trutura canbnica VIIIc nas Z'-hidroxiflavonas. Isto & plenamente justi
ficavel ja que a ponte de hidrogdnio (VIII) restringe a liberdade do
par de eletrons n3o compartilhado do oxigdnio heterceiclico. Com a
transformag8o do grupo 2'-0OH em 2'-0Ac a estrutura VIIIc assume malor
importancia e dal o grupoc C=0 pirdnico em 2'-acetoxi-S-hiﬁroxinavona
absorver em 1653 cn~L. Com a acetilagao da hidroxila restante em 5 ve
rifica~se o esperado deslocamento para menor freqiéncia. Assim, 2',5-
~diacetoxiflavona apresenta a abcor¢fo correspondente ao estiramento
C=0 do esqueleto flavonoide em 1647 em~l em comparacdio com 1653 cm -1

do monoacetato. Conseqilentemente, estes dados evidenciam a existénecia

da referida ponte de hidrogénio intramolecular.

Iéoflavonas _

S-Hidroxi-isoflavonas comportam-se de maneira anhloga as 5-Hi
droxiflavonas. |

A Tabela 7 serve para demonstrar esta dedugdo, embora o'nﬁmg
ro de substincia apresentadas n8o seja significativeo e a comparagao en
tre algumas se refere a dados de egpectros obtidos em condigdes de
meio diferente.

A semelhanga de comportamento entre as duas classes de subs-

tincias & prevista em face das 3 estruturas candnicas formuladas para
flavonas poderem ser analogamente formuladas para isoflavonas.



o2

Pcie~-se notar que metilr %o de uma OH na pesi¢lo 5 produz
um deslocamento da absorgao do grupo C=0 parz menor freqiiéneia, do mes
mo mode que ocorre com as flavonas. Comportamentoy analogo & produzilo
por acetilagdo. Portanto, no caso das isoflavonas, a tarefa de Zoczli
za¢d0 de grupo OH na posig¢do 5 torna-se relativamente facil, princi -
palmente se corroborada pelo zspectro u.ve em presenca de AlClB. ’
Tabela 7.

Espectros 1.v de S5-hidroxi-isoflavonszs e S-netoxi-isoflavo -
nas.

‘) c=0, cmn=1

Isoflavona NUJol,\CHCIB Ref.
5,7-dihidroxi-2',1i',5",6-tetrametoxi 1667 18
2',1'45,5",6,7-hexametoxi 1642 ' 18
5,T-diacetoxi-2',4',5',6~tetrametoxi 1613 18
5-hidroxi-3',l;'-metilenodioxi~6"',6"'-dimetilpi- )
rano (2',3':6,7) 1660 19
Semetoxi-3',l'-metilenodioxi-6" 6'-d¢metllplra
no (2',3':6,7) 1640 19
S-acetoxi-3',L'-metilenodioxi-6" 6'-a1metllplng
o (21,31:6,7) 1650 19
5,7-dihidroxi-3"',L ' ~netilenodioxi-6-(, ¥ ~dimeti
lalila) 1650 19
5yT- dlmetox1-3’,u'-metLlenodlox1-6-éf ?~a1met;~
121i13) 8L 19
5yT- dlacetoxi- ,u'~metllenodlox1-6 @’ﬁ-dlmetl-
1allla) : 1645 19
S5-hidroxi-3',li'-metilenodioxi-6" 6'-dimet11p1ra _
10 (21,31:6,7) . 1665 19
S-acetoxi-3',L'-metilenodioxi-6',6'-dimetilpira
no (2',3%:6,7) 1640 19

Flavanonas e JIscflavanonas
As flavanonas (IX) e isoflavanonas (X) comportam-se de manel
ra diferente quando comparadas com as flavonas e ilsoflavonas, pois =&

auséneia de ligagdo dupla entre os atomos de carbono 2¢ 3 evita a con
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Jugagac do anel B com a carbo.:la. Porternto, & introdugac de um gTu
po CH em 5 cousara deslocamento da absorg3oc do grupo C=0 como nor-

malmente esperado.

~

As flavanonas s3o tambem referidas nos trabalhos |[7-10| ci

tados, onde se encontrara maiocres detalhes.

Réssonéncia magnetica auclear

A espectrometria de resson2ncia magnética nuclear apresen-
ta~-se como o método fisico de andlise organica de mais valiosa im -
porténcia nos trabalhas de determinagdo estrutural no campo dos dia
rilpropanoides. A potencialidade déste método fica aumentada com a
acessoria das outras espectrometrias. Atualmente, © extremamente ra-
ro encontrar-se na literatura trabalho de investigagdo estrutural sem
0 comparecimento das espectrometrias, principalmente espectrometria

de ressonancia magnética protdnica.
‘ jo]

Un diarilpropanoide pode ter seu esqueleto molecular deter
minado com base no seu espectro ée rem.n.. atraves de contagem do
nlmero de H e da natureza e nlmero de grupos. substituintes mais fre
gllentemente encontrados nas substancias naturais (Quadro 3 e L. Evi

dentemente, tais grupos tém sua presenga revelada atraves do  pro-
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prio espectro de r.m.n.. Alem disto, a fei¢lo espectral das  bandas
correspondentes aos protons do anel heteroclcl co e suas respectivas
posigles de absorgio permitem avaliar a natureza do diarilpropanoide
(Tabela 8).
Tabela 8.
Classificag3o de diarilpropanoides com base na absorcdo a0s
protons do anel heterociclico. Os deslocamentos quimicos sao
registrados em unidadeste.

Flavonas seeeceees 3,20-3,46 (s,H=3)

- Isoflavonas eeeees 1,63-2,27 (s,H=2)

Flavanonas eee.ess 4,53-14,58 (dd,H-2)36,97-7,05 (dd,H-3a); 7,04=T,11
(dd,H-3€) .

3-0H-Flavanonas .. 4,45-5,0L (d,H-2); 5,28~5,80 (d,H-3)

Isoflavanonas «... ~5,U0 (d,Ey;d,Hp); « 5,80 (dd,H-3)

ChaleOnas seeeeres 2420 (d,HB); ~ 2,40 (d,Hee )

3~0H-Flavanos eeee ~U,95=5,33 (d,H=2); 5,73-5,96(m,H-3); 6,93-7,3L
(dd,2H,H-4)

Isoflavanos eeeses 5,7 (d,He=2); ~ 6,0 (d,Ha-2)% 6,30-6,90 (m,He=3);

~ 7,20 (d,He~-ly, Ha-4).
terocarpanocs ... ~5,6-6,6 (m,3H,H-6,H-62); 4,5 (d,H-11a).

Um dos principais problemas encontradﬁs na obtengdo de espeg
tros de rem.n. de diarilpropanoides envolve a baixa solubilidade apre
sentada'pela maloria destas substancias nos solventes usuais <CDC13,
CDBCOCDB). Ja CDBSOCDB apresenta-se como um solvente capaz de dissol
ver mesmo as substincias mais polares [21], inclusive muitos glicosi -
deos. Se éste solvente é anidro pode-se deduzir a posicao de grupo
hidroxila no esqueleto diéfilpropanoide, com base na posigao de absor

gdo de protons hidroxilicos (Tabela 9) |21|. .
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Tabela 9,

PosicZo de absorgdo de protons hidroxilicos, solvente
CDBSOCD y unidades T.

3-0H 3'-0H L'-OH 5-0H  7-0H
Blavonas ..C,3 0,70 -0,7 =2,55 =0,65
a a a a
046 -0,l2  -3,20 0,93
Isoflavonas , - - 0,33 ~3,00 ~0,88

a a
-3,05  =0,97

Flavanonas - - - -2,15_  -0,78
a a
-2,20 -0,85

4o lado disto, registra-se algumas desvantagens na utiliza-

gao do CDBSOCDB como solvente:

de a recuperagfo de amostra torna~se dificil em vista do
ponto de ebuligdo, 1899C, relativamente elevado.

be a absorg@o de agua com muita facilidade da origem ao apa
recimento do sinal corzespondente aos protons de Héo em
torno 6,5T, regifio de interdsse no espectro de determina

~ dos diarilpropanoides. .

Ce O perigo da facilidade de penetragdo na pele do pesquisg
dor servindo como veiculo para substincias néle dissolvi
das.

de. possibilidade de decompgsigﬁo da . amostra. Ja observoy

-se tal fendmeno com algumas substégcias diarilpropanoiém.

Em face disto, & sempre conveniente a preparagd@o de deriva-

dos soluveis em CDCl3 Entre os derivados mais comumente preparados
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cita~se: acetato,eter trimetilsililico, eter metilico,eter evilicc.
4 obtenc¢Zo do acetato ou do eter trimetilsililico revels-
se mais pfética em vista da possibilidade de recuperagao da subs -
tancia no seu estado original mediante reacdo de hidrbolise. 4 rea-

~

¢80 de esterificaca@o,bem como a de trimetilsililizacdo,e simples de

executar. Para o estudo dos eteres trimetilsililico aconselha-se
consultar o trabalho de Mabry e colaboradores|5|. i preparacéo dé€s
tes eteres, muitos dos quais soluveis até mesmo en CCly, s e ‘tarefa
relativamente simples. Tanto a preparagdo como a hidrolise leva a
rendimentos quantitativos.

~

Looker e colaboraderes|22| chamam atenc3a para a facili-
dade de hidrolise de acetato de flavanoides atravées do uso do imi-
dazol como base. Trata-se de uma substdncia de muito fraca basici-
dade e que patrocina rendimentos que variam de 60 a 100%. A& impor-
tancia da preparacio do acetato derivado reflete-se tambem na rela
tiva facilidade de contagem do numero de grupo OH presente na subs
téneia original.ilem disto, pode-se deduzir a vizinnanga de  tais

grupbs no esqueleto diarilpropanoide.

Flavonas.

O esqueleto basico das flavonas(I) apresenta um total de
10 posic¢bes possiveis de substituicao. Portanto o nlmero de grupos
substituintes e de prbtons deve satisfazer esta exigéneia estrutu-

Irale.
A presenga de Hem C-3pode ser deduzids pelo comparecimen-

to de um sinal simples entre 3,46-3,Q <t [23|,espectro registrado em
CDC1z ou CD3S0CDz como solvente. Entretanto,a presenca de um  sinal
simples nesta regiao nao indica'definitivamente a existénecia de H

em C-3. Um proton em C-8, por exemplo, em sistema 5,6,7-trioxigeng
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‘do & representado por uma banda simples qQue aparece tambem na faixa
de absorgdo referida.
. /
As 1soflavonas apresentam o protom em C-2 eantre 2,27 e
. @ .~ 4 . . .
1,63 T. ista regifio e mais livre de interferéncia, sendo consegente

mente de malor o valor diagnostico.

Ja que o0 numero, natureza e posigdo de gLrupos substituinteé
no anel A ndo afetam significativamente as posigdes de absorgado  dos
préfons do anel B, e vice-versa, estudaremos os padrdes de oxigenagao
dos aneis A e B de diarilpropenoides naturais, especialmente as flavo

nas, separadamente.

~

Flavonas com anel B ndo substituido.

A& auséneia de substituinte no anel B pode ser deduzida pelo
aparecimento de duas bandas multiplas, representando doic e trés pro-
tons respectivamente. & banda que representa os dois protons H-2',6'
aparece em campo mais baixo que a banda que representa os protons

H-3',4',5' (Tabela 10).

4 conjugagao com o grupamento carbonilico e o efeito aniso -
tropico déste grupo e da ligagao dupla do anel. heterociclico justifi-
cam o aparecimento da banda correépondeﬁte aos protons H-2',6' em canm
po mais baixo. |

Tabelsa 10, R
’ Deslocamentos quimicos correspondentes a protons localizados

no anel B de diarilpropanojdes, unidades T.

Substéncia B-2',6! H-3',4',5" Referéncia
Flavonas 2,03 a 2,21 2,43 a 2,54 |24 ]
Flavanonas - 2,58 |2l ]

Isoflavonas’ 2,52 - 2,61 ' |24
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As isoflavonas e flavanonas apresentam uma banda Unica repreg

sentando os 5 protons do anel B (Tabela 10), em face da ausénecic de

conjugagdo do anel B com o grupo carbonila.

Flavonas com anel B l'-substituido.
O espectro destas substanciss revela wa sistema 4, B, rigo-
rosamente um sistema AA'BB'. 4s posigdes de absorcac (Tabela 1l) dos

/
protons, especialmente os protons 3', 5' (orto ao grupo), variam mui-

to pouco, quando R do grupo OR for R=H ou Me. Zntrefanto, & compara -
¢do de espectros de substincias em que R=Me com espectros de substin-
cias em que R=COCH3 revela~se de importfncia nos trabalhos de inves-
tigagdo estrutural. Esta analise comparativa permite deduzir pela
existéncia ou nZo de grupo OH em L',ja que 8ste grupo exerce pratica=-
mente ¢ mesmo efeito de protegﬁo exercido pelo grupo OMe. Entretanfo
a acetilaglo de um grupo OH em L', deslocark a banda corresponden~
te aos protons 3',5' para menor campo, deslocamento paramagnético, en
quanto a banda correspondente aos protons 2',6' nfo sofre modificagao
significativa (Tabela 11).

A posigdo de absorgao dos protons 3',5' ndo varia significati
vamente com a natureza do anel heterd?iclico, mesmo que esteja o anel
B ligado ao étcﬁo de carbono 2 ou 3. O mesmo nao ocorre com c©s protons

2',6' que recebem influéncia da natureza do anel heterociclico.

Tabela 11,
Espectros de r.m.n. de flavonas l'~-oxigenadas. Os valores rg
. R W »
gistrados independem praticamente da natureza e do . numero

. ’ 3
de grupos presentes nos outros aneis.



- R H-2',6! .H;B',S' Solvente Referéncia

fe 1,82-2,22. 2,95=-3,05 CDCl - lal,25]
Ac 1,76-2,15 2,70-2,76 CDClz 120,251
SiMex 1,90-2,90 2,90=3,35 ccly, (51

i 1,90-2,02 %,02-3,10 (CD5),80 [23]

Flavonas com anel B 3',4'-diocxigenado.

4 presenga de fungdo oxigenada nas posigles 3',l! origina
espectros mais complexos do ‘que aqueles das substéncias L'~oxigena -
das. Mesmo assim, éste . ‘3o de substituicfo & facilmente reconheci
de no espectro,

O sinal correspondente ao H-5' aparece como banda dupla (J
em torno de 8,5Hz) e em campo mais alto em vista do efeitc de prote-
cao do grupamento OR (R=H ou Me). Em rélagﬁo ao anel B l'-oxigenado,
os protons H-2' e H-6' recebem maior influéneia protetora do  grupo
OR em 3' do que H-5', ja que éste;ultimo préton ocupa posicgio g@ig.
em relagdo a fung¢do oxigenada adicional sustentada pelo atomo de car
bona 3'. Aparecem em campo mais_béixo em face da conjugagao com (o]
grupo C=0 ‘ou pela proximidade da regifio de degprotegdo da ligaggo.dg
pla do anel heterociclico e do grupo C=0 (Tébéla 12). Ja que o H-6!

‘qcupa_posigﬁo para em relagdo ao grupo OR em C-3', recebe menor efei-
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to de prétegao do que H-2', pols &ste Liltimo ocupa posigdo orto. En -
tretanto, registra-se alguns casos em que o H-6! agsorve em campo li-
geiramente mais aiﬁS do que H-2'. A4 banda correspondente ao H-61
apresenta-se como um quartéto (J_em tlrno de 8,5 e 2,5 Hz) e H-2' com
mo dubléte (J em tdrno de 2,5Hz). Na maioria dos casos ocorre superpg

sig83o destas bandas.

Tabela 12.
Posigao de absorgdo dos protons H-2', H-5' e H-6' no espec-

tro de r.m.n. de flavonase.

Referén-
R l R' l He2'! l B-61 {;; H-5! lSolvente{ cla

H H 2,22-2,40  2,32-2,50 2,99-3,02 (CDz)50 |23
H Me 2,22 2,19 3,00 CDClz l25]
Me Me 2,10-2,68  2,11-2,50 .2,96-3,05 CDCly |2L,25]
SiMes e ] '
siMey  StHez . 2,70-2,80  2,50-2,70  2,90-3,30 CC1, |5 ]
Me SiMez  2,20-2,L0 z,uo-a,éo 2,90-3,30 CCL) 15

As isoflavonas e flavanonas 3',l'~-dioxigenadas revelam espeg
.tros em que os protons 2',5' e 6' sio representados por bandas mais
complexés, usualmente 2 picos aparecem entre 23,90-3,30 T }!5,26{. As
posigles 2' & 6! negtas substdncias ndo recebem infludneia mesomé;ica

do grupo C=0 por falta de conjugagao.
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Flavonas com anel B 3',L',5'~trioxigenade.

A existéncia de prupos OR (R=U ou Me) nas posi¢les 3',0%;5°
do anel B de flavonas ocasiona o aparecimento de wm sinal Ginico reprg
sentando os protons localizados nos atomos de carbeno 2° e 67, RS
comportamento & previsivel. O efeito protetor exercido por wm &rupo
0H e (Me & o mesmo |27). Os cxemplos gue Tiguram na Tabela 13, reve =
lam a posig3o de absorgio dos protons H-2', 6' ¢ a distribuig¢ioc assi-
metrica de fungdes oxigenados no anel B Z',4',5'-trioxigenado que pode

ser deduzida através do espectro de re.m.n. do derivado acetilada.

Tabela 13.
Espectros de r.m.n. de flavonas com anel B 3',4'}5'-trioxi-
genado,
R \ R! \1{-2*,6'} 2! j B-6! }Ref.
H H 128 ]
< S
H Me Me 2,62 [25]
. ‘
B CHzCO  Me 2,40 2,60 |28 ]
a d
J=2,Q42 J=2,0Hz
H CHzCO  CHzCO v 2423 | _ |25]
s
OMe Me Me 2,62 - 125]
5

OMe CHzCO  CECO z,2l 125]
S . ‘
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+ Istranhamente, &ste sinal aparece em campo muito alto. fBs

te dado esta’ em desacdrdo com Ballantine e Pillinger |27

As isoflavonas apresentam duas bandas duplas (J em t8rno de

2¥z), Tepresentando 1 préton cada uma, correspondentes acs protons em
C-2' e C-6; |S]. 4s duas bandas aparecem em t8rno de 3,30 e 3,40T .
4s diferentes posigles de absorgao se devem, provavelmente, ao efe;’
to anisotropico exercido pelo grupamento C=0. © prd%on que se enccn-

tra mais proximo déste grupo sofrera maior infludncia desprotetora.

Flavonas com anel B 2',4',5'-trioxigenado.

Pelo que nos consta, substancias com &ste padrdo.de oxigena
g30 ndo tiveram seus espectros de r.m.n. registrades na literatura.
Assim, o0 nosso trabalho com és substincias isoladas de Apuleia leio-
carpa registra pela primeira vez os espectros de r.m.n. de flavonas
com &ste padr3o de substituicgdo. Tais espectros s@o discutidos no cz
pitulo das determinagdes estruturais, incluindo os dos derivados ace
tilados. Os prétons em 3' e em 6' s3o representados por sinais sim-
ples. © préton em 3'(~* 2,0t ) absorve em campo mais alto do que o

proton em 6' (~2,74T).

Flavonas com anel B 2',3',4'-trioxigenado.

Duas flavonas com &ste padrdo de oxigenag¢ao fo;am tambem i-
solados da Apuleia leiocarpa. Os espectros de r.m.n. dos isolados
naturais e seus derivados sfo discutidos no capitulc das determina -
¢Ses estruturais. Os prd%ons em 5' e 6' sdo représentados por bandas
duplas (J em tdrno de 8,5 Hz). O proton ems 6' (m2,741T) absorve

em campo mais baixo do que o proton em 5' (~3326%T ).
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Flavonas com anel B 2',6'-dloxigenado.
A zapotina s 2zapotinina j29,30] s&@o duas flavonas nature:s
que apresentam um tipo de substituig¢do muito especial, 2',6'-dioxige

nado (Tabela 14).

Tahela m‘

'Espectros de r.m.n. da zapotina e zapotinina em CDClz.

' Sistema AB Sistema By -
R 11;-3 } H-7 H-8 } Hely! H-3',5" OH ! Olle
H 3,69 2,74 3,11 2,59 3,36 2,8 6,22
d - a t d 6422
J=9Hz J=9Hz 6,08
Me 3,70 2,72 2,85 2,61 3,35 - 6,22
- d d t d 6,22
J=9Hz  J=9H2 ] £33

Flavonas com anel & 7-oxigenado.

0s protons H-5y H-6 e H-8 de uma flavona com ahel A susten
tando uma fuhgao oxigenada em C~7 compoem um sistems &Bc. Lendendo a
4BX (Tabela 15). O proton -em C~5 & representado por umra banda dupla
(3 em tdrno de §,5Hz), & priten em C-6 como uma banda guadTupledd em

torno de 85Hz'e 25Hz), 0 protan e €-8 por uma panda dupla (J em tdrno
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de 2,5Hz). O proton H-5 absorve cm campo mais baixo do que H-6 e &s-
te em campo ligeiramente mais baixo do H-8 (Tabela 15). mieito me-
somérico e anisotropico sfo os princlipats responsaveis pela blinda -

L,
gem eletrdonica de tais protons.

Feig3o espectral anhloga pode ser constatada nos espectros
de qualquer diarilpropanoides Evidentemente, a presenga de  grupo
C=0 em L} altera significativamente a posig¢ao de absorgdc do  proton

localizado ém C-5.

Flavonas com anel & 5,7-dioxigenado. .

As substfncias que apresentam &ste padrao de oxigena¢2o no
anel A s3o distinguidos com relativa facilidade. Hestes casos o8
protons H-8 e H-6 constituem um sistema 4B, com J em tdrno de 2,5Hz
(Tabela 16). Conforme se deduz da Tabela 16, a comparagao de espec-
tros da substéncié original com o do seu derivado acetilado permite

atribulr a presenga de grupo OH em C-5 e/ocu C-7-
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Tabela 15.

dspectros de r.m.n. de flavonas 7-oxigenadas.

" | ) N Ne de ’ N
’ H, Hy | Hy Solvente Subst. | Refs
Me 1,84 2,98 3,01 CDC1 L |eu|
a a a
1,94 3,04 5413
d dd a
A 1,76 2,82 2,60 CDC15 3 f2l |
a a a ’
1,77 2,87 2,65
a ad d
SiMes 1,80 2,90 3,0C ccly, 3 | 5]
a a a ‘
2,10 3’30 3,30
3 dd d
J=9Hz J=%9Hz J=2,45Hz
J=2,5Hz )

Flavonas com ang’ 2. 6;7-dloxigenado.

A ocorréncia de Clavona natural com éste padr@o de oxigena
. ~ » / . . : ~
¢80 & rara. Bvidentemente, 0s protons localizados em C-5 e c-8 s3o
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represcentados por bandas simples. Massicot e col. |2Li| registram os
R S . b JU N ~ 3 3
¢roloconentos quimicos de tais pootons na 6,7-dimetoxiflavonz e  na

6,7~Clacetoziflavona:

c , H=5 =8
O,7-dimctoxiflavona 2452 5. 10
6,7-diacetoxiflavona 2,00 z2 .5

Tabela 16 a
Espectros de.r.m.n. de flavcaas 5,7-dicxigenadas

O ©

R R! H-6 -8 Solvente Referéncia
e Me 3,63 - 3,86 3,U4 - 3,72 CDC]—; [2liy25,28 |
it le 3,62 %438 (CL-7p80 21t

Ne 3,64 - 3,70 3,43 - 3,54 coe [24,25,28|
Ac Me 5,38 - 3;/-12 3,11 - 3,20 DC:’»?? ‘22‘—%-7281
e Ao 3,22 - 3,17 2,65.~ 2,69 CDClg 124,25]
Siles SiVes 3,80 - 4,00 3,50 - 3,70  CCL, |5
Silez Glicosideo 3,60 - 3,80 3,10 - 3,50 cCl), I5]

Fiavonas com anel & 5,6,7-tri9xigenadas

O sinal simples correspondente ao prdton em C-8 de flavonas
com 8ste padrdo de oxigenagdo tem sua posigéo.de absorgdo dependente
bdsicamente da natureza dos grupos localizados em C-5 e C-7 (Tabéla
17). Substituintes no anel heterociclico e nc anel B tambéem nZo in-

fluem siginificativamente na posig8c de absorgac de H-8.



Flavonas com anel A 5,7,8~trioxigenadas

0 sinal simples corresy.. dente ao préton em C-8 aparzce ge-
ralmente em campe mais alto do qué o éorrespondente a C-8 (Tabels
18). Substituintes localizados iv anel heterociclico e/ou no anel I
também n3o modificam significativamente a posigzo de absorgzo do sis
nal correspondente a H-6.

Tavela 17
Espectros de r.m.n. de flavonas 5,6,7-<rioxigenadas.

Rg i Rg ! Ro i H-8 l Solvente ; Releréncia
H Me  Me 3,49 co01; =

Me Me Me 3,20 - 3,25 CIClx {25,311
Ac Me Me 3,1 - 3,15 CDCIB i25’52

Tabels 18.
Espectros de r.m.n. de flavonas 5,7,8-trioxigenadas.




R ’ Re } Rg l ) H-6 .Solvente iReferépcia
H Me Me %357 = 3,58 CDClz §25

Me Me  Me 3,54 CDC15 1251

Ac Me Me 3,29 « 3,33 CDC1 (251

Ac Ac Me 3,15 = 3,20~ CDClz |32

Ac Ac. Ac 2,99 CDCl (24 ] !

Grupo metoxila.

As absorgsestcorrespondentes a grupos metoxila aparecem en
tre 5,90 = 6,L0T. A influéneia de soclvente na absor¢io de grupa -
mentos metoxila tem recebido atengio de alguns pesquisadores |33 A
natureza do solvente pode afetar bastante a posigdo de absorgdo de
grupos OMe e tal éomportamento pode ser ocasionalmente de wutilida-

de na determinag¢do estrutural de flavonas.

Grupo acetoxila.

Grupos acetoxila sao revelados por sinpals simples,Aparecem
entre 7,U5 - 7,70 t'IZh,25,28,32l< Grupo acetoxila localizado na
4tomo de carbons 5 & revelado por banda simples que aparece em tdr-

no de 7,50 T , proximo ao limite inferior dests faixa.
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aspectromstria de masess.

~, Ja ) " - . § o= . » - - .
U trebalho de Reed e Wilson 7| mszrecu o iricic do epiica

e
me

O da espectrometria de massa no campo dos diari ilpropanoides (XTI

'
~
.

vonoides conhecidos sob o impacto eletrdaico no es

massa. Os resultados experimcntais serviran
. - - 4 - . - -~ 2 B . . P - n . ~

sibilidades de utilizacfo ééste ntitcdo naers ~1 s s detirminzcgao es

trutural.

troe

Ad

Com ¢ ocjetivo de justificer esta afirmacio & coortuno refe

rir-gse as estruturas da zapotina e da zapotinina, substlinciazs iscla-

das de Caginirca edulis de famllis Zutacese 1351, Sondheimer e lHMei-
PR o 3 4 . 5 L S S - o~ 3
sels 36| com base em evidéreias quimicas Ge interconvers3o ¢ degra-

dagd@o alcalina formulsram as hipbteses estrusurais XII e XIZT  para
zapotinina e zapotina, respectivamente. & obiengio de clres de 507

de acido salicilico e cérca de 10 de resorcinol por hiarolise alca-

:nicé@ para

>

lina da desmetilzapotina constituiu uma forte evidéneia g

u
estas proposicdes.

Recentemente, trabalhos de slntese da 2',5,5,7-tetrametoxi-

=
.

oA
flavona |137] desmonstraram que esta substincia tem propriedecdes flsi

cas diferentes dz zapotina. .
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711, R=1 gzapotinina
bl o

ZiT R=l zapotina

Em 1967, Garratt, _cheinmann e Sondheiacr ;29| e, indepen-

i

dentemente, Dreyer e Dertelli [30]| reformularsm as estruturas  dos

dois isolados noturais com base nos espectros J& rem.n

e OGtidos em

-

aparelhos que trabalhem a 60 MHz ¢ 100 Mlz.

Assim, a zapotinina foi definida como 5-hidroxi-2',6,6%tri
metoxiflavona (XIV) e a zapotina como 2',5,6,6'~tetranetoxiflavona
(xv.

" XIV, R=H =2apotinina
XV, R=Me zapotina

Dreyer e Bertslli ]30} registraram tambem o espectro de
massa da zapotina (XV). O ion molecular (Mt 342) aperece com waa
agundancia relativa de 57% e o pico base corresponde 2 expulsio de
ng (M=15) . A perda facil de 15 unidades de massa (bHé) & periaato
favoravel a existéncia de um grupo metoxila em c-6, ja que esta po-

siZo & conjugada com o oxigénio heterociclico do anel pirdaico(XVI
Quudro 2). '
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Quadro 2.
Caminhos principails de fragmentacdo da zapotina (XV) ac es -

pectrdmetro de massa.

VI (M-15)

M"-3L2 (57%) m/e 327 (1C0Z)
¥
Me Cast A ) - @
oMe O ' - we? oMe
XVII RVIII
m/e 180 (3%) n/e 162 (3%
Alem gisto, a fragmentagdo retro Diels - Alder origina a

formagdo dos fragmentos XVII e XVIII, representados por picos de bal
xa intensidade relativa (Quadro 2 ). Entretanto, & licito atribuir,
néste caso, malor valor ds abunddncias relativas 3% do que a 507 de
Acido saliciligo obtido por metodologia quimica. Vale salientar. que
.picos em m/e 210 e m/e l3é; que seriam correspondentes aos fragmen -
tog originarios da estrutura XIII proposta infcialmente para a zapo-

tine através da mesma racionalizag8o mecanlstica, ndo comparecem no
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‘espectro de massa. |
Trés fatdres principais podem ser :citados para justificar a
aceitdgdo crescente da espectrometria‘de massa pelos pesquisadores,eg
peclalmente aqﬁ@les ligados ao estudo‘da quimica de produtos 'nafﬁ -
rals: -
a. O aparecimento de especteretros mals aperfeicoados Que sao
colocados ao alcance do quimico.
" be a quantidade de substancia necessaria para obteng3o de um es
pectro de mdssa (cérca de 1 mg).
ce 8 numero de inflormagdes que pode ser obtido do espectro de

massa, &lém do p8so molecular das substincias.

Evidéntemente, a potenc;alﬂiade do metodo torna-se mais acen
tuada quando associado aos outros metodos fisicos de anhlise orglni -~
ca (espectrometria no U.ve, no 1.v. o de Tellene)e

1. Determinagﬁo do péso molecular e formula molecular.

0 espectro de massa de um diarilpropanoide & via de regra
dominado por um ntmero reduzido de picos, que aperecem predominante -
mente na regido de massas mais elevadas, nas imediag¢des do pico mole-
cular, e na regifo de massas médias, parte central do espectro.

. 0 pico correspondente ao ion molecular ) facilmente reco-
nhecido ja que frequentemente revela-se bastante intenso, ndo raro
constituindo o pico base. Tal comportamento era previsto. 4 aromatie
cldade dos flavonoides confere grande estabilidade do ion molecular.

Com base no pésv decorrente do esqueleto basico fundamental
(Quadro 3) e nos principais grupos substitulptes (Quadro L) que ocor-
rem em substancias naturais, pode-se‘deduzirha formula molecular de

um diarilpropanoide.ll presenga e natureza de grupos substituintes po
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den ser deduzidos com grande segurahga‘por espectrometria de T.m.n.
Quadro 3,

Classes de substéncias diarilpropauo: des.

2 3 8 1 LA 8 ! ) ’
\ AN ) 1 2 .17 Nz Y
2 4 | : [ | "
6 6 3 ) 6 N 3 y
§ 4 o 8 $ o8 s 0 o5
XIX XX XXI o
210 222 22l
Flavancs ' Flavonas Flavanonas
Isoflavanos Isoflavonas Isoflavanonas

8 i 6
9 b 5
10 l2a 4
W
i 3
2
XXII XXIII AXIV
C15H1202 C15H1 502 - C16H1203
22l 22l 252
Chalconas Pterocarpanoides Rotenonas
: : 1lj~oxo=-peltoginanocs

°15Hlo°§
238
Isoflavonois
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“guadro l. _
frincipais substituln! - presentes em diarilpropanoide.

Grupo massa-16 massa-28
OH 16 |
0CH3 30
. OCHéO . | Ll
o e
‘Me_ _Me |

¢

myra 8L
Me——§>§=ou _ 82
< .

Zsta coluna indica a massa pela qual o grupo auments a mag

L0

sa do diarilpropanoide, ao substituir um ou dois hidrogé -

o » . ~ ~
-nios da substancia fundamental nZo substitulda.

Assim, a soma das massas da substfneia fundamental e dos
grupos substituintes tentativamente escolhidos, permitira propor
formula molecular para uma substancia. Para exemplificar pedemos
citar uma substancia cujo espectro de massa revela péso  molecular
270. £ste péso molecular pode corresponder ao pdso bhsico 224 +

.+1OCH3+1OH.(5'useja: g2ly + 30 + 16 = 270,
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com base nestes dados poderiamos estar diante de uma flavg
-nona,chalcona, isoflavanona ou pterocabpano (Quadro 3) de formula mgo
lecular Cl5Hioq2(OMe)A(OH). Evidentemente, os caminhos de frggmenta-
| ¢3o seguidos pelos pterocerpancs permitem distingui-los das flavano-
nas, chalconas e isoflavanonas. 4s ruptufas~envolvendo o hexanel he
terociclico nos pterocarpanos levam a fragmentos diferentes daqueles
originarios das flavanonas; chalconas e isoflavanonas. & viabilidade
destas fragmentagOes gondui a anhlise do espectro para a regifo de

picos 'que correspondem ds massas imntermediarias.

2+ Anhlise do espectro de massa nas imediacBes do ion mole-
cular.

A presenga de grupo OMe pode ser atribulda pela analise
aritmetica . do espectro atraves da perda de 30 e/ou 31 e/ou 15 unida
des de massa. Ja a presenga do grupo OH pade ser proposta através
da verificag¢fo de picos em M-17 e/ou M~18. A contagem do nlmerc de
grupo OH pode ser obtido atraves do espectro de massa do produto de
metilagdo ou acetilagdo.

Freqﬂentémente, as substancias que sustentam o substituinte
XXVI apresentam o pico base em M-15 devido a fhcil expulsZo de radi-
cal metila para formar um ion nZo radicalar (XXVII), com estabilida

de significativa.

Me,* o

M +
H je Me e
- —>

XV - XXVII
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Portanto, & perfeitamente previsivel que o phmero, a pature

Z3 © a posicdo de grupos substituintes pode modificar significativg
mente o comportamento de diarilpropandides no espectrdmetro de mase
sa. £ evidente, que o aumento de grupos substituintes oxigenados per
mite uma maior estébilizaqao do ion moleculat através de efeltos ele

,tr6niéos, principalmente mesomerico. !

3, Analise do espectro de massa na regifio de picos de mas-
. sas intermediarias.

As fragméptagaes qué envolvem o hexanel heterociclico pgo
dem ser utilizadas para confirmagﬁo de um esqueleto diarilpropanoide.
Alem disto, o numero e a natureza de grupos‘substituintes podem ser .
conferidos atraves dos fragmentos que envolvem os aneis A e B. 4s
fragmentagSes que ocorrem no anel heterociclico sem rearranjo de hi-

drogénio, s#o referidas como retro-Diels-Alder (Quadro 5).

Os pterocarpanos (XXIII), apresentam condigdes estrutu -
rais desfavoraveis para &ste tipo de fragmehtag§o, Por isto os pte-
rocarpanos podem ser distinguidos das chalconas e flavanonas, embora

possuam a mesma formula bhsica fundamental, clBHiZQZ'

Ao Flaﬁonas. |
As flavonas apresentam um esqteleto bésiéo de formula mg
lecular CqgHyn0p (Quadro 3) e diante das possibilidades de substi -
tuintes referidos no Quadro | pode-se formular estrutura molecular
para estas substéncias.,
| As flavonas que ndo sustentam fungio*oxigenado no atémo de
Carbonol3 revelam Q presenqa de pico em M-28%¢ M;28/Ze$ corresponden

te & expulsﬁo.de”monbxidd de carbono.
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Quadro 5.

Fragmentagao envolvendo deslocamento compensado de eletrons

sem rearranjo e com rearran]jo de hidrogénio.z = oxigénio
(>€=0), Z =H, OH (CCHOH) ou Z=H,H (>CH,). '

v v v
o) ' e .
c=2 Q\‘, _ S
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A fragmentagﬁo tipo retro-Diels~Alder ¢ o deslocar=ato
compensado de eletrons com rearanjo de hidrogénio, aparecem comoc~>mi
nhos importantes (Quadro 5). Tal comportamento permite, portanto,
nio sb averiguago adicional da natureza flavdnica de uma substancia,
mas.também estabelecer uma distribuigdo dos grupos substituintes nos
aneis A e B |34,38,41|. Evidentemente, tals ions podem sofrer novas
fragmentagodes..

Com o aumento do nlimero de fungdes oxigenadss no esqueleto
flavdnico ocorrerd wuma maior estabilizagac do fon moleculer e, con-
seqlientemente, uma diminuig¢Zo nas abundincias relativas dos fragmen-

-

tos correspondentes aos aneis 4 e B.

No Quadro 6 representa-se os caminhos prinecipais de fragmen
tagao de flavonas que nao contém fungado-oxigenada na posigao 3 1281, -

Quadro 6. °

Caminhos principais de fragmentagao de flavonas no espectré
'me;ro de massa.
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L. Co0pH; % Cq0,H, % CgHg -0
121 , 6 120 8o 102 12
2. COH(OH)  G.0,H(OR) CoHy |
137 - 136 L8 10z 18
3. Cq0pH,(OH) G051 (OH) " CgHy(0CHsz)
137 - 136 5 132 65
L. C0,H;(OH) (OCH;) 70,1, (OH) (OMe) Cglg
167 - 166 7 I0Z 3
5+ Cq0,Hz(OH), C70,H,(0H), Cglig (OH)
153 20 152 - 20 118 10
6.. €0, Hz (OH), C0,H, (OH) , Cgli (OMe)
153 - 152 20 132 Lo
153 25 156 L 162 12
8: C,0, H, (OH) (ONe) €0, 1, (OH) (OMe) CgH), (OMe),
167 L - 166 22 162 38

Como se deduz do Quadro 6, os substituintes deslocam os pi

cos em fungdo de suas massas permitindo por conseguinte . atribuir
a natureza dos substituintes existentes nos aneis 4 e B.

Itagaki e colaboradores |39| provaram elegantemente a frag
mentagdo retro-Diels~Alder em flavonas, isoflavonas e chalconas a-
traves do registro de espéctros de derivadoé halogenados, com base

na porcentagem de abund@necia natural dps halogénioss.
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As flavonas que sustentam fungdo oxigenada . em C-3 compor
tam-se de maneira diferente no espectrometrc de massa. Embora a f{rag-
mentag8o retro-Diels-Alder possa ocorrer, os picns correspondentes tém

abundancia relativa fortemente diminuida |41,42].

Audier |38| formulou o fragmento XXVIII como caracteristico
de 3-hidroxiflavonas. & racionalizagdo mecanistica de sua formagao,
que envolve o anel B, fol confirmada atraves do uso de deuterio. O ou
tro fragmento importante no espectro de massa destas substancias en -
volve: o anel A, oriundo de um deslocamento compensado de eletrons
com rearranjo de hidrogénio (XXIX), cujo mecanismo de formagio ainda

nao fol esclarecido. A Tabela 18 relaciona-alguns exemplos.
Tabela 180 v

Espectros de massa de 3-hidroxiflavonas.

. 0 A H
,/Ili!l ‘ IIIIIFTH — ~ | +
+ 0 ' ' 3 c=0

0% CE.'-ES
XXVIII XXIX

Flavona | XXVIII 4 XXIX % Ref.
3=hidroxi-5,7-dimetoxi | " 105 60 181 10 |38]
3,5-dihidroxi-7-metoxi ‘ 105 90 167 1L |38
393'yl4'y5,7-pentahidroxi : 127 17 153 12 [38]
343'455T-tetrahidroxi-4'-metoxi 151 11 153 14 |38
34l1745,7-tetrahidroxi-3 'metoxi 151 7 153 8 |L1|
393'414"y5,6,7-hexahidroxi _. o137 12 169 - |43]
2k |L2|

2'y3-dihidroxi 121 e/ou 121

.
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Merece atengdo especial a 2',3-dihidroxiflavona relacionada
na Tabela 18. Lsta substancia aprysénta um plco significative em m/e
121 (24%) que corresponde ao fragmento tipo XXVIII sustentandc um gru
po OH e/ou ao fragmento tipo XXIX {Quadro 8). Alem disto, curiosamen
te o espectro de massa desta substancia apresenta o pico base.em
M-17, m/e 237 (100%), revelando portanto a facilicade de interaco de
oxi-grupos em 2' e 3. Pelter e Stainton |42]| deuteraram esté subs -

tancia e registraram o espectro de massa do produto (Quadro 7).

Quadro 7.
m/e Relag3o
254 L5
255 508 |
100
- 255 - 502
'256 70

.

Considera~-se que a probabilidade de deuteragfio das duas hi-

a

droxilas & idéntica.
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0 Quadro 8 mostra os caminhos principais de fragmentagio da
substancia. Nele incluimos as du’ 3 interpreagles estruturais possi -
vels para o ion m/e 121. Pelter e Stainton |42] n3o mencionarazm a al
ternativa estrutural déste fragmento que envolve o anel B. Tentaram,
outrossim, consubstanciar as propostas que figuram acérca da estrﬁtg
ra dos fragmentos. Para tanto, deuteraram a 2',3—dihidroxiflavoha. 0

espectro de massa do produto indicou tratar-se de uma mistura de L

substincias. A cdmposigao da mistura fica relacionada no Quadro 7.

A segunda coluna do Quadrq‘9 indica as estruturas dos frag -
mentos propostos pelos autores ingleses. & intensidade dos picos
m/e 121/122 de fato respeita a relagdo 22,5 + 25/25 + 35, o que consi
deraram prova da exatiddo de sua proposta. Desejamos chamar a aten-
¢80, no entanto, para o fato registrado na coluna 3 déste Quadro 9. &
igualmente.possivel construir um argumento analogo, envolvendo frag -

mento oriundo do anel B, nos moldes sugeridos por Audier |38].
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Quadro 8

Caminhos principais de fragmentagdo da 2',3-dihidroxiilavcna
no espectrometro de massa. .?H
m* 221,3 '——V.OH
H O\
R . OH
g H | OH
MY 254(82%) ut Bsly

n/e 253 (87%) n/e 225 (L4%) n/e 226 . (2%)
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Quadro 9
Interpretagdo do espectro de massa da 2',3-dihidroxziflavona
deuteréda. Suple-se que a probabilidade de deuterag¢ao doz 2

grupos OH seja a mesma.

o OR
m/e 121 n/2 121
22,5 . 22,5
GL
-G L (=
¢=0 Eé"
CH
m/e 122 n/e 121
25 25
0
- G L IS
+ .0 v
c53 02 oD
n/e 121 r/e 122
25 25
. 0 N
- _* B;C
¢=o oD
n/e 122 n/e 122
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Com base nestes dados a relagdo 79:100 calculada para picos

em m/e 121:122 & tambem satisfeita. Em face disto, os resultadcs expe
rimentals apresentados por Pelter e Stainton |[l.| nfo eliminam a POS—
sibilidade de contribuicdo do fragmento que envolve o anel B, formulg
do no Quadro 9. Portanto, a atribuigZo estrutural de Audier 128 =a

5
”~» » . » ‘
este fragmento & mito razoavel.

A observagdo déstes fatos experimentais permitiu-nos averi -
guar q‘comportamento de substancias analogas contendo um grupo OCHB
em vez de um grupo OH em C-3. O trabalho descrito por Bowlie e Came-
ron |43| foi dedicado a &ste tipo de substincia. Os auteres discutem
.os espectros de 13 substincias que sustentam grupo OCHS no atomo d
carbono 3 e chamam atengdo para a importéacia do espectro de massa pa
ra fins de determinacdo estrutural. Em resumo, os referidos pesquisa
dores concluiram que: | |

l. & eliminag8o de 43 unidades de massa do ion molecular & com-
pativel com a existéncia de grupo OCHz no atomo de carbono
5y M~CH3CO. 4 quercetagetina, 3,3',4',5,6,7-hexahidroxifla-

vona revela pico em M-HCO com abundincia relativa 8%.

2e A natureza do grupo localizado no atomo de carbono 6 pode

ser deduzida.

- 3. A ocorréncla de fragmentagdo retro-Diels~Alder pode ser de-
duzida da andlige dos espectros registrados, embora os picos

correspondentes sejam de baixa intensidade.

Bowle e Cameron |43| atribuem a formagdo do pico em M-L3 a-

través da expulsdo dos elementos do radical acetil por um processo

.que envolve uma sO© etapa. Parece-nos que esta proposigfo baseocu-se
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‘fundamentalmente na existéncia de "picos metaestaveis". -Até muito
recentemente, a presenga de um "pico metaestavel", definindo um ca -
minho .de fragmentaggo m—m, era aceito como uma evidéncia que
o fragmento neutro ou radicalar scria eliminado numa so etapa. Intre
tanto, Jennings em 1966 |lLl| verificou a presenga de um "pico metaes
tavel® em m/e 16,8 no espectro de massa do tolueno, que corresponde

a transigdo:
| CLH,

(o7l — > [osm]”
m* 16,8

m/e 91 n/e 39

2
Calculado: m* = _Sggg_. = 16,7

Como esperado, foi estabeiecido experimentalmente ﬁue CzH3
corresponde d perda consecutiva de duas moleculas de acetileno
(Col, + CoIL). A téenica utilizada no trabalho de comprovagdo en-
volveu observagdo dos vhrios “picos metaestaveis" possiveis nudando
a voltagem de aceleragdo 45|+ Exemplos adicionais de processos que
envolvem 2 etapas e com transigOes caracterizadas por "picos mctaes-
taveis s3o registrados por Budzikiewicz, Djerassi e Williams [LE]. B
evidente, que em alguns casos pode ocorrer a expulszo de dois grupocs
por um processo simultdneo mas n3o necessiriamente como una so6 enti-
dade, sendo possivel também admitir a eliminag¢3o de um grupo e logo
a seguir o outro.

Em face do exposto, @ tambem viadvel que o pico M-L3 possa
originar-se de duas transig¢des consecutivas Que envolvem a expul -
s3o de CHy (M-15) e C=0 (1-28) e/ou de C=0 (M-28) o Gz (M-15), con-

‘forme racionalizado mecanfsticamente no Quadro 10.
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Quadro 10,

Racionalizagdo mecanistica para a expulsio de C2£{30' no espeg

tro de massa de 3-metoxiflavonas.

- C,H30
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Portanto, a decis3o sObre os provaveis caminhos de {rajmen-
tagB0 necessita de dados experimentals menos discutivels, atravis da
utilizagdo de isotopos do carbono e/ou do oxiglio, 0 que exlgiria
a sintese de substincias apropriadas. Assim, por exemplo, a sintese
a . : - ONET lﬂc na posicao 4 pode
de uma substancia que conduza s localizacgao de posig poag

H

ra fornecer as informagSes desejadas (guadro 10).

Embora. Bowie e Cameron |43] nZo comentam a  possibilidade
de formagido de ion fragmentario tipo XXVIII, pode-se constatar a sua
provavel ocorréncia através da analise dos espectros publicados (Ta-

bela 19) por aquéles autores. Ista dedugdo & corrchoradg pela anali

se dos espectros de massa das substé:. ..s isoladas da Apuleis lelo -
carpa, substancias 11 a 19 (Tahela 19). Zvidentemente, @ possivel
formular-~se mais gue um caminho que conduz aos lons fragmentarios re

feridos.
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‘Tabela 16, ,
Fragmentos”avenvolvendc o anel B de 3-metoxiflavonas no es-

trdmetro de massa. Reglstra-se tambem a abundancia relativa
dos plcos em M-L43. ‘

M-43 XXVIII -
Flavona | m/e % | wie ‘ b
1. 4',5,7-trihidroxi-3,3"',6~-trimetoxi 317 21 151 iz
2+ 3'45,6-trihidroxi-3,4',7-trimetoxi 317 16 151 7
3e U'y5,T-trietoxi~3,3" ,6~trimetoxi : LOL 8 179 10
L. 3',5,6=-trietoxi-3,4',7-trimetoxi . Lol 8 179 6
5. U4'y5,7-trideuteroxi~3,3',6-trimetoxi 320 a 152 17
(mistura de ndo deuterado, mono, di e tri- .

deuterado). . . %19 12 151 4Ll

318 27 - -

317 28 - -

6. S=hidroxi-3,3',4',6,7-pentametoxi . 3L5 15 165 39
Te 3,3',4',5,6,7T-hexametoxi 259 5 165 15
8. S5-hidroxi-3',6-dietoxi-3,4"',7-trinetoxi 373 c 179 12
9. Li',5,7-triacetoxi-3,3"' ,6-tr metoxi b3 e 1510 9
10. 3',5,6~triacetoxi-3,4',7~trimetoxi LL3 c 151 g
1k. 3',5-dihidroxi-Z,4',7-trimetoxi (AL-18) 301 45 151 7
12. 2',5,5'-trihidroxi-3,4',7-trimetoxi (4L-12) 327 23 1679 26
13. 2',3',5-trihidroxi-3,L",7-trimetoxi (AL-194) 317 20 167¢ 14
1, 2',5'-dihidroxi-3,4',5,7-tetrametoxi(4AL-15) 331 12 167 13
15, 2',3',5,6-tetrahidroxi-3,4',7-trimetoxi(Al-1}) 333 9 167 5
16. 2',5,5'-trihidroxi-3,4',6, 7-tetrametoxi(Al~13) 347 & 167 31
17. 3',5,6-trihidroxi-3,4',5',7~tetrametoxil~16) 347 10 131 6
18, 2',5'-dihidroxi-3,l',5,6,7-pentametoxi(al-11) 361 5167 51
19. 3',6-dihidroxi-3,4',5,5"',7-pentametoxi (AL-19B)361 L 181 5

ae 0 produto trideuterado apresenta jon molecular com gbundincia rela-
tiva de apenas 16%. .

be O pico em m/e 151 pode originar-se apdos a expulsao de ceteno.

¢e Os respectivos valores ndo foram registradose

d. Fragmento envolvendo o anel A através de reagac retro-Diels-Alder
fornece também m/e 167.



- 60 -

A influéneia de grupo localizado no atomo de carbono & do eg
queleto flavdnico, ja notads por iowie e Cameron, & substanciadas pela
analise dos espectros de massa dos constituintes naturais e seus de=-

rivados da Apuleia leiocarpa (Tabela 20).

Tabela 20.

Comportamento de 3-metoxiflavonas que sustentam fungdo oxige

$

nada em C-6 no espectrdmetro de massa,

substincia| M* 1 7 | Ror | Ry I Bs | Bs | Rg lM—% %

AL~-11 o4 98 OH H Me OH Me 389 100
AL-19B Lo 100 H OH Me OMe K LG3 L3
AL-11Me bzz L6 OMe 'H Me OMe Me 417 100
AL-13 - 390 100 OH H H OH Me 375 3l
AL-16 390 100 H OH H. OMe H 389 33

b

AL-1L 376 100 OH ~ OH *H H 375 23
Al-1lMe Y4 Lz OMe OMe Me H Me L7 100

AL-1/DFM 540 100 O~.~0 H H H 559 z2
_g-55F

- Portanto, & licito atribuir valer diagnbstico a perda de
Ry diante destas observagles experimentais.
A fragmentagdo tipo retro-Diels-Alder tem sido demonstrado

ocorrer, embora os fragmentos correspondentes sejam representados

por picos que aparegém com pequena intensidade relativa IHZ,QEI.



- 61 -

E previsivel que o ion formado com a expulsao de Ré poss& sQ
frer fragmentagdo que envolve o ..el hetercciclico. FPropomos a racio-
nalizagdo mecanistica apresentadz no Quadro 11 para justificar &ste
processo fragmentario. Evidenter2nte, tambem o ion resultante pode

sofrer posterior fragmentagao, expulsdo de CO por exemplo(Quadrc 11).

*

Quadro 1ll.
0 co o
. OKI —t 7
-—* ap—
Cc=0 c=
XXX ~

4 Tabela 2) demonstra que 8ste cawlnho de fragmeintagao ¢ ra-

zoével,embora o) nﬁmerc de exemplos citados seja reduzlids.

Tabela 21.

Espectros de massa de flavonas oxigenadas em C-6.

| XK | XXI

Flavona Aj?/e o % we %

1. 4,5,7~trihidroxi-3,3",6~trimetoxi 167 L 139 2
2a 3',5,6-trihidroxi-3,4",7~trimetoxi W1 2 153 2
%, S-hidroxi-3,3',4',6,7-pentametoxi 181 12 153 -
L. 3,3%,4',5,6,7~hexametoxi 195 9 167 16
5. 5-hidroxi-3',6-distoxi-2,4',7-trimetoxi 181 11 153 15
6. 2',5'=dihidroxi-%,4',5,6,7-pentametoxi (AL-11) 195 13 167 51

7. 2',5,5'-trihidroxi-3,41,6,7-tetranetoxi (AL-13) W1 15 153 1%

Ba 21,3',5,6-tetranidroxi-3,4',T-trimetoxi (AL:14) 181 6+ 153 8
9+ 3',5,6=trihidroxi-3,4',5"yT~tetranetaxi (AL-16) 181 6 193 -
10. 2',3,4',5,5',6,7-heptapetoxi (AL-11Me) 195 6 167 13
13e 21,3,3',41 ,5,6,7-heptametoxi (AL-1le) 195 8 167 12
12. 3',6-dihidroxi-3,41,5,5' ,T-pentanctoxi (AL-19B) Wl 5 153 5
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A presenga de plcos correspondentes a tais fragmenbtos corro-
boram com a dedugdo da existéncia de grupo Rg em substéncia flavonica
6-oxigenada.

Finalmente, as flavonas que sustentam fungao oxigenada  nas
posigBes 2' e 3 revelam tipico comportamento nc espectrdmetro de mas-
sa. Pelter e Stainton |42| chamam atengdo para a influéncia de wm

grupo hidroxila localizadc em 2' na 2',3-dihidroxiflavona (Tabela 18,

Quadro 8),fque revela o pico base em M-17.

As subst8ncias flavonoldicas isoladas da Apuleia leiocarpa
permitiram ampliar esta dedugdo, Jja que estas substéncia§ sustentam
grupo metoxila em C-3 e grupo hidroxila em 2'. Destas substéncias p+
parou-se também derivados 2',3-dimetoxilados. A analise dos espec -
tros de massa destas subsfﬁncias e de seus derivados revelou a nitida
4nfluBneia de tais gruposn no processo fragmentativo, tornando pos -
sivel utilizar o espectro de massa para fins de determinagao relativa

dos grupos localizados em 2' e 3 (Quadro 12).

Quadro 12.

Comportamento de flavonas 2',3-dioxigenadas no espectrome -

tro de massae.




& provavel que mesmo o grupo CHS possa rearranjar pera for -

nmar estrutura mais estavel, conforme representa-se no Quad>o 12. ke
lias, a possibilidade de rearranjn de grupamento metila fol demor:s -
trada recentemente por Bowie e ccl. |{47|. A £8rca propulsora péra
tal rearranjo envolve a estabilidade do ion fragmentario déle resul-
tante. !

A Tabela 22 demonstra a importancia d8stes fragmentos nas

flavonas 2',3-dioxigenadasem contrapcsigio com aquelas que n3o susten

tam fungdo oxigenada em 2'.

A

Plcos em M-17 e/ou M-31 dos constituintes flavdnicos isola -

dos de Apuleia lelocarpa.

substdneia M+ | % |Byy |Bzy |Bg (R, |Rg 1M-17) R 31

AL-11 oL 98 o H Me OH OMe 387 5. 373 59
AL-19B Loy 100 H OH Me OMe OH 387 10 373 . 9
AL-11Me W32 L6 OMe H Me OMe OMe = - 401 65
- AL-13 390 100 OH H H: OH: OMe 373 25 359 L9
AL-12 360 100 OH H H OH H 33 58 329 88
AL-15 374 82 O0H H Me OH 'H 357 87 343 100
AL-12Mg oz 53 OMe H Me OMe H - - 371 100
AL-16 390 100 H - 0H H OMe OH 373 6 359 15
AL-1U 376 100 OH OH H H OH 359 36 345 16
AL-1Me L2 42 OMe OMe Me H '~ OMo -~ - L01 58
AL-14DFM 540 100 0O 0 H H OH 523 2 509 L
AL-194 360 100 OH ©OH H H H 343 52 329 32
AI-18 By 100 H OH H Jii H 327 7 331 5
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Herece tambem destaque especial o derivado obtido da reagio

da AL-1l4 com diclorodifenilmetan. (AL-1LDFM), XXAII.

LXIT

A}

Comparagao do espectro de massa déste derivedc com o da subg
- téncia original (AL-1}) demonstra claramente a radugdo Ga intensida-
de relativa dos picos em M-1l7 e M-31l. Assim, enquanto a AL-1ll revela
N-1T7 com 367 e M-31 com 16%, os picos correspondentes na AL-1UDFM apa
recem com abundincia relativa de 2% e L%, respectivamente. Esta difi-
culdsde de expulsio de radical OH e/ou OMe revela a influlncia das

fungOes oxigenadas nas posigdes 2',3 nos processos de fragmentagaoc.

Alem disto, o espectro de massa desta substdncia revela pico
significativo em m/e 358, m/e 182 e m/e 183%. Os fragmentos corres -
pondentes podem ser formulados através do deslocamento compensado de
elé%rons com rearranjo e sem rearranjo de hidrogénio conforme se de—l

monstra no capltulo de determinagi@o estrutural.

5. Isoflavonas.
As isoflavonas comportam-se de maneira ankloga a&s flavo-
nas. Os fragmentos principais que comparecem nd espectro de massa

das isoflavonas resultam da fragmentagdo envolvendo deslocamento com-
bensado de eletrons.‘Conseqﬂentemente, pode-se estabelecer a distri -
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'buigéo das funcgdes oxigenadés nos aneis A4 e B. Evidentemente, as in-
fluénecias eletrdmicas de grupos cubstituintes aqui também entrem em
evidéncia. |

As diferencas principais que podem ser constatadas nos espec
tros das isoflavonas em relagdo as flavonas sZo relacionados a seguir
138,391 :

2. 0 pleo ¥m M-28 & significativamente menos intensc.

!

b. 0 pico em m/e M§é§ n&o comparece.
c. a existdneia de pico significativo em }/2.

d. a ocorréncia de pico significativo em M-1.

A formag@o de fragmento ionico de massa M-1 pcde ser formu-
lada como envolvendo o grupo C=0 pirdnico e um &tomo de E em 2! (qu
dro 13, R=H). Evidentemente, a existéncia de grupo OH em C-=6 pode

tambem contribuir para a formagio de M-l (Quadro 1%).

Quadro 13.
Caminhos principais de fragmentacaoc de isoflavonszs oxigena-

. das em C-6.
ol

"
}
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Com base no Quadro 13, ¢ previsivel que a existéncia de gru
po OH ou OCHB na posig3o 2' pode favorecer o aparecimento de pico en
M-17 ou M-31.

Le fato, em trabalho anterior [48]|, constatou-se que as isg
flavonas 2'-metoxiladas de Pterodon Qubeggegg(revelam a eliminagéo’
de radical meﬁoxila (OMe) de maneira significativa (gQuadro 13,R=OCE§.
Tabela 23)., Independentemente, Campbell e colaboradores 49| tambem

chamaram ateng3o para esta fragmentagio (Tabela 23).

Tabela 23.
Influéneia da substituigdo em 2' no espectro de massa de
isoflavonas.
Isoflavona Mty 4 M-l % Al S |Ref.
2'y6,7-trimetoxi-l',5"-metileno-
dioxi . o 356 92 355 - 325 100 L8]
2',3%,4',6,T-pentametoxi 372 100 371 - zZL1 70 |48]
2',1'45',6,T-pentametoxi 372 100 371 - 341 56 |49
Lt'y5',6,T-tetrametoxi : 342 100 341 7 311 2 |L49]
24,6,7-trimetoxi 312 100 311 - 281 69 (49|
€,7-dimetoxi 282 100 281 100 251 7 |ho}
5y7-dihidroxi-2',4',5,6-tetrame- - ,
toxi 374 100 373 6 343 17 |3L]
2,34, 141,61, T-pentametoxi 372 100 371 - 341 90 50|

Portanto, parece licito atribuir valor diagnbstico a éstes
dados. 4 nossa formulagdo '(XXXIV) para o ion M-31 & uma estrutu-

ra candnica da formulagdo proposta por Campbell e colaboradores |L49|,
XXXIII, .
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6. Flavancnas e Chalconas.
Os cspectros de massa de substancias destas duas classes
s8o0 qualitativamente idénticos, conforme revela a comparagio dos es-

pectros da flavanona (XXXVI) |4C| e da chalcona {(XXXVII) [38].

Bstes dados sBo favoraveis a existéneiz de um equilibrio,
entre as duas substdncias ionizadas, o que & muito razoavel. Com is-
to, ndo e possivel distinguif uma chalcona de uma flavanona, substadp
cias is6meras, com base soOmente no espectro de massa. intretanto,
un simples espectro u.ve permitira a disting3c entre duas substin -

cias destas classes. .

) -

O
XXXV
e ko n/e 7
22y, 79 22l 100
147 69 L7 30
121 27 ‘ 121 41
120 100 ) 120 63
oL L2 ' 104 39

103 25 : 103 25

Pode-se, entretanté, constatar dos dados figurados acima
(m/e 120 e m/e 10L4) que a fragmentagdo envolvendo deslocamento com-
pensado de eletrons assume malor importancia nas flgvanonas e chal-
conas do que no caso das flavonas e isoflavohas. Em face da possibl

.lidade do equillbrio referida, podefsé Justificar esta maior faci-
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‘lidade ce fragmentagBo pois, as flavanonas apresentem o ancl hetero-
ciclico com uma ligagdo simples (2—63 que facilita a rupiura 03~C=O.
As flavonas e isoflavonas apresentam um sistec .z carbonilico az,B-in-

saturado, o que dificulta a ruptura da ligagso =C3sCO.

Esta fragmentag¢do, em conjunto com o péso correspondente ac
esqueleto, permite distinguir estas substincias dos demais diarilpro=-

panoildes e permite localizacdo de substituites ncs aneis A e B.

O Quadro 14 resume os caminhos principais de fragmentaddo
de flavanonas e chalconas. 4 forma enolica da flavanona favorece as

fragmentagOes que envolvem a expulsio de H* e Cglz* ou seu e-

quivalente subs'tituido. Lvidentemente, esta fragmenuugao revela-~-se
extremamamente 1til em analise estrutural, conforme demonstra a Tabe
la 24.

Constata~-se (Tabela 2l}) que as flavanonas e chalconas reve-
lau picos intensos, n2o raro o pico base, na regifio correspondente

aos fragmentos devido ao deslocamento compensado de eletrons.

As 3-hidroxiflavanonas (flavanonois) revelam espectrc de
massa com felgdo que pode permitir disting3o de uma flavanona isdme-
ra que nao poséue-grupo OH em 3. Mesmo que tais substéncias apresen
tam fragmehfagéo que ocorre nas flavanonas sem oxigenagio en C-3, cong
tata-se a presenga de outros picos correspondentes a fragmentos di-

versos {Quadro 15, Tabela 25).

Vale salientar, que um fragmento do tipo XXXVIII praticamen
te ndo comparece no espectro das 3=hidroxiflavanonas, enquanto o ti-
po XLIII pode assumir feigao importante (Tabela 25). & provavel
.que o fragmento XXXVIII esteja dependente da enolizag@o(Quadro 14 )
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Quadro 14.

Caminhos prinecipais de fragmentaczc de flavanoiias.

XL XLI KLXIX
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Quadro 15.

Caminhos principails de fragmentag¢zo de F-hidroxi-flavanonas
no espectrdmetro de massa.




Flavanona Mt | 3| M-l % |XXXVIIT| % | XXXIX | # | XL % | XLI| % | Ref.
ly'emetoxi 25, 43 253 30 147 i 121 30 120 L4 134 100 L1
547-dihidroxi 256 a 25 a 179 52 153 . 16 152 47 104 15 38
5y7~-dimetoxi 284 51 283 9 207 14 181 1y 180 100 104 6 Ui
S5=hidroxi-7-me- - ' : '

toxd 270 a 269 a 193 95 167 12 166 100 104 12 38
Lt,5,7-trihidro | a

xi 272 'a 271 a 179 18 153 87 152 -3%0 120 100 38
3',14'37-131’]'.]"15. - .

droxi 272 52 271 a 163 15 137 100 136 55 136 55 51
Chalcona 7
2'-hidroxi 210 a 239 a 163 100 - 137 59 136 57 1oL 4O 38
lj-metoxi 25l a. 253 a 147 0o 121 €0 120 3 134 100 38
L li'-@ihidroxi 256 67 255 39 163 26 137 63 136 - 120 29 51
3,0y, ~trihidro- '

%i 272 67 271 14 163 37 137 100 136 L3 136 L3 51

e

A

-~ < A . .
a. 0 trabalho consultado ndo registra as abundancias respectivas.

*i12 eT8qEy

*SQUOCUBABTI 6D BSEBW 8P oXjvedsy
-[L-



Tabela 25,

Espectro de massa de 3-hidroxiflavanonas.

Flavanona vt | 2 |1 | 4 M;29l A ‘XXXVIII % |lxxix | 4

34597=trihidro -

xi-l}'-metoxi 302 75 301 26 273 3 195 - 153 65

3,3',&',5,7-pen—

tahidroxi 304 L0 303 - 275 L9 195 L4 153 100
3,5-dihidroxi-7- '

~metoxi-8-%,%-a1 .

metilalila 35, 100 353 3 225 18 277 - 235 25

Tabela 25. (Continuagao)

Flavanona | XL l % ! XLI I % l XLII! % iXLIIIf 4 l Ref .

345y 7T=trihidro -
xi-L '-metoxi 152 . 12 15 89 121 12 137 100 |41}

393" 314" 45,7-pen-
tahidroxi 152 L0 152 10 123 76 137 - I58‘

345=-dihidroxi-7-
-metoxi-8-¥,8-4di - ‘
metilalila 234 7 120 12 91 a 219 51 |34

a. nao registrado na literatura.
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Uma

Q" 13

€ a presenga de um grupo Ol em C-3 dificulte esta tautomerizag
transformag@o quimica semelhante & a encliza¢Zo Ge cetonas em relo
acido. Apos a introdug3o de um Ltomo de bromo, por exemplo, no 2Lcio
de carbono « em uma cetona, em meio aecido, torna a introducio de wme’

um bromo no mesmo atomo de carbono mais difieil.

7. Isoflavanonas.

As isoflavanonas apresentam espectros de massa bastante sime
- ples. Evidentemente, o pico correspondente a0 fragmento tipo XKXVIII,
freqllente em flavanonas; nio comparece_no espectro das 1isoflavanonas
Ja que o grupo fenila e sustentato pelo atomo de carbono 3.

A fragmentagdo com deslocamento compensado de eletrons no
anel heterociclico & o processo predominante tambem nesta classe de
substidnecias (Quadro 16; Tabela 26). A distribuiggo dos grupos substi-
tuintes nos aneis A e B torna-se. portanto tarefa relativamente fa-
cil, atraves do reconhecimento de ions fragmentarios do tipo  XXXIX,
XL e XLI.

Quadro 16.

Caminhos principais de fragmentacao de isoflavanonas no es-
pectrometro de massa. O <

SelN

M
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" Tabela 26.

Zspectros. de massa de isoflavanonas.

1 1

Isoflavanonas MY | % |XxXIX 2 % } AL l A <}KLI 1_% Ref.
T-we toxi 254k a 151 2z 150 1oc 1o 17 {38
L', 7-dimetoxi 284 a 151 12 150 5 134 100 |38
21,31,41, T-tetrame
toxi zhh 62 151 16 150  a 194 100 |51
21,3',41,6",7-pen~ |
tametoxi 374 29 151 2% 150 15 224 100 |50]

a. A literatura ndo registra as intensidades relativas

O ntmero de substancias referidas na Tevela 26 & reduzido ,

mesmo assim & evidente a influéncia do numero Ge fungdes oxigenadas

na abundincia relativa dos fragmentos resultantes ca fragmeatagao
por deslocamento compensado ¢e eletrons. .

8. Flavanos e Isoflavanos.

As substancias pertencentes a estas duas classes de dia-
rilpropanoides, inecluindo-se 3;hidroxi, Le-hidroxi e 3,L-Gihddroxi, de
rivados, tambem revelam a fragmentagdo por deslocaieato coupenszdo de
eldtrons (retro-Diels-alder) como processo dominante no eSpectréme—
tro de massa (Quadro 17, Tabela 27). ZIntretanto, o valor da  massa
das substincias basicas (Quadro 3) e difercnte daguele das flavano -
nas, isoflavanonas e chalconas. Dal porque, mesmo com inclusio dos
grupos substituintes mais comuns nas substircias de origem rnotural
havera possibilidade de distinga@o entre estas e aquelas classes de

‘substancias (Quadro L).
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‘Quadro 17.

“régmentag

s
A

dos flaveanos e isoflava-

ao

Caminhos prineipais de

nos espectrimetro de massa.

ITTATY

Zn
.




Tabela 27.

Espectros de massa de flavanos e isoflavanos.

3 137 L 224

Flavano ] Mt | % \ )CLIV}_ % lrxm; % } XLVI| %
L',5,7~trimetoxi 300 95 166 36 167 7 13k 100
Li-hidroxi 226 2l 122 52 123 5 104 100
Li-hidroxi-li'metoxi 7 256 22 122 6 123 - 13 100
Isoflavéno
T-metoxi 2o 82 136 100 137 5 10k Lo
L',7-dimetoxi 270 30 136 - 137 - 2l 100
2'shidroxi-4t,7-dimetoxi 286 L1 13¢ - 137 84 150 100
2'<hidroxi-L',5'-metile-
nodioxi-7-metoxi 300 41 136 - 137 57 164 100
3',7-dihidroxi-2',4'-di- |
- metoxi 302 T2 122 - 123 ° - 180 100
21',3',4',T-tetranetoxi 330 62 136 10 137 -~ 194 100
3,0-dihidroxi-l',5"'-meti
lenodioxi-2's7-dimetoxi  3U6 3 152 L 153 18 194 100
L' y7-dihidroxi-2',3',6-txl |
metoxi : 332 100 122 - 123 - 210 88
21,31,14' ,7-tetrametoxi 330 - 136 - 137 - 1S4 100 |
2',3",4',6",7-pengame~- o
toxi v 360 8L 136 100




 Tabela 27. (Continuagdo) -

Flavano !XLVII { % lXLVIII % l XLIX‘{ % | Refa
L'y5,7-trimetoxi 179 7 121 33 133 - L1
L-~hidroxi 35 - 91 11 103 17 ux
L~hidroxi-l '-metoxi 135 21 121 23 133 - 3
Isoflavano L %
7-metoxi 149 20 91 10 103 3 38
L', 7-dimetoxi 49 10 121 1C 133 - 38
2'yhidroxi-4',7-dimetoxi 149 25 137 8L 149 25 Ll
2'-hidroxi-U',5'-metileno~ |
dioxi-T-metoxi 11,9 8 st 12 163 28 41
3',7=dihidroxi-2',4'~dime-
toxi ’ 135 - 167 30 179 - 51
2',3',4',7-tetrametoxi 149 20 181 23 193 - 51
3Zyl~dihidroxi-l' 45 '-metile= .
nodioxi-2',7-dimetoxi 181 - 165 8 193 - 0
L',7-dihidroxi=2',3',6'-tri
metoxi 135 - 197 498 209 - 50
21,31, T-tetrametoxi - 149 - 181 26 193 - 50
2! ,3‘ ,L‘.‘ ’6 t ,7-pent8me-
toxi 149 5 211 76 223 - 50




- 78 -
Cono se pode obscrvar do Quadro 17, a ruptura homolitica nos
flavenos ocorre preferencialmente entre o oxiglaio heterociclice 2 o
atomo de carbono 2, enquanto nas isoflawanos esta ruptura ocorre en-

tre os atomos de carbono 3 e l.

Sntretanto, estas rupturas homoliticés, favorecidas mesomeri

]

camente, podem originar fragmentos representados pela mesma massa nos
flavanos e isoflavanos (Quadro 17). A racionalizacic mecanistica lan-
cada aqui para Justificar os fragmentos XLVIII e XLIX originarios das
isoflavanos envolve um rearranjo de H do atomo de carbono 2 para o)
atomo de carbono 3. Z2ste processo & razohdvel 3k que o H abandona ume
posicao o em relagdo ao oxigénio. O radical formado &  estabilizado

mesomericamente pelos eletrons n3o compartilhados do oxigénioc.

Embora f£0sse previsivel a formagio do ion LI nos flavanos,

tal fragmentagdo ndc assume importancia nas 3 substdncias descritas.

9. Pterocarpanos.

Os pterocarpanoides (XXIII) apresentam a mesma formula
bésica das flavanonas, chalconas e isoflavanonas. Zntretanto, os pte
rocarpanos comportam-se no espectrSmetro de massa de maneira dife-
rente, sendo o pico correspdndente ao ion molécular quase sempre 0

plco base e o pico em M=l significativo. Alem disto, a fragmentacao
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por deslocamento compensado de eictrons deixa de ocorrer wm vista da
propria arquitotura molecular (Quadro 18) |41j.

Conforme se deduz do Quadro 1&, o espectro de massa de pulce-
rocarpanos nio permite assinalar sempre de mancirs isofismavel oL
grupos substituintes localizados nos aneis & e B |[5C|. Assim, por
exemplo, 3-metoxi-8,9-metilenodioxipterocarpano (pterocarpinal |42|
apresenta espectro de massa que & compativel com localizagao, no anel
A ou no anel B (Quadro 19), de um grupo metoxila.

Quadro 18. ‘

Caminhos principais de fragmentagdode pterocarpanos no es -

pectrdmetro de massa. )

0

&
O

Cglly
LIT
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Quadro 19.

Caminhos principais de fragmentag¢do: do 3-metoxi-3,9-meti=-

lenodioxipterocarpanc no espectrdmetro de massa.

) 7l é\
- |
q@

m/e 161 (9%)

.

AN . O
—$in
NO C
-

we 175 (7%)

f o
o i , ™
O ==
+

m/e 162 (15%

s

!

I i

n/e 175 (7% w/e 161 (9%) U8 (19%)
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sultante tem a mesma formula bisica CgHgC que ¢ :iuomento LII gue
envolve o anel 4 (Quadro 18).
Quadro 20.

Fragmentaczgo. envolvendo o anel % de oterccaruanos no es

pectrometro de massa.

-
R .\.\‘// \‘_/O,\
Poa L‘_i
o Uty i
™7 AN

R Oy,
G | 4
- S AL
LV v
~ R m/e %
OCH? 148 19

Por isto, & conveniente prevarar o derivedo isofl vAni-

(O3

co0, por hidrogenolise com H/Pd/10/C,e submeter tamben Zste & es-
pectrometria de massa. Sendo facil a distribuig§o GOs £runes subs
tituintes nos aneis A e B neste derivado, cornsa-se nossivel dedu-

zir a estrutura do pterocarpano.

10. Rotenonas e ll-oxopeltoginanos.
As rotenonas e ll-oxopeltoginanos(X4iV, fusdro 3) reve
lam a fragmentacdo tipo retro-Diels-Alder como o processc Irag cnsh-

rio mals importante (Quadro 21). Bste deslocamento compensado
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‘de eletrons conduz ao fragmento anvolvendo ¢ anel I (LVIL), rinres

ad /g o S5C8Nm=
tado pelo pico base no espectro de massa, eicessdo [oit

o st ey
ol d dimild

(LVI) que apresenta o pico correspoadente ac Tragucato LIX cocio pico

base.
Em face disto, & distribuiqdo de gruscc substitulntes eantre
e~ -~ - fond ‘
os anels 4 e B torna-se tirafa relotivamense Jhcili (Zh, 28, 32].

Juadro 21.. 100%
Caminhos priacipais de fragmentagdo 4o roiencics ¢ ili-cxo -

'y »
-peltoginanos no espectrometro de inasca.

-+
Rotenonas
|
v v WV
0 OH :3,

LVIII
1lL~oxopeltoginanos
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Fragmentagdo analoga & observada cm diarilprcpancideoz que
POssuem 0 mesmo esqueleto basico em Ci4s como 0s mopanois & os »cltogi

nols, ILXIe LXII respectivamente, que apresentam espectros qualicativa

mente idénticos e quantativamente diferentes |53].

-

11. Isoflaveonois (4-hidroxi-Z-fenilew:-=i:as).

Estas substéncias embora sejam iziisas das S-hidroxiflisg

s A ~ - - bl .
vonas comportam-se no espectrduetro de massca de miscira totalmente 1i

ferents |5 Alias, estas substincias diferem bicizoucnie de tédas
as outras que contém o anel heterociclico insatursce.

Pelter e col. |54| propSém a existéncia ¢c zrés  formes
tautomericos interconvertiveis para os iscoflavonois (uAL;L-MAIU;QKV),
envolvendo simples transposigzo do proton (prototropia). Zstes zuto -
res admitem que a estrutura LXIV é a principal responsivel pela frag~

nentag@o no espectrdmetro de massa e dal o comportamento semelhante g

-~
aquele apresentado pelass flavanonas.
E muito razoavel a hipGtese que a precca wa de uma  ligae-
~ ) . . . s 9 ~
gao dupla no anel pirdnico contribua para maior ¢stablilizagao meso
mérica do ion molecular. A4lém dlotO, estudo do espectro de massa do

produto (ILXIII) metilado e deuterado revelam a importincia do tautd-
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mero - LXIV na fragmentacdo que sofrem os isoflagvoneis. Com hese nes -
tes resultados experimentais dee—se comprovar que os isoflavonnis a-
presentam oS caminhos principals de fragmentacac representados o Qué
dro 22 (Tabela 28).

Tabela 28.

Espectros de massa de isoflavoncis.
li=hidroxi-3-fenil- . PR
cumarina ’ SOl LXVI | % LXVII| % E 'V.LII! %
5,7-dimetoxi 298 52 270 3 118 3 117 -
L'-hidroxi-5,7-
~dimetoxi 31, 100 286 3 134 12 133 -
5,7-dihidroxi 270 65 2Lz z ll8v 100 117 -
5,47-dihidroxi-

litmmetoxi. 300 15 272 - 8 100 147 -

Tabela 28. (Continuag3o)

u-hid?oxi-B-f@nil- XKAIX | % XL | % | wix | & Refle
gumaring i \ 4
5,7-dimetoxi 181 100 180 1L 105 n 5l
L'ehidroxi-5,7- ' '
-dimetoxi” 181 100 18 7 122 7 54
5,7-dihidroxi 153 L5 152 Lo 105 13 54
"5 ,7=dihidroxi- _
A -metoxi 153 8 152 - 135 2 s
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Quadro 22.

Caminhos prineipals de fragmentacgao de isoflavonois {l--Idro

xi-3-fenilcumarinas) no espectrdmetro de massa.

e
N
> ot
XL h
O%
i
LAVII

o= LXXIX
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A PLANTA E SEUS CUNSTITUIN



A PLANTA w SEUS CONSTITUINTES

A Apuleia leiocarpa(Vog.) Macbride (sinon.: A.nraecox

ot v O — i e S - e

Mart.)|55| & uma arvore da familia Legwninosae-Caesalpiniocidesze ,

tribu Cassieae Benth|56|. "Arvore grande,tronco com casca fing, as-

pera e alvo-acinzentada; ramos.novos, lenticelosos; rédmulos como  as
fdlhas novas e inflorescéneia ferrugineo-pubescentes;ESlhas cadu-
cas no inverno, pinadas com 9-12 foliolos slterios, oval-oblongados,
o terminal elipsoide ou obovalado, no verso pubirulios,na face gla-
bros,de ate 8 cm de comprimento e 3,4 em de laryura: paniculas axi
lares, curtas, surgindo juntamente com as novas i3lhas; f10res pe-

quenas, amarelas®.

(0
‘l

Em vista de sua vasta area de ocorréncis.cuc se estende

[{]

desde o Nordeste(Hstados da Paraiba e Pernambuco) atireves do Cen-

tro do Brasil até o Nordeste da Argentina,nzoc causa admiracgzo 2
diversidade de nomes triviais sob os quais & conhecids. sntre &s-
tes citam-se: Jutal, Garapa, Garapa Aharela e Grapiapunha. Ssu cerne

amarelado & muito apreciado para construcdes, pois possue notzvel
resisténcia ao tempo|58|. Wa Argentina & utilizada para fazer mb-

veis, interiores de caixJes de escritorios, pisos,marcos, postes te
legraficos ou de alambrado |55].

A deétacada resisténeis poderia decorrer da presenca de
substancias capazes de inibir o desenvolvimento de micro-organis-

mos e de fungos.0 estudo quimico da planta assume, assim, inclusive,
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A » ,
interesse pratico.
A arvore utilizada no presente estudo foi coletada nas

vizinhancas do Clube Municipal do Gama, no Distrito Federal. &

ger. O tronco foi separado em casca, albufno e cerne. Cada parte,
apbds convenientemente moida, foi extraida com benzeno em anare -
l1ho tipo Soxhlet. Manipulacao dos extratos permitiu isolar 12
substincias ‘que receberam os codigos Al~1l, AL-12, 8115 Al-1L, ALI5,
AL-16, A1-17, A1-18, A1~194, 3L-19B, 8L-52, AM-114 e identificacio da
AL-19 por cromatografia em camada delgada de silica comoroxiaia-

nina B, .

fouleia leiocarna

‘a, folhas

b, foliolo, vista central

¢, ramo de fldres

d, £1or

e, fruto esquemiticamente, mostrando a semente

e o embriso. .



CAPTTUTO TIT.

DETERMINAGEO ESTRUTURAL DE:

a. APULEINA (AL-1l) B 5-O-DASMETILAPULEINA (AL-13).
b. OXIAIANINA & (AI-12) B 5-O-MeTILOKIATANTI% (AI-15).
c. ATANINA (AL-13).

d. APULZTSIxA (AL-14).

e. APULAITRIVA (4L-16).

f« APULEIDINA (AL-194).

g+ APULEIRINA (48L-19R).

h. ﬁJIOCARPIwA (41=32).

i. B=-SITOSTUROL (AL-17).

jo (#)=PIVITOL (AM-114).



DETERMINACXO ESTRUTURAL

AL-11 e AL-1l3,

Espectrometria no i.v. (Fig. 1 e 2), no u.v. (Fig. 3 e L) ,
de r.m.n. (Fige 5 e 6) e de mussa (Fig. 7 e 8) reveloram a estreita
semelhanga entre as duas substiacias.

-

Os espectros i.v., tanto da 4L-11 (Fig. 2) como da AL-13
(Fige. 2), mostraram 2 presenca de grupos hidroxila, srupo carbonila,
>natureza aromética e sugeriram a preseaca de grupamentc ater (Taoe -
la 29).

Os espectros u.ve. (Fig. 3 e 4) confirparam a natureza aro-
matica e a presenga de grupos hidroxila,em face da modificag3o por
adigéé de hidfbxido de sbddio (Tabela 30). Os deslocamentocs batocrdmi
cos dos maximos dé absor¢do da AL-13 por adigio de tricloreto de aly
minio estavam de acdrdo com a preéenga de um OH em C-5 (Tabela 30).

O espectro de relens (Fize. 5) da AL-1l revelou a presenga

de 3 sinails, representando um proton cada um, aa reglfio corresponden

te a absorgi@o de protons aromaticos, 5 sinais simples corresponden -
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tes a © grupos metoxila,2 outros sinais atribuidos a 2 grupos &l

la e face da'comparagﬁo do espectro da substiicia original com o o

~r

acetato dela derivado (AL-1lAc). De fato, notou-se a substituigzo des

sinais em 2,00 e 4,55t por sinais em 7,68 e 7,70 T correspondentes acs

grupos acetila introduzidos (Fige 9,

Tabela 29.

Ospectros 1.ve da AL-11, AL-13 e seus c:erivados, en

4

Ve=o

Tabela

31).

.

e~ -l
Qxf._axgcza Te

Substincia N>OH,\’C-O Pirdnica| Ester Lronatico Zter

AL=11 3330 1620 - 1805-1550-1510, 1269-1277
1209.12l2 1476 1015-1164
AL-1lAc - 1640 1788 1617,1565,1717, 1208-1276
1208-1235 1401 1018-116C
AL-11Me - 1837 - 161,,,,7:71515, 1701-1283
lLSO 1004—4.169
AL-11Et - 1628 - 16C5,1556,151Y, 121C-1274
479 10268-110L7
AL-11Q4c - 1640 1778 1633,1615,1502, 1202-1297
1202-12Ly7  1515,1492 1021-117%
© AL-13% 71,58 1658 - 1631-1600,1563, 1218-1300
1218.1258 1508,1493 1028-115%
AL-1ZAc - - 1645 1773 1631,1582,1515 1 182-1726
1182-1266 1L.9% 1G26-1150

A analise do éspéctro de renene (Fige. 6) da AI-13 indiccu

tambem a presenga de 3 sinais, representando um proton cada wm, na

regido de absorgdo de protons erombticos, 3 sinals simples represen
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P o i 7y

“tando L grupos metoxila. Cs 3 sinais restantes -2,20, 2,12 ¢ 1,577,
foram atribuldos a protons hidroxilicos ja que no espectro do acstato
derivado (Fige. 10) 8les estdo ausentes e aparecem 7 sinais cem 7,22,

7,69 e 7,81ft,representando os grupos acetils intrcduzides(Tabela Zl).

-

Tabela 30. ' ,
Espectros u.v da 4L-11 e Al=13, em meio neutro e con aditi -
VOSe
AL- ll 3 mn ‘ 4631.1—13 ] nm
i i {
. MeOQE 1e0X 200X |y IE0HE ¢\ IHOI |\ BtOr
Aditivo >\ max >\ nozx >‘ max | X mom max {>\max
250 315 z3 2€C 305 350
- 21.L50 12,500 11.10C L40.100 15,950  20.65C
NaOH all 237 - (e Z6C -
| 23.500  14.400 - 39.500  7.200C -
NaOH+HCL 238 290 - 25 2ot _
22.200  12.L00 - %7.200 26.550 -
AcONa 250 315 %35 260 zZC5 350
21.450 12,400 11.100 4C.10C  15.95C  20.650
AcOTla+1lzB0 250 315 335 260 Z05 %50
21.450 12,400 11.100 [j0.10C  15.950  2C.650
AlClz 250 - 215 335 267 314 357
100 37.800 17.1CC 13,000

21.450 12.400 11,

]
Confirmacg3o adicional de gque o derivado acetiladc da 4l-11

[ 6]

(AL-11Ac) & um diacetato pdde ser obtida da analise aritmética do



ATabela 1.

Zgpectros de r.m.n. da al-11ly AL-17 e c.us derivados.

Solvente CDCI-..

Yes.ccamentor quimicos em unidades T .

3
Substéncia oH H-3" -6 H-8 OMe 0COle
AL-11 2,00 3,40 2477 3,26 6,00 -
11,55 6,05
6,09
6,12
6,15
Al-1l4c - 3,10 2,69 3,36 5,05 7,68
6,10 7,73
6,11
6,13
6.3L
4I~11QAc - 3,14 2,67 3416 5,08 7,54
6,08 7565
6,57 7,65
AL~13 -2,28 %437 257k 3,47 6,04 -
2413 6,04
467 6,07
Al-13Ac - 3,08 2,57 3,15 6,03 7,47
6,08 7,54
©,24
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‘seu espectro ¢ - massa (Fig. 11} apresentada no uadro 23. Lacionalizsg
¢lo mecanistica dus prineipals caminhos de fra_mentacdo dests substin
cla €& apresentada nc fuadre 2L.

" ’ . - . . - Ao e

Tambenm o especire Ze massa do derivado metilico (Fig. 12 re
vela tretar de um eter dimostilico. ;

Quadro 23. A
Analisc aritmetica do espectro de massa do derivedo Giacetba-

to da AL-11.

et oOn

T 88 - /e U5 e /e 103
54 7 i R
757 i 254 v 1005

}-L3(CHBCO <) a }_zr?_(cgzzczc;

L2(cH,=Cc=0)

t

PR

e

— m/e 1116 ‘L e/ LOb

hz(cH,=c=0)

L2 (CH,C=0)

pb—— 15 ( "CH:;)
15(°CH;) ?

: v . v
-L—*’ w/e L73% n/e 31 & m/e 539

58% 505 l.
li2( C.r;zz-“-‘-‘u-'-“-O J

1’ A
= n/e 429 . - /e 387

ol 51




Lspe trometria de macsa revelou ginda péso molecular LCL pa?
ra a AL—L‘ e 39C para AL-1%3 (Fig. 7 e 8), constatando-se uma diferen-~
gca de 1l unidades de uas:2 entre elas. Todos ésses dadocs em conjunte
perzitem deduzir as £oérmuias moleculares das 2 sucsusncias, ccnside -

rando o egqueleto basico ClSHiOOZ (Quadro 35

]

AL-11: 4Ol = 222 + (2 x 16) + (5 x 30)—+ 150,15 (01 5 (Oke) 5

AL“IB: 390 222 + (3 10) -+ (LL X jO)—"*“ 01502“’ (CL‘L)B(OLAL)’

Os dados fornecidos pelos espectros de r.m.u. das duas subs-
tancias solicitam um esqueleto fundamental coim iC posicgles disponi -
veis. Esta imposigdo, em conjunto com 0s espectiros u.v. ¢ 1.v.{L ban-
das entre 1625 - 1400 cu~l1 ¢ de massa permitiuvclassificar os dois
produtos naturais seja como waa flavona (LX), zeja comoe waa isoflavo

na (LXXI).

\ 3 I 3H
2 4’ 0 F
a \ | - 20H
‘ N
7 O EAAN
¢ _ 10R
. 3
i 05 I [i0Me i
LXK ) LXXT
AL-11, R=Me AL=11, R=le
AI-1%, R=H iL-1Z, &=L

A falta de banda entre 2,08 ¢ 2,27 T |2L,59| nos espectros

- - A . Y * .
de r.m.n. das duas substancias, como a auséncia de acido formico|60]

entre os produtos de degradagao alcalina da AL-1l excluiram umd €5 -



trususa isofl. 7dnica (Lail) oo quadro das possivilidades.

Comparacao dos espectros das duas substéncias e de seus derd
vados perultiram aindaz supdr que al~1ll e AL-13 poscuissem O @@csioc pa=
drzo de substituigdo, ser o esta Gltima o 5-U-desmetil derivedo éa
AT-11. Que o atomo de carwono S5 da AL-13 su;tenta wn grapo O, con-
firmou-se pela presencga de um sinal em campo baixo (~2,287T) no  seu
espectro de r.m.n. (Fig. 6 e Tabela 31). 4 forte ponte de hicrogé -
nio intramolecular em-hexanel e o efeito anisotropico de grupo ¢=0
Justificam a grande desprotegao d8ste proton hidrexilico. Ja um grupo
OH no C-3 dé origem a um sinsl em campo mels alic, em torno de Cy5 <
|21, Alem disto, sinal em 7,47 T no especiro Ge r.m.z. (Fig.10, Ta-
bela 31) do triacetato derivsdo da AL-13 (iL-134c) & atribuido a me-
tila de grupo acetoxi localizado em C=5 [251.

C espectro i.v. da A4L-13 (Fige. 2) corfirila 2015 wmd vez &
presenga de OH em C-5, ja que a banda de gbsorgao correspontente  ao
grupo C=0 aparece em 1660 cm-+. Bste valor coloca-se Tem na faixa
prevista para os 5-hidroxiflavonas, 1641-1672 cm=1 [10]. Lamben a
banda de absor¢do do C=C¢ da aL-11l, reszlstrada em 1620 c~t no seu es-
pectro i.v. (Fig. 1), localiza-se na faixa 16C8-1649 cm-+, caracteril
tica das S-metoxiflavonés. Eterificacdo de waa OX localizada no car-
bono 5 de uma flavona provoca assim um deslocamento da banda de absor
¢80 do C=0 para menor fregiténcia |10|. "Resultade concorcante com es-
ta alterag3o surge da comparac3do das absorgdes dos grupos C=0 das
substanclas naturais em foco. Se um grupo OX encontra-se em C-3 ocor

re deslocamento para maior freqiéncia. .
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Mais ma evidéncia pode ser citada para presen¢a de umn grupo
OH em C-5 da Al-13. O espectro i.v, 4o triacetato derivado (LI-1%ic,
Fig. 13) revela a banda de absorgdo da C=0 pirdpnica em 1629 em~+t
em comparagac com 1660 em~1 na substincia original. O deslocamento
para menor freqiiéncia constatado & compativef tambem com a presenga
do grupo OH em C-5 |10}, Aqul tambem acetilagdo de‘um grupo 3-0H pro

voca © deslocamentorda banda carboniliea para msior freqlénciz.

Que as duas substancias tém o mesmo padrdo de  substituico
confirmou-se definitivamente atraves de interconverc¢io por desmetila-
¢@o seletiva utilizando-se acido cloridrico aquoso a 20% |61| e meti-
lag80. Desmetilaglo seletiva da AL-1l forneceu AL-1% ¢ metilacads da
Al~11 e AL-13 originaram um mesmo produto derivado, LXXII(Quadro 25).

Quadro 25.
Trensformagdes quimicas com a AL-1l e AL-17.

T T 3n i O 3H
. O - mel 0% | ° 20H
— 20H > =
¢ 5 g
J_u.oz\ze

OMe © . J—hOMe T i Osu ©
AL-11 Al-13

tes SOQ '
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# ins abilidade das dues substdncias em meio alcalinc (Tg
bela 30) pode ser atribulda & presenga de sistemas pori-diOH
e/ou orto-diOH e/ou 3,4'-diOH |4|. A filtima possibilidade pdde  ser
eliminada em face da inslicragHo do espectro da AL-11 por adicdo de
tricloreto de aluminio (Tubela 30), resultada éste incompativel com
a existénecia de grupo OH na posicdo 3 e/ou 5. A hipotese de sistema
orto-diOH tambem fol eliminada pela inélteragéo dos espectros UeVe
das duas substancias por adigdo de AcONa+H3B03 L. Ocasionalmente
|5] o sistema 5,6-di0H ndo & revelado pela adigdo de AcONa+N3B93. Sua
presengé, no entanto, fica'excluida no caso presente, ja que a AL-ll
ndo possue grupo OH na posigZo 5. Diante destas conclusdes, devem as
substdncias conter um sistema pare-diOH. Para localizaglo de tal sis
tema so dispomos das posigdes 2' e 5' do anel B, surgindo, ascinm, as
estruturas parciais LXXIII e LXXIV para a AL-11l e¢ il-13 respectiva -

mente.

— 3H

— 1OMe
LXXIITI - AL-1ly R = Me
LXXIV . - 4L-13, R =H

Os sinais em 2,00-e 2,13 T (Tabela 31) que aparecem nos es-

pectros de r.men. da AL-1l e AL-13 (Figura 5 e Figura 6), respectiva-

mente, podem ser atribuidos aos protons dos grupos hidroxila localizg



«f

- P “' e
‘dos na posigar 2' das duas substancias e 0s valores de seus desloca-

mentos quimicos sugerem a presenga de uma ponte de hidrogénio intra-
molecular entre éste grupo e o oxigénio etérico do anel pirdnico

(ILXXV)

LXXV

Uma evidéncia adicional da existéncia do sistenma LIXV
pdde ser obtida do espectro i.v. da AL-11., Brigzgs e Colebrook |10}
propoden Justificafivas péra o comportamento espectral,o que se alu-
diu na pagina segundo o© qual S-hidroxiflavonas apresentam a  banda
de absorgdo correspondente ao estiramento C=0 em maior fregiicncia do
que S5-metoxiflavonas, baseada nas estruturas candnicas LXXVI, LiXVIe
e LXXVIb. '

LXXVIa

~ Para R=H ou Ac ©0s autores atribuem maior contribuiggo de
LXXVIb - para o hibrido, com absorgdo média caracteristica em 1653cas,
enquanto LXXVIa n&@o teria contribuig@o significativa.  Zntretanto,

para R=Me atribuem maior contribuigdc a LXXVIa com absorgio carboni
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lica média em 1629 em™l. 0s argumentos aprescntados sao satisfato -
rios, Ja que flavanonas ndo revelam esta "anomalia', comportando-se

como normalmente esperado. Isto e: metilagao e acetilagao de hidro-

xila em B de flavanonas produz aumento da frequéncia de absorgao
carbonilica. -
Com base nesta hipotese pode-se prever que a presenca de

uma ponte de hidrogénio entre 2'-0H e o oxigénlo heterocidico tornz
‘ria LXXVIb menor contribuinte, pois o par de elétrons ndo compart’ -
lhado do oxigénio pirdnico teria sua liberdade restringida. Dol por

que a C=0 da AL-11l absorve em freqiténcia t#o baixa, 162Q em~t.

Por outro lado, e tembem previsivel que a acetilagdo, meti-
lag8o e etilaglo de 2'0H conduza a absorgdo de C=0 pirdnica para
maior freqliéncia,ja que ocorre destruigdo da ponte de hidrogdnio e,
conseqlientemente, ocorreria uma maior contribuicdo de LXXVIb. De la-
to, tal comportamento & constatado nos espectros i.v. do acetato
(Fig. 14), do metilado (Fig. 15) e do-etilado de AL-11(Fig. 16), sen
do que as abgorgbes do grupo C=0 pir6nico nestes derivados ~aparecen
1629 cm=1, 1630 em-1 ¢ 1626 cm~l, respectivamente (Tabela 29). Uma
substdncia semelhante registrada na literatura |14| comporta-se de
maneira anéloga; conforme referido no capitulo de "revisfo: dedicado

d espectrometria no i.v..

Em face de argumentagao baseada em espectrometria no ileve
e de rem.ne., parece licito assim,'atribuir a existéncia de ponte hi-
drogéhio intraﬁolecular éntre 2'«0H & © oxigénio heterociclico.

Neste ponto, restava locallzar l grupos metoxila e 3 pro-

tons aromaticos ne AlL-1l1 e AL-13. Os espectros de r.m.n. das duas
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substancias re-elam 3 sinals simples na regifo correspondente a absor
¢30 de protons aromaticos (Fig. 5 e Fig. 6, Tabela 31) representendo

‘1 proton cada um. Conseqlentemente, os 3 protons correspondentesﬁnéo
sao qufmicamente equivaler.ies, além de n8o manterem relacdo orto e/ou
meta entre sl. Portanto, a localizagdo de . pelo menos 2 grupos OM?
no anel 4 e pelo menos um na posigd@o L' do anel B tornou-se evidente;
A comparaqap dos dois espectros de r.m.n. mostrou diferenca de posi-
gao significativa de um dos 3 sinais que passa de 3,26 T na AL-11
(em 5-OMe derivado) para 3,47< na AL-1l3 (em 5-CH derivado), Tabela
31. Tals valores numericos e comportamentos s&o caracteristicos de
H em C-8 de flavonas 5,6,7-trioxigenadas |25|, como Gemonstra a Tabe-

la 32.

Pode~-se constatar da Tabela 32 que sdmente o proton sustenta
do pelo carbono 8 sofre modificagdo significativa quando transforma -
-se S-hidroxi em 5S5-metoxiflavona. Assim, foi possivel ampliar as es -
truturas parciais da Al-1ll e AL-13, respéctivamente para LXXVII e
LXXVIII.

—~ Z2H

| 10Me

LXXVII R=Me
LiXVIII R=H
Os sinais em 2,77 e 2,74 (Tabela 31) para a AL-1l e 4L-13

respectivamente, s0 podem-corresponder a proton localizado em 6' com
a posigdo para livre de substituinte oxigenado. 4 introdugdo de um

grupo. metoxila em 3' ocasionaria um sumento da densidade eletrdnica
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Tabela 32.
Bspectros de rem.n. de flavonas penta, hexsa e heptaorizena-

das. Solvente CDCl3. Deslocamentos quimicos em unidades T .

-

Flavona 4 H-6 |H-8 {H-2'|H-6'|H-3' H—S'{ Ref. .
S=hidroxi-3,3',4',5',6,7~hexa~
metoxi : - 3,49 2,62 2,62 - - 1251
3,3%,U',5,5',6,T=-heptametoxi - 3,22 2,62 2,62 - - 125]
3'y5=-dihidroxi-3,4',7,8-tetra- .
metoxi ' 3,57 = 2520 2,19 =~ 3,60 |25]
S-hidroxiQB,B',u',7,8-pentame- |
toxi 3,58 - 2,19 2,12 - 2,97 |a5]
333" yli' 45,7,8-hexametoxi 3,54 - 2,10 2,11 - 2,9 [25]
3,U4'45,6,7-pentametoxi - 3,25 1,93 2,96 1251

343'=dihidroxi-l',5,647atetra- |
metoxi ‘ = 3,23 2,26 - 3,05 |16
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na posicdo 6' e, conseqfientemente, esta blindagem eletrdnica provoca-
ria um deslocamento diamagnético do sinal correspondente ao H em 6%,
Assim, deveria aparecer em torno de 3,0t . Bste ponto fica claro tam-

H

bem gomparando valores § Tabela 32.

-

Com base nos argumentos langados pdde-se localizar a metoxi-
la remanescente em ambas as substamcias apenas em 3 e estabelecer pro
posig¢3o estrutural da 2',5'-dihidroxi-3,4',5,6,7-pentacetoxiflavona
(LXXIX) para a AL-11'e da 2',5,5'=trihidroxi-3,4',6,7-tetrametoxifla=-
vona (LXXX) para a AlL-13. Ensaio de Gibbs (62|, negativo para 4L-11
e positivo para AL-13 (Fig. 17), corroboram tais proposbas indicando
que a posigdo 8 encontra-se livre de subgtituigfo na 5-O-desmetilapu-
leina (AL-13). Comparagdo da curva de Gibbs da al-1l e da 1,4-dihi -
droxixantona (Fig. 18) revela semelhanga, comprovando mals wma vez a

presenga de um sistema pgra-dihidroxi na AlL-ll.

Os espectros de massa da AL-11 e Al-13 corroboram &s proposi
cles IXXIX e LXxx (Fig. 7 e 8, Quadro 26). O pico em w/e 389 (M-15,
100%) no espectro da AL-11 e em m/e 375 (M-15, 34%) no espectro da

‘AI-13 estdo em acdordo com a existéncia de grupo metoxila na posigdo

6 1131 | .




Pare confirmagé@o das proposi¢Ces estruturais langadas recor-
reu-se a degradacgdo alealina da di-O-metil AL-11 (AL=1lMe, LiXXI) ,
de=O-etil (AL-11Et, LXXXII) e AL-1ll (LXXIX).

A hidrolise em meio alcalino da AL-11Me (LXXXI) permlitiu a

separagdo de dols produtos, LXXXIII e LXXXIV (Quadro 27). ;

Quadro 27.
Degradagfo alcalina da Al-l1Me.

Me

Me
Me Me
+ I X
e ﬂQ\C ZOMe
OMe OMe O g
LXXXI O LEXXIII LXXKIV

6'=Hidroxi-2,2',3',4'-tetrametoxiacetofenona (LXXXIII) foi ca
racterizada por seus espectros no i.v. (Fig. 19), no uv.v.; de massa
(Fig. 20, Quadro 28), cromatografia em camada delgada e por compara -
¢80 com amostra suténtica géntilmente cedida pelo Dr. P. R.Jefferieé.
O acido 2,l,5~trimetoxibenzoico (LXXXIV) teve sua estrutura confirma-

da por i.v. (Fig. 21) e comparagio com amostra auténtica .

A AL-11Et (ILXXXII) por trataménto com alcali forneceu & mes-
ma scetofenona (LXXXIII) e o hcido 2,5-distoxi-l-metoxibenzoico LXKV,

Quadro 29; .
Degradagao alcalina da AL-11Et.

LXXXIII Laxxv
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A caracterizagao do acido 2,5-dietoxi-l-metoxi envolveu es -

pectrometria no i.v. (Fig. 22). de massa (Fig. 23, Quadro 30), croma-

tografia em camada delgada e por comparagfio com amostra auténtice, gen

tilmente cedida pelo Dr. B.R. Pai.

Procedimento andlogo com a AL-1l (LXXIX) levou & formagﬁo

da mesma acetofenona (LXXXIII) e um acido carboxilico (i.v., Fig. 24)

em pequena quantidade, p.f. 113-11590. Espectrometria de macsa (Fig.

25, Quadro 31) indicou para esta substdncia péso molecular 223, pico
base em 210 unidade de massa, .(facil perda de agua},classificando~a

como acido trimetoxi-salicilico. Comparag'a’o direta com amostras au -

ténticas mostrou nio se tratar nem do acido 2-hidroxi-3,l,5-trinetoxi
benzoico (i.v., Fig. 263e.m. Fig. 27; Quadro 32), obtido por sintese
segundo tecnica descrita na literatura [63], e nem o acido 2-hidroxi-
‘-3,&,5-trimetoxibenzoico (i.ve, Fige 28), p.f. 8-1495C [6L]. Os
dois acidos trimetoxisalicilicos restantes nSo s3o conhecidos. Entre
éles encontra-se o acido 6~hidroxi-2,3,h-trimetoxibenzbico (LXCXVI )
cuja estrutura deve corresponder ao acido de p.f. 113-115¢C, ja que

deve originar-se do anel A (Quadro 33). O anel B sofre decomposigdo

nas condigdes de reagdo utilizadas. .
Quadro 33.
” Degradacdo alcalina da AL-1l.
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Todos éstes dados considerados em conjunto permitem nio so a
localizag3o insofismbvel de tddas as fungdes oxipenades, mas confir-
mam a natureza flav6nica do esqueleto e demonstram que 0s dados espeg

trais receberam interpretagao correta.

-

Al~1l corresponde,assim, a estrutura da 2'45'~dihidroxi-,
~3,1'45,6,7=-pentametoxiflavona (LXXIX) e a AL-13 da 2',5,5'~trihidro-
xi-3,4',6,7~tetrametoxiflavona (LXXX) e,conseqlientenente, a ALAlL=~llic
possue a estrutura»2',53-diacetoxi-3,b',5,6,7—temetoxiflavona(LXXEWII)
e AL-13Ac a estrutura de 2',5,5'-triacetoxi-3,4',6,7-tetranetoxifla -

vona (LXXXVIII). .

Ambas as substincias naturalis e seus derivados, szo ineditos.

A AL-11 fol denominada apuleina e a AL-1l3 5-0O-desmetilapuleina.

Estabelecidas, assim, as estruturas das duas substdncias e
seus derivados, resta interpretar dado expérimental que, a priori, era
tido em desac8rdo com a existéncia de um anel A oxigenado em  5,6,7-.
Acido nitrico & indicado na literatura como capaz de efetuar desmeti-
lagBes oxidativas conduzindo a sistemas para-quindlicos [65]. Acao
de acido nitrico sdbre a apuleina e a 5-O-desmetilapuleina  resuliou
numa mesma quinona. Sua reduglo em cido acético com sulfito de so-
dio levou a um quinol que fol acetilado sem purificagao (8L-1134c7

cujo espectro i.v. aparece na fig. 29.
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0 espszctro de rem.n. (Fig. 30,Tabela ?1) do acetatc mnostrou
tratar-se de uma tetracetpxi-trimetoxiflavona. O sinal em campo rela
 tivamente baixo (7,54 t), referente & um dos quatro'gfupos acetoxila,
‘constitue uma evidéncia de‘exiéténcia de um grupo acetoxi em C-5. O
espectro de massa (Figl 31, Quadro 34) reveldu pdso moleculer 5L e
confirma a presenga de L} grupos acetoxila conforme constata-se om
sua analise aritmetica (Quadro 35).

0 tratamento com acido nitrico davapuleina e 5-Oedesmétila32
leina atingiu, assim,.tanto o sistema 2',5'-dihidroxiledo do anel L,
como ainda o anel A.'”Em base da prova rigorosa da distr%buigéo das
fungdes oxigenadas neste anel, descrita aéima, & preciso admitir que
o acido nitrico produz tambem desmetilagdes oxidativas conduzindo a
sistemas grto-quindnicos. Alias tal reagdio envolvendo posic¢dcs vizi-
nhas fol notada recentemenﬁe pela primeira vez. O reagente usado nao
foi, no entanto, o acido nitrico, mas o oxido crdmico e hcido aceti
co |66]. Conseqientemente, a estrutura da quinona (LXXXIX), do quinol

(XC) e do acetato (XCI) podem ser formuladas (Quadro 36).

Ae Me
Me Q & Ac
Me Me
A O

LXKXVIT | LAOKVITI
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Quadro 35.
Analise aritmética do espectro de massa do acetato 4o qui-

n0l obtido da AL-11.

L:Z(CHZ=C=0) L2(CH,=C=0)

M* 5lL 'J——‘ m/e 502 - J - > m/e LiGO

8% 8% | 100%

—> U3(CH;00) — L2 (CHy=C=0)

v

-m/e /138
e 339 1. 17%
l
— P — L2(C1,=C=0)
' | |}
n/e 376
we mé;{g - 26%
—— L5{CiizC0")
n/e 375 —

25%



Quadro 36.

«1.07"

Transformacdes quimices com a AL-1l e AL-13.

Me

Ac
Ac

XCI

=Me

ACWMG
# Ac Ac 20

Il -
Me Piridina

\J
Lazsos

AcOH
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Figura 1.
Espectro i1.v. da apulef{na (AL-11) = 2',5'-dihidroxi-3,L',5,6, 7-pentametoxiflavona

Fase: Kbr
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Figura Z.
Espectro i.v. da 5-0-desmetilapuleina (AL-13) = 2',5,5'-trihidroxi-3,4',6,7-tetra

metoxiflavona
Fase: KBr
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Espectro u.v. da apuleina (AL-11) = 2',5'-dihidroxi-3,l',5,6,7-; ntametoxiflavona
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Espectro u.,v. da 5-0-desmetilapuleina (AL-13) =

= 21,9,5"=trik.droxi-3,U}, 6, T-tetrametoxiflavong
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o
Me 0 c\oH CHl4 C‘OH 2 C\oH
MO ,\o‘ mo
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o
- xle. % e %
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H&
) :
Me c oM *oh MQQQ CH¢ MeO C/o cﬂzo Me c”
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Me OMe
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182 20
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MeO c”
L.
2le. %,
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Quadro'32;

Caminhos principais de fragmentagdo do acido
2-hidroxi-3,4,5-trimetoxibenzoico no espectgs

metro de massa.
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AL=1?2 e AL=15.

Com a experiéncia ganhia na determinag%o das estruturas de
AI-11 e AL-13, foi relativamente facil o estabelecimento das estruty
ras dos restantes constituintes isolados da planta, pjois sua nature-
za flavoniea. ficou clara nediante simples comparagao de espectros.
A semelhanga entre AL-12 e 4I1-15 ficou evidente da comparagio dos
espectros u.v. (Fig. 32, Fig. 33; Tabela 33), i.v. (Fig. 24 e Fig.
35), de r.m.n. (Fig. 36, Pig. 37, Fig. 38; Tabela 3l) e de massa
(Fig. 39, Fig. LO; Quadro 37).

Tabela 33.
Espectros u.v. da 4L-12 e al-15.
AL-12 AL-15
l | e e o L e
EtOH EtOH EtOH 201 At0H Lt0H
hditivo } >\ max- i >\max } >\max >\max | > max } >\max
- 257 291 350 253 290 3L
43.250 14,000 20,700 L43.000 21L.450  27.650
NaOH - 268 258 o 250 %15
33,850 16.900 [j5.200 26.800
NaOH+HCI 254 29 218 295
22.550 13.650 L3.600 28.700
AcONa 257 291 350 253 250 345
13,250 14,000 20.700 L3.000 21.45¢  27.650
Ac‘ONa+H:31303 257 291 350 253 290 345
13,250 14.000 20,700  43.000 21.450 27.650
AICI3 270 31, 00 253 290 315

41,850 12.200 8.950 L3.000 21.450 27.650
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“Tabela 3l.
Bgpectr 3 de Pemen, da £1~12 6 AL=1SAc. Os dosloenmentos qul
micos s#o referidos em unidades wreas constantes de acoplamen

tos em Hz.

substdncia | OH | H-3' | He-6' | D5 H-8 | Ode |0COCH;
L1455 6,05
6,09
6,12
6,15
AL-13 -2,28 3,37 2,74 - 3,47 C,04
Z,%—?J 2781"71'
7
l}’ 612
AL-12 ~2,55 3,&-1 2,73 3,63 5,53 (;:’710
2,1 a a 3,17
L,72 J=2,0 J=2,0 $,17
AL-12Ac - 2,16 2,65  5,h1 3,26 .15 7,55
ou ou 5,13 7,66
3,26 " 3,l1 6,39 7,78
a 4
J=2,6 5=2,6
AL-15Ac - 3,13 2,58 3,63 3,56 6,04 7,66
a a 5,10 7,78
J=2,1 J=2,1 6,12
v 6,29
Al~1lAc -~ 3,18 2,69 - 3,36 5,05 7,6@
6,10 7,78
8,11
6,13
6,31
3131330 - 3 ,08 c,57 - 3,15 6, 0> 7,47
. 6,06 7,64
6,12 7,75
075’4
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_ A presenga de pelo menos dois grupos OH tanto na 4l-12 como
,5na AL-lS fol deduzida do fato que ambas as substancias se decomplem
'-em ‘melo alcalino (Tabela 33). LHstes 2 grupos OH devem manter relagao

. gg;ﬁ ou,gg;g ou ocuper as posicdes 3, h" O sistema orto-diOH  fica

eliminado em face do espectro u.v. ndo revelar modificagao por adigdo

de acetato de sbaio-acido birico (Tabela 33).

'Qua o carbono 5 da 8112 sustenta wn grupo OH conclue-se da
Aaltéraqgo do. espeétro U.V. em presenga de AlCiB (iabela 33), da fre -
,qﬂeneia do estiramento carbonilico no espectro i.v. (1653cm'1 Fig.
34) e do comparecimento de um sinal em campo baixo (-2,35 <) no espeg
tro de i.m.n.4(Fig. 36). O mesmo nao ocorre com a 4l-15. A fregtien-
-cia.de estiramento do grupo C=0 em 1626 em=1 no seu'espectro i.v.(Fig.
35) sugere a.presenqa de um grupo Ole nesta posic2c. Zsta dedugSo e
apo;ada pela ndo modificagdo do seu espectro ﬁ.v. nor adi¢do Qe.EKﬂz,

ihdicanﬁo auséneia de grupo CZ em 3 e/ou 5 no esqu :leto fundamental.

A compara¢do dos espectros de r.m.n. da AL-12 (Fig, 3)e da
AL~15 (Fig. 38) com a apulefna e 5-0-desmetilapuleina ( Tabela 34) re-

velou o estreito parentesco entre estas substincies.

0 espectro de r.m.n. da AL-12 (Fig. 36, Tabela 3L) - ostentou
2 bandasbsimples e duas bandas duples (J=2Hz), representando um pro -
ton cada uma, na.regiso correspondente a absorgdo de pr5t0n$ aromati-
cos, 2 sihais representando % grupos metoxila e . outros sinais atri=-
buldos a 3 grupos hidroxila. O espectro de r.m.n. do scetato deriva-
do Al~12Ac (Fige. 37, Tabela 34), confirmou a gxisténcia de 3  grupos

OH na substancia original. Confirma¢8o adicional resultou da ecompars

_Q-,' oo
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lar 360, com o éter metilico dela derivado (fig. L1, fuadro 33) niso

molecular L02. ‘stes dados em conjunto permitiram formular a estrutu

ra parcial XCII para a AL-12.

— 20H
— 350Me

LCII

Analise comparativo dos espectros Ge T.m.n. dos acetatos da
AL-15 (Fig. 38, Tabela 3L) e da AL-12. (Fig. 27,Tabela 3l1) sugeriu o
mesmo padrao de substitulgédo para as duas subsfancigs, devendo assim
a 4L-15 ser considerada como o derivado 5-O-metilado da 4L-12. Os es-
pectros da massa revelando péso molecular 360 para a AL-12 e 374 pnara
a AL-1l5 concordam com esta hipotese, ja que diferem ecntre si de 14
unidades de massa. Assim, pOode-se proplr a estrutura pareial  XCIII

para a AL-15,
- LH

L 204

L 3Clie

XCIII

De fato, foi possivel comprovar a relagdo entre AL-12 o
AL-15 ndo s6 transiormando ambos no mesmo C-metil derivado(XCIVyi.v.,

Fige. L2), mas ainda convertendo a AL-15 (XCIII) na AL-12 (XCII) por



- 152 -

~
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“desmetilagdo parcial (Quadro 39Y). O reagente utilizado nesta reag3o
(HC1 aquoso a 2C:5) & seletivo para 5-metoxi-grupo em sistema flavoni-
co. . istes resultados serviram ainda para eliminar s  possibilidade
de existéncia de sistema 2,4'~ai0H, j& que o espectro u.v. dr AL-lS
néo sofre alteragdo pela adic3o de AlClB. Como os espectros U.v., tan
to da AL-12 como da AL-15 nZo sofrem modificagdo por adigio de aceta=-
to de sbdio-hcido borico foi possivel explicar a instsvilidasde . das
duas substincias em meio alcalino apenas pela existéncia de um siste-
ma nggédiOH.

Quadro 39, o ) -
' Transformacoes quimicas com a AL-12 e 41-15.

pm -
- L
. 20H
. 50Me
XCIII -

Me 2 R{¢; u S0 L!—

K2003 O3

| I——

__50Me

XCIV

4 localizac3o de protons nas posigdes 6 e 8 foi inferida pe-
los valores dos deslocamentos qQuimicos e das constantes de acoplamen-
to (J=2Hz) das duas bandas duplas no espectro de r.m.n. da AL-12(Fig.
36). Tals sinais sofrem deslocamentos papamagneticos no espectro

do acetato dela derivedo e este fendmeno demonsirou mais uma vez a
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"existéneia de OH em C-5. Tal comportame ndo {ui observado no esvec
tro da AL-15Ac, conforme se mostra na “awela 3l. Conseglientemente, a
AlL-12 possue 0 anel A 5-hidroxi-T-metoxilado e AL-15 5,7-dimetoxila -
do. 4Alids, a ausencia de fungdo hidroxila na posigdo 7 das duas subs
tancias foi tambem revelada pela n3o modificagfo dos espectros  u.v.

por adigdo de AcONa. Diante disto, o sistema psra-diOH, taato ia

AL-12 como na AL-15, localiza-se obrigatdrlamente no anel B. Ne e pon
to, pbde-se ampliar as estruturas parciais de AL-12 para XCV e da

4L-15 para XCVI.

21

~ 20Me

AL-12, XCV, R=H
AL-15, XCVI, R=Me

A existéncis de um grupo OH na posigdo 2' fol tambem indica-

da pelo espectro de r.m.n. da AL=-12. O sinal em 2,14 © (Tabela 34) &
compativel com a existéncia de uma ponte de hidrogénio entre o Erupo
OHe o oxigénioetério do anel pirdnico e ja referido neste trabalhof
Reforgando esta hipétese, constatou-se que a absorcZo do C=C no espeg
tro i.ve. da AL-15 aparece em 1626 em=1 (Fig. 35) enquanto o esyectro

i.v. 30 seu '~ ‘acetato - revelou tal absorgio em 16Ul em™l (Fig. U43),
ocorrendo portanto um deslocamento para maior freqt#iéncia. Tal compor
tamento & perfeitamente preﬁisivel com base na argunentag&o  langada

: ~
para a apule{na e confirmou, mais uma vez, a existencia de OH em 2'.



A localizagdo dos 2 protons e dos 2 grupos metoxila restan-
tes fol relativamente facil, jh que o sinal simples em 2,75 no espec-
~tro de r.m.n. da 4AL-12, sb pdde ser atribuildo a um proton em 6' que
deveria ter uma metoxila em meta (feig¢3o da banda) e um I em para(des
locamento quimico da banda). Consdqlientemente, a metoxila restante
ocupa a posicido 3. fstes argumentos permitiram, portanto, formular
a Al-12 como 2',5,5'~trihidroxi-3,3',7-trimetoxiflavona (XCVII) e a

1I).

AL-15 como 2',5'~dihidroxi-3,4',5,7-tetrametoxiflavona (XCVI]

AL..1zf XCVII, R=H
AL-15, XCVIII, R=de

A analise dos espectros de massa das duas substfacias concor
dou com estas deducdes, ndo so quanto & distribuicdo das fungles oxi-
genadas nos aneis A e B, como tambem quanto 3 localizac3o da posig3o
relativa de grupos (Quadro 37). Merece atengdo especisl a presenca
de picos significativos correspondentes aos fragmentos resultantes

da expulsdo dos radicais 'OH e *OMe, o que esta em acordo com a propo

posigao ja lancada paraa apuleina (Quadro 37).

A confirmagdo definitiva do padrao de substituig¢do do anel B
fol feito pelo exame do produto de hidrolise do eter metilico, que
~conduziu & obteng3o do acido 2,4,5-trimetoxibenzoico. N3o houve maior

preocupagﬁo na obteng8o da 6-hidroxi-2,2',L'~trimetoxiacetofeno(XCIX)
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‘que deveria resultar do anel 4, ja que a pequena quantidade obtida a=
presentou dificuldade de cristalizacZo. Alias, [lavonas 2',6'-0xzigena
das apresentam relativa estabilidade quando submetidas a tratamento al
calino devido a dificuldade de aproximagdo do reagente nelo lado reati
vo da molécula [29, 30|. Ja que as nossas substfncias apresentan fun-

¢80 oxigenada: na posigdo 2', & razoavel esperar-se rendimentos fra-

cos.
Me H
Me
oM ©
XCIX
A estrutura da 2',5,5'-trihidroxi-%,L",7T-trinetoxiflavona
(XCVII) que assim se deduz para AL-12 foi descrita psra a oxiaiani-

na-4, constituinte de ngzgmonagthus benthamianus {67}. 4 4L-15 & iné-
dita e foi designada S-O-metiloxiaianiha A,

Jain, Mathur e Seshadri |68| sintetizaram 2',5,5'-trihidro -
xi-B,&',7-trimetoxiflavona (XCVII) e verificaram diferengas entre o
seu espectro i.v. e de uma amostra de oxiaianina A (Fig. L)) fornecida
pelo Prof; F.E. King, embora os autores registrem estreita concordéh -
cla em reagdes de cor, espectros 0.V, o p.f.. Isto, em conjunto com
o fato que o procedimento utilizado por King, King e Stokes |67| para
isolar oxlaianina A de Q;étemogagthgs benthamianus inclue tratamento
alecalino destrdi XCVII, forgaram os autores Indianos a considerar a
proposta estrutural lancada para a substéncia.natural como errada.

A identidade da AL-12 com uma amostra de oxiaianina--4 natu-

ral, gentilmente cedida pelo Dr. T.J. King, fol revelada por iv.; UeV.,
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‘cromotografia em camada delgada e p.f. misto. Conseglientenecnte,

quando o Prof. T.il. Seshadri nos informou que a Al-12 era idéutica
4 oxiasianina A sintética (Fig. L5) a proposi¢3o estrutural original
mente formulada para a oxiaiaﬁ¢, " ~~1 gstabeleclda como correta e
restava somente considerar a questdo da na reza da amostra enviada

pelo Prof. I'.E. King ao Prof. T.R. Seshadri

Bste problema fol resolvido ao constatar-se que a oxiasiani-
nanA,'quando cristalizada de uma variedade de solventes, tals cono
acetato de etila-éter de petrdleo, acetato de etila~benzeno ou meta-
nol, fornece espectro i.v. em KBr (Fig. L6) idéntico aquele que e
publicado por Seshadri e colaboradores |68| para a oxiaianina-A sin-
‘tética. Por outro lado, quando a AL-12 era dissolvida em clorofor -
mio e o solvente removido por evaporagdo, o residuo, embora indistin
guivel de AL-12 por espectrometria de r.m.n., no u.v. e de massa,co-
mo tambem por cromatografia em camada delgada e p.f., da um espectro
1.v. em KBr (Fig. L7) 1déntico dquéle publicado por Seshadri e cola-
boradores |68| para a oxlalanina A natural recebida da  Inglaterra.
Com éste resultado conseguiu~-se ndo so6 confirmar a estrutura da
AL-12 (XCVII), mas também desfazer duvidas langadas na literatura sd
bre a estrutura da oxiaienina-A.

Alias, o p.f. 181-1839C do derivado acctilado da AL=12(Lv.,

Fig. L48) esta emn acordo com o registrado por King, Xing e stokes

- l67].
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cetoxi-S,h',7—trimetoxiflavona. Solvente: CDCIB
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Espectro de r.m.n. da‘Z',S'-di-O-acetil-S-O—metiloxiaianina A (AL-15Ac)
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JAIN ¢ al.: CONSTITUTION OXYAYANIN-A
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Figura L6.
Espectro i.v. da oxiaisnina 4 natural (T.J.King).

Fase: KBr



Figura U7.
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Espectro i.v. da oxiaianina A natural (AL-12) nao ecristalina.

Fase: KBr
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Figura L8

y5,5"-triacetoxi-3,U4', T~

= 2!

(AL-12Ac)

O-acetiloxialaning A

-tri-

da 2.’5,5'
-trimetoxiflavona.

Espectro i.v.
Faset KBr
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e b

360 100
Me 3 32

R 359 27
Me 373 | Lo

H 345 7
Me 359 7
H 43 58

Me 51, 87

q 2 88
Me 343 100
H 317 33
Me 331 12

'Quadro 37. i
‘ Caminhos principails de fragmentagaoc ds 2',%,5'-trihi

droxi-3,4',7-trimetoxiflavona (4L-12) e 2',5'~dihidro
xi-3,4',5,7-tetrametoxiflavona (AL-15) no espectromg
tro de massa.



on +0OH
H 0

(2] =

$.C P
MeotZ T Meoc?” T
R /e % m/e 4

H 164 7 179 12
Me 164 .5 179 18

Quadro 37.

Continuagao.



e %

hoz 53
H!
4 Lo1 15
Mg |
§ 387 - 54
OMe
N OMe
.}OM?. Me *e ’/
1 / - 1 100
— \/L\/ﬂ\;,} 37
' Me 0
C=OMe
Me €O
5 359 2
Me OH Me O
> Q@ +"-‘-;Q<;’EH 181 12
c=0 + . :
OMe OMEC=O
Quadro 38,

Caminhos principais de fragmentagao da
2'4y3,4'45,5', T-hexame toxiflavona
(AL-12Me=AL-15Me) no espectrometro  de
massa.
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AL-18,

Bspectrometria no u.v. (Fig. 49), no i.v. (Fig. 50), de
rom.ne (Fig. 517 e de massa (Fig. 52: Quadro LO) serviram para classi

ficar esta substincia como flavonoide.

0O espectro de r.m.... rzvelon a presenga ae 2 sinais sizples
'representando 3 grupos metc: .1a, duas bandas duplas representando -um
sistema LB correspondente aos protons em c-6 e C-C (J=2Hz), 1 Dbanda
dupla (J=9Hz) representando 1 proton acoplado com outro em orta, lbag
da dupla (J=2Hz) representando 1 proton acoplado com outro em ngg,
una banda quadrupla (J=9.0 e J=2Hz) vepreseutando 1 proton'acoplégo
com protons em ortc e meta, caracterizando-se assim um sistema ABX

(¢), e mais dois outros sinais simples atribuidos a 2 grupos hidroxi

la (Tabela 35).

O espectro de massa (Fig. 5C Tuadro LO) revelow péso molecu-

- g . ; s o A
lar 3llt, confirmando,assim, a natureza flavonoide de substancia (CI).

Hy ' 158 Hy

O
iill“lil& 20H
—~ 30Me




Tabela 35,

Lspec.r0os de r.nen, da AL-18 e AL-12.50lvente CDClB. Des~-
locamentos qufmicos em unidades T.

Substdneia | OH | m-8 | m8 | m2' | B3 " n-5' | m6t | Ote
AL=12 ~2,35 3,63 3,56 - 3,41 - 2,73 6,10
2,1, a4 a | 6,17

L,72 3=2,0 J=2,0 6,17

AL-18 -2,86 3,60 3,56 2,32 - 2,02 2,27 6,02
L,22 é a a a dd §,12

- - - _0 - 6,12

J—L..,O fJ"L.yO J"lf.)O u'j,C J—‘K.,C ’

J=9,0

A localizagﬁo de um grupo OH no ztomo de carbono 5. & -indicada
pela presenga de um siial em corpo baixo (~2,36 T ) 'no espectro de
Toene (Fig. 51, Tabela 35), pela posicio de absor¢io do grupo carboni
la no espectro i.v. (1656 em~1, Fig. S50) e pela zlterac3o dos espec-
tros u.v. com adic¢3o de tri.loreto ¢e aluminio (Tabela 36).

O anel 4 deve sustentar mais uma fun¢do oxigenada na posigdo
T, Jja que o espectro de r.m.n. revelou sinais duplos (J=2Hz) correspon
dentes aos protons em C-6 e C-8, que assim devem manter relagio meta
entre si. Ja que o espectro u.v. n3o revela modificagdo pela a adigdo
de acetato de stCio, deduz-se que o grupo OH restante n¥o ocupa a posi

¢do 7 e/ou L' |L]|. Conseqiientemente, o btomo de carbono 7 sustenta um

&
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L8DECLros U.Ve Ga &l~iu em melo neutro e com aditivos.

e RN TtQH l Tt0H 60 |\ 5tom
LLTLIVOS i rnax : )\ﬂ&x nex | >\ max | /\ max
- 255 265 295 353 -
8.5G0 7.0CC 3,650 7550
NaOH 270 290 780 - -
10.100 L1 300 11,950
aOH+IIC1 255 265 795 353 -
8.650 7.250 %.650 71100
AcOMNa 255 255 295 B53 -
8.500 7.0C0 %650 7.550
AcClia+i BO 255 265 295 353 -
84500 7.CCO 34650 7550
AlCly 265 275 295 353 393
7.650 7 .350 3,900 5,700 5.700

grupo meuohlla ¢ define~se o' snel A como S-hidroxi-T-metoxl (c1I1),

déntido aquele da AL-12 (Tabela 35}.




1=
3

d . . - - - ~ -
A suséncia de sinal simples em torno de 3,00 < no especiro
de rem.n. (Fig. 51, Tabela 35) irdicou que a posigdo 3 contén substi-

~

tuinte 1241}, grupo OH ou OlMe. 4 posicao de absorgd

e}

correspondente

o

ao proton hidroxilico restante (4,22 « ) impossibilita a presenga de

grupo OH nesta posigaoc. ividéneia adicional da presenca de Oile em 3

e obtida do espectro de massa devido ao pico que aparece em n/e cor =

respondente a M-U3 (Fig. 52, Qu.dro j0). 4ssim, surge a formulagao

m

parcial. CIII.

— 3H
H 7™ | om
| P [
MO~ | i L 10Me
“WGMQ
O\H O
CIII

Os 3 protons aromaticos do enel B complem um sistema ABX(C) .
Cs deslocamentos quimicos e 0s valores das constaates de acoplamentos
s3o compativeis apenas com protons localizados nas posigles 21,57,6".
Conseqglientenente, o grupo OH e OMe devem ocupar &as posigles 3',4'. Lo
calizou-se o grupo OMe em lI', em vista da inalterag@o da =spectro U.V
com adicaoc de acetato de sbdio (Tabela 36). fa face disto, pddeese

» . - A o
propdr a estrutura CIV para a 4L-18.

o4
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~ analise do espectro Ge massa corrobora esta proposicio es-
trutural (Quadro L0). Os picos en /e 167 e em m/e 151 unidades de
massa estdo em acordo com a vresenca de um grupo OH e um grupo Cle ten

to no anel A (CV) corio no snel' B (CVI).

CVI
w/e 151
| 77

4

e

A comparagZo dos espectros de massa Ga substineia 41~18 com
as descritas ant ormente demonstra a influéncia de substitulntes
ert 2'.  Assim, 0s picos em M-1l7 e ¥-31 anresentam abundéncia relati-
va muito menor na AL-18 (CIV) do que nas apulcinas e oxiaianinas 4.

4 estrutura da 3',5-dihidroxi-3,4',7-trinectoxiflavona atri-
buida a 4L-18 foi descrita para a alanina, constituinte de Distemo -

ri
nanthus benthamianus {69{. Comparacio direta com auocstra autlntica

jentilmente cedida por T.J.Xing, demonstrou a jdentidaede das duas

h A. 2 + 3
substancias naturais.

Finalmente, resta considerar que o processo de separagao.da

o

oxiaianina = e da alanina descrito por King, King e Sellars |69] en-

n

volveu tratamento alcalino gue, ao que se sabe agora, promove a des-

»

trui¢do muito rapida da oxiaianina &. Verificou-se que cromatogra -

fia em silica constitue método de separacdo meis eficaz.
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Espectro

XBr

Fase:
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Figura S51.
Espectro de r.m.n. da aisnina (AL-18) = 3',5-dihidroxi-3,L°',7-trimetoxiflavona.

Solvente: CDC13 A
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n/e %
344 100
e | |
b3 343 79
Oy ©
H L CO
329 . 9
a5 7
CE.'-(.)Me
4
';" j" 301 45
Quadro L0,

Caminhos principais de fragmentagao da aianina
(AL-18)=3',5-dihidroxi-3,4',7-trimetoxiflavona.
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4 classificaglo desta substancia entre as flavonas se  deve
aos espectros 2o 1.ve (Flge 53), no ueve (Fig. 54), de r.m.n. (Fig.
55, Tabela 37) e de massa (Fié. 56, Guadro Ll). Trata-se, de acdrdo
com 0s esnectros de massa e de r.m.n. de uma tetranidroxi-trimetoxi -
flavona (CVIII). A confirmac®o insoflsmavel da existéncia de L gru-
pos OH resulta da compsracdo dos espectros de r.m.n. da substineia o-
riginal com o do seu gcetato (AL-1llidc; Fig. 57, Tabela 37) e do seu
éter metilico (4L-lUMe, Fig. 58, Tabela 37), constatando-se o desapa-
recimento dos sinais em =2,2L, 2,02, 1,16 e 4,56 T nos espectros dos

-
derivados. Alem disto, o espectro ¢e messa Go derivado metilado reve

la péso molecular M32 (Fig. 59, Quadro L2).

L 3H
__ L40H

_ 3Cle

CVIII

Os argumentos relacionados abaixo caracterizam a existéneia

de um grupo OH no carbono 5 do isolsdo natural:

‘a. alieracBo do espectro u.v. pela a adigio de tricloreto de
- aluminio (Tabela 38). Comportamenio snadlogo & observado nos espectros

U.Ve do derivado tri-O-metilado (Tabela 33).

b. posi¢d@o de gbsorcio da banda correspondente ao estiramen-
to carbonilico, 1667 em™+ (Fig. 52). O espectro do derivado tetrametl

lico (Fir. 60) revela tal absorc3o em 1641 cm=1, e o espectro do te-

tracetato (Fig. 61) em 163l cm~1, como esperado.



Tabela 37.
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Espectros de r.m.n. da AL-1ly e seus derivados.Solvente
CDCl3. Deslocamentos qufmicos en unidades T,

—y——

Substancia o) H-8 ‘ H=51 5 B-61 {—6Ne Xococﬁ3
AL-1l} -2,2l 3,42 5,26 2,76 6,00 -
2,02 d d 6,00
Ly16 J=8,4 J=8,4 6,09
L456
AL-laMe e 3 ,35 ’ 3 325 2 786 L) 97 -
4 G 6,06
J=8,4 J=3,4 6,06
6,06
6,06
6,06
6,23
Al-1liAc ~ 3,20 2,98 Z,LT 6,09 7,53
d d 6,09 7,65
JFB',é J=8,6 6;25 7768
7,76
AL-1lL~tri-0-Me =2,72 3,52 3,19 2,79 6,85 -
' a < 5,05
J=8,5 J=8,5 (,05
6,05
6,05
6,20
Al-tri-O-Mehe - 2,18 34,20 2,82 6,05 7,48
' d d 6505 "
J=8,5 J=8,5 0,05
6,05
6,12
6,28
AL-1LDFM 2,53 3,42 3,28 2,10 5,90 -
Li.;sz d a 5,90
J=9,0 2,76 6,10
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c. comparecimento de sinal em campo baixo (-2,24 ©) no espec-

tro dg r.une.ne Fig. 55, Labela 7). INo espectro do acetato ocorre ©
sinal correspoadcnte a grupamento CHB de cetoxila localizado em

-5 (Fig. 57, Tabela J7), aparece em 7,53 T como esperado.

Tabela 33.
Espectros u.v. d: 4l-1b e seu derivado trimetilado, em meio
neutro e com aditivos.

AL=11L LimlliaTpi=-0ale
el e 0T MeOH 60T 20T iy e0H |\ MeOH

Aditivos >\ nax t >\ma>: )\maz: )\ max ‘ max l )\ ax
- 237 272 328 251 28] 310
56.600 213600 19,750 22.30C  Z0.05C  1L.750

o dec. dec. 275 BYie

2L 7C0 5, LG0O
NaOT+HCL irrev.  irTev. 25l 251 %12
20,000 18.550  1%.250
AcON 237 272 L3z 2L 261 312
25.600 20,200  14.10C 22,300 20.050 144750
AcONa+33503 2140 277 335 230 261 310
‘ 25.850 23.950 21.60C  22,3CC 0 20.050  14.750
A1C15 2h2 280 385 272 295 338
26,000 18.750 2L.200 18.100  1¢.000 @ 13.250
AlC1+HCL 20 282 350 272 295¢ 330
2C.550 18,750 18.750  17.650 11.500 13.100
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C sinal ¢u 2,02 © correcpondente a proton hidroxilico que

aparece no espcctro de romene (Jig. 55) permitiu leocalizar mais um
grupo OH agora na posiczao 2', ja-que as 2'-hidroxiflavonas descritas
cstentam*esta feig3o espectral. Assim, surgiu a formulag¢do  percial

CIX.

Uma mesma constante Ge acoplamento (J=0,4Hz) para as  duas

bandas duplas que aparecem no espectro ds r.n.n. (fig. 55) em 2,76 e

3,26 T indicou que os protons correspondentes interagem entre si e
~ ~ . % .

nantenm relagdo orto. Os velores déstes deslocamentos quimicos e ra-

z0es biogenéticas permitiram formular s hipbtese de tals protons o-

~

cuparem as posicdes 6' e 5' sendo,conseqgiientemente, 0 anel B 2',5',4'-

~trioxigenado.

A andlise do espectro de massa (Fig. 56, Quadro 41)  neste
ponto serviu para distribuicao das fungdes oxigenadas nos anels A e
B. Assim, a presenca de picos em m/e 194, 181, 179 e 167 esta  em
acdrdo com a existéneia dGe 2 grupos OH e um grupo OFe no anel A e
dois grupos OH e dois grupos OMe no anel B e/ou anel heterociclico .

{

O pico em m/e 181 (6%) pode ser atribuido ao fragmemto CX, enquanto

~

e ot e S Fall -~ -7
OS5 PLcLS €l LT e L e 40

7 podein devido a fragmentos do anel B reprg

O

sentedos respectivamente pelas estruturas CXI, CXII e CXIIiI.
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Jue o0s dois outros sinais representuntes de protons hidro-

Z1licos wegistre oo ..o espectro <2 r.m.n. (Tabela 37) esto em desacdr

£

‘ 4 . ~ . L’ . .
0 com existénciz de grupo OH na posi¢Ho 3, conforme critério ja con-

[#2]

idsrado, sesta a possgibilidade de tal posigao sustentar wa grupo Olie.

» nresenga de pico em M-!i7 70 espectro de massa apola esta deducdo.Con

estas informagOes Lol possivel atingir-se a formuiagZo parcial CXIV.

l_ /(‘,4’ e _ 4/ Ife
Og: H |
CXI CXII CXITI
m/e 194 ‘w/e 179 w/e 187

HO
MeQ

CXIV, R=H e Rq=Me ou R=ile e Ry=l
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Inalterag3o do espectro u.v. pela adicdo de acetato de sbdio

(Tabela 33) sugsre a ausénecia de grupo OH em T e/ou L' {L4|. Conseqiien~

temente, tsls posigOes devem ser ocupadas por grupos metoxila. Evidén

0

:ig adicional da existéncis de'um sistema orto-diOH no anel B se dedu-
ziu da alteragdo do espectro u.v. por adicZo de acetato de sddio + hci
do borico |} e do deslocamento hipsocrSmico (35nm) da banda que apare
‘ce em maior comprimento de onda (banda I no espectro u.v.) em preéeﬂ-
¢a de tricloreto de aluminio mais acido cloridrico guando -  comparado
corm o espectro obtido com adi¢o sdmente de tricloreto de aluminio(Ta-
bela 38) i5|. Mabry e colaboradores atribuem &ste deslocamento pro-
vocado pelo acido cloridrico & decomposigBo de complexos de  altiminio
que envolvem sistemas orto-diCH. O valor do deslocamento hipsocromi-
co, quando o sistema Qrto-diOH encontra-se no ainel B, osclla em torno
de %0-L0 nm. Dntretanto, os complexos que envolvem o grupamento  C=0
e grupo OH em 5 e/ou 3 n2o s3o afetados pels adig3o de 2cido cloridn;
co |5].

£ 1icito, portanto, definir a oxigenagfio do ancl B como 2',3'-

~dihidroxi<lit-metoxi (CXV).

H
H
MeO

dro Ul) revela picos signi-

O
<0
)
e/
o
(@]
<t
H
vl
Q.
o
=
j <]
w
w
ik
—
r
)-J »
[ #1ad
[ ]
U1
AN
g
foN

’ ~r S . 9 A
ficativos ¢ M=17 ¢ M-31. flstes picos estio e acordo com a existén-
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cia de vm cyupno S0 em 2 e Clle oo 7, comaoriando-sc, porlfato, a Al-1l

! - L 3 N
de nmaneira andloga ds apulelncs e owialaninas.

LA

Cs deslocanaenios pavamapnebicos verificedos noz sinais corre

s

pordentes aos protons 5',6' ao se pascar do espectro de r.m.n.da ALl

N

o G

N -

ar e seu tetraeetato (Fig. 57, Tabela 37), ~0,28 e -0,29 T res-
P

Pl

o)

¢
“
1

pectivamente, forneceram suporte adicional para o padrao de oxigena -

S»oa

¢80 atribuldo ad anel B. Tal comportemento ¢ atribuido a protons que

mantém relaglo orto e/ow Dpara a grunos OH [25].

Neste ponto, restava definir o nadrio de oxigenaclo do anel A.

’

Raz8es hiogenéticass e inalteragfo do cspsetre un.v. com ccetato de  sb-
~

hors

dio foram utilizados para localizar o grupo Ole na posicao 7. Diznte

%, Conseqgbente-

N
o}

disto, o grupo OH restante pode oecupsr a posicio v
mente, 2 possibilidades estruturais podem ser fommladas para a Al-1l,
CXVI e CXVII.

™

A instabilidadc da substancia em meio alcolino (Tebela 30) es-

~

» EY -
ta em acordo eom gualguer uma destas proposigoes.

»

Cogitou-se tamt’ de nossibilidade de um snel 4 5,6,8-trioxi
genadas mesmo que gz literatura registre um tunico exemplo de tal siste-

ma. Trata-se da gardenina (CXVIII) constituinte de nlanta {70 e que

teve sua sirutura comprovada definitivamente por sintese |71

-

OH
OH
RQ_ AN Me H oMe
M 7 OH

¢ % Meil\t//l\' ’

| H
H k il i

{ Me 4 A\ Me
Oy © Ouye o

cxvi CXVII
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OMe
e OMe
OMe [+
O P OMe
Nei ' OMe |
CXVIII

¢ .
Entretanté, a auséncia de fungdo oxigenada na posigiio 7 da
4L-1l, ou seja o anel A 546,8-trioxigenado, & ; poireoe provéiel. Z o
que sera demonstrado a segulr tomando como base a pbsiqgovde absongao
Gos protons do carbono 7 da zapotinina (XIV) e zapotina ( XV:) |-<.
30|, em CDClz, |
Duas razdes :undamentais levaram-nos a admitir que os val-

res menores (2,74 e 2,}1 ‘t‘) sejam atribulveis aos protons  ligad.:
aos ‘cabonos T3 ! .

ae ‘a posigﬁo 7 e conjugada com um grupo carbonila, ,fesultag
do dal uma desproteg¢do desta poéig'é’o em vista, principalmente, do
efeito mesomérieco {( Quadro 43).

b. o comportemento do proton em C-8 em relagdo & presenga ,
de grupo OH ou Oﬁe no', carbono 5, embora n3o se tratando de um siste-
ma 5,6,7-trioxigenada ]25[. O H-8 em uma 5,6,7-trimetoxi=flavona
absorve em. tarnp de 3,23 T, enquanto em uma 5-h.idrox1-6,7¥-dinzé'l,;o~=:-i -

flavona a absorgdo eSperadn ocorre em torio de 3,49 %, Tal coomi -

mento fol fitil na determinagdo c-irutural da apuleina (He8, 3, =
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Quadro U3.

Posi¢8c de absorgio do proton em C-7 e do proton Ce8 nos

espectros Rerr.m.n. da zapotinina (XIV) da zapotiiza( V. )

~

R —————;
H 2,Th 3,11 29
Me 2,71 2,81 30

J 5-O-desm‘e‘cilapulezilna(l-l-i’), 3,47%). Portanto, a metilagao de 5-OH em tal

sistema provoca um deslocamento dq H-8 de cérca de 0,21~026T. Em fa-

ce disto, parece licito atribuir a uma banda espeétra.l que osten=
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ta comportamento analogo correspondéncia com o H-8 em sistema 5,6-dig
xigenado. . Comparacdo dos valores correspondentes na zapotinina e za-

potina demonstra um deslocamento paramagnética de 0,3C T,

A dar credito a estas conclusdes, também a AL-1)y possue unm
7 P - o - ~ .
proton em C=-8, pois ao metila-la uma das bandas da regido aromatica

do espectro de r.m.n. se desloca de 3,42 a 3,33 <¢.

Voltemos mais uma vez a hipOtese da oxigenaggo 5,6,8 para a

AL"M.

O proton em C-7 da zapotinina (XII) dz Ilugar a um sinal em
2,74 ©. Um derivadec hipotetico desta substfncia que suportasse uma
netoxila em C-8 deveria, n- isto, segundo Ballantine e Pillinger|27],

ostentar éste sinal em 2,74 + 0,45 = 3,19 . Oré, éste valor & signi
ficativamehte inferior ao valor 3,42t observado psra o proton do anel
A da 4L-1l. Zfste isolado natural, pbr isto, ndo sustenta proton em
C-Te Alizs, os esnectros de r.m.n. da 4L-1ll} e do seu tetracétato(Ta~
bela 37) revelam que o sinal em 3,l2T-que aparece no espectro da subg
tanecia original desloca-se para 3,20t no espectro do acetato. Rste
deslocamehto paramagnetico de 0,22<¢ indica que o proton corresponden

te ocupa posicgd@o orto ou para em relagdo a um grupo OH. Ja que a pre
senca de um grupo OH em 5 & indiécutivel,a possibilidade de existén -
cla de grupo OH em 7 fica fora de cogitacdes definitivamente. Alem
disto, tal proton tambem nZo pode ocupar a posicdo 3, refor¢ando-se

assim a localizagZo correta de um grupo OMe nesta posic3o.

Parg decldir definitivamente entre as duas possibilidades, re
correu~se a preparégéo de derivados. Assim preparou-se o derivado

trimetilado utilizando diazometano (CXIX). Acetilagdo subseqilente éés

é
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te derivado com piridina-anidrido acético levou ao acetato CXX. O ie
rivado tetrametilado da AL~1l (CiXI) foi obtido por reag3o com sulfa
to de dimetila. ZIstas reagles estdo resumidas no Quadro Lli.

Zuadro Uy,
Transforma¢les quimicas com a AL.1l.

CMe
lie7 0],
X COB
OMme O
AL-1lMe, CXXI
OMe
oMe
A .
¢ ZO
Piridina
AL-1L~tri-O-ie, CXIX AL-1l-tri-C-ifede, CXX

A existéncia de grupo OH na posi¢8o 5 do derivado obti=-
do por tratamento com diazometano (CXIX) e, por consegulnte,também

na Al-1lL, foi deduzida das observagdes seguintes:

o

a. alterac2o do espectro u.v. por adi fo de tricloreto d
aluminio (Tabela 38).

b. absor¢do da banda correspondente ac estiramento carbonili. -

co (1650 em~1) no seu espectro i.ve. (Fig. 62). J2 o espectro do pro-
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" duto acetilade rovela a absorc3o da carbonila pirdnica em 1635 en~1,
como previsto (Fig. 63).

c. sinal em campo baixo (-2,72 T, Tabela 37) no espectro de
r.nene (Fig. 64). © sinal e~ 7,48 no espeetro do seu acetato (Fig.
65) localizg o grupo acetoxils correspondente no carbono 5 do esque
leto fundamental. |

0 espectro de r.m.n. (Fig. 6l, Tabela 37) déste derivado tri
netilado (CXIX) registra um sinal simples em 3,52t em completo ac&i
do ecom o esperado para H-8. Ja o espectro do derivado tetrametila-
do (CXXI, rig. 58, Tabela 37), revela o sinal correspondente em
3,33 . Tal comportamento & atribuido a proton localizado em C-8 e
ndo em C-6 |25|, conforme ja tivemos oportunidade de fazer referén -
clias. Alem disto, éste sinal & deslocado para 3,187 no espectro do
derivado trimetil-monoacetilado (CiX, Fig. 65, Tabela 37). Henrick
¢ Jefferies |25] registram os espectros das substancias CAXIT e OXIII,
mostrando a banda referente ao H-8 nestas substfncias em completa
analogia de comportamento com a banda atribuivel a E-S da AL-1l e

égus derivados.

OMe
OMe
PP
MeQ O OMe
MeO O‘ OMe

OAc O

| CXXIII
B-9: 3,9 AT = 0,35 B-8: 3,147
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Diante de U8das estas evidéncias, a possibilidade CXVII foi
ar'astada do campo das hipoteses. Conseqlientemente, resta a estrutu-
vo CAVI como mais provavel nara a AL-llL. Alias um ensaio de Gibbs
medificado [62| caracteristico para orto-diOH reforca esta dedugdo
(Fig. 66).

A hidrblise alcalina do derivado tetrametilico (CXXI) levou
‘a mistura da qual se separou écido carboxilico e fenol por solubili=-
zagd0, respectivamente, em bicarbonato e em hidroxido de sodio aquo=-
SOS.

C espectro de r.m.i. <CClh> go constituinte fenolico reve -
lou absorgdes em 3,76« (H), 5,4l < (-&-CHZ-O), 5,90T (OMe), 6,05 T
(Cile), 6,21¢(OMe’ e 6,8« (Clte) compativeis com a estrutura de’
6'-hidroxi-2,2',3',4'~tetrametoxiacetofenona (LXXXIIZ). De fato, o
espectro de r.m.n. de amostira auténtica desta substlncia revelou caln
cidéneia de todas os sinals. Cromatografia em camada delgada de si-

lica tambem evidenciou identidade.entre as duas substancias.

0 acido carboxilico teve sua estrutura elucidada atraves de
seus espectrosno i.v. (Fig. 67), de r.m.n.A(Fig. 638) ¢ 0 pof.9%100,5P
C, como acido 2,3,L-tiimetoxibenzoico (CXXIV). A literatura |[72| re-
gistra para 3ste o p.f. 1009C, engrnto o acido 2,%,6-trimetoxiben -
zoico tem p.f. 1U46°C |73].

OMe
MeO, oMe

HOL

CXXIV
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Todos éstes resultados permitiram comprovar o padrao de subs
tituigao da &L—:Q e seus derlvados. Restava coanfirmar a presenga de
2.grupos OH no enel A e 2 no anel B e as suas posi¢des relativas. Com
8stes objetivos em mente preparou~se o &ter tetraetilico (CXXV, 14V |
Fige 69) afim de degrada-lo por hidrolise alealina, Submeteu-se a subs
téncia AL-1lll também a tratamento com diclorodifenilmetano obten-
do-se, assim, o derivado 2',330,0~-difenilmetil (CXXVI). O Quadro 45 re
sume estas operacdes. | .
uadro Uli5.

Transiormag¢des quimicas com a AL-1l.

thSOI

K00,

OEt O
AL-1LEt, cxxv

AL-1LDFM, CXXVI

O espectro de rem.n. (Fig. 70) do acido carboxilico, isola-
do da mistura de degradagdo alcalina do &ter tetraetilico. (AL-14Et),
por extragfo com solug¢do aquosa de bicarbonato de sbdio, apresentou

sinais plenamente compativeis com a estrutura do acido 2,3-dietoxi_-
&“lj-metoxibenzoico (CXXVII), Tabela 39. '
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(0]19

el oM
HO
~c
|
o
CXXVIT

Tabela 39. '
4
Espectro de r.m.n. do acido 2,3-dietoxi-l-metoxibenzoico.

|
H-6 | H-5 2-0CH; | 3-0CH, (L-OMe 2-Cl 3-CHy ;k COOH
2,12 3,22 5,58 5,9 6,12 8,56 3,64 indet.
- d a q q s t t
J=9,l11z  J=9,Lil: J=6,9Hz J=6,9Hz 3=6,%z J=6,9Hz

fiste espectfo de r.m.n. ndo g0 revela indiretamente a exls -
téncia de 2 grupos OH no anel B da AI-1l (CXVI) mas tambem confirma
a presenca de um déstes grupos na posiczo 21, jgrque 0 gquarteto re-
presentando os protons metilénicos de um dos grupos -CCHy~ apareceu em
cémpo relativamente baixo em face do efeito anisotropico do grupo car
bonila do COOH. Como esperado, p-bromofenetol (CXXVIII), p-fenetidinal
(CKIX) e 7-etoxi-u-metilcumarina (CXXX) apresentam a absorgéo‘corrag
pondente ao grupo -OCH,~ em.campo relativamente alto 6,07, . 6,07-. ¢

5,92 T, respectivamente |7L|.

Em adendo a esta conclusBo, o grupo Olie do acido orto-metoxi

benzoico absorve em 5,53¢ e do heido para-metoxibenzdico absorve  em
6,12 T |75{.



M

CHC ~oY cH .

F Io % F } SCHRMN3 CH,CH,0 0\‘,,0
H

B N ~ P

CIXVIII CXXIX

Os espectros no u.v. em presenga de tricloreto de aluminio
(Tabela 40), no i.v. (Fig. 71) e de r.m.n. (Fig. 72, Tabela 37) do
0,C-difenilmetileno derivado da AL-14 (AL-1DFif, CXXVI) revelam a
presenca de grupo OH na posigdo 5 desta substancia, donde se con -
ciue que o sistema orto-diOH do anel & n8o sofreu reago nas condi.-
gSes$utilizadas, devido 4 quelagio da OF em 5 ¢ a fatdres espa -
ciais. O espectro de massa (*ig. T3, fumadro L6), revelou massa o=
lecular S5LC e confirmou que o sistema orto-diCOIl envolvido na rea -
cdo com diclorodifenilmetano encontra~se no anel B. Assim, os pi-
cos em m/e 182, 183 ¢ 358 devem originar-se por fragmentagéo\ tipo
retro-Diels-Alder e devem corresponder éos fragmentos CXXXI, CXXKII

e CIXXIII, respectivamente (Quadro L6).

Me O
H Ot
or ©
CHXKT ' CXXXIT
m/e 132 /e 183
5% : 5%

fste espectro ostentou picc: de abundancia relativamente-

insignificante em M~17 (L%) e M-31 (4%), em comparacdo com M-17
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Tabela LOC.

SEspectiros u.ve da AL-1/DFM, em meio neutroecom aditivos.

Aditiyos A StOH A StoH ( A Btox
- 210 280 330
794250 29,100 27.750
NaOH 223 255 360
' 51.750 274380 17.600
NaOH+HCL 215 260
v 69.750 25,100
AcONa | 200 280 330
29.250 29.4100 27.750
AcONa+HzB05 285 25
2 27,750 20,1100
41C13 . 2L0 295 363
' 30,750 30,07 31.100
Tabela L1,
Espectros da r.m.o. da AL—l&.‘
Substénaié { Solvente l OH l H-G H-5" E-61! Ole
AL-14 CDClz 2,2k 3,k2 3,26 2,76 6,00
2,02 a d €,00
11,16 J=8,4  J=8,L 6,09
- L,56 ‘
AL-1l CDzCOCD; ~2,5L 3,30 3,28 2,95 640l
: 2,00 ' d a 6,10
2417 J=8,5 J=8,5 6,18
| 2,53
AL-1l CD3S0CDz  -2,5L 3,26 3,36 3,11 6,11
0,9l | a a 6,13 .
1,15 J=8,5 6,29

1,27
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(36/5) & #=31 (L ') no espectro da substdncia original. Tal fato ocar
rovora a transformscso do gruno 2'-0H no derivado, pois ja foi wvisto
cv.o vicos intensos em M-17 e i-31 exife. a presencga do sistema 2'-CH
¢ ~.-Cle.ou 2'-OMe e 3-0H.

A dnstabilidade déute derivado em meio alcalino (Tabela LO )

e .alteracdo do espectro u.v. em presenca de AcOI-Ia-i-HBBO5 confirma a

3

esenca do sistema orto-di®H no anel A.

[
+

Para concluir, resta considerar o espectro de r.m.n. da Al-1)}

em CDCl3 coimparativamente com o0s espectros e CDBCOCDB e CDBSOCDB.

C espectro obtido em hexadeuteroacetona (iig. 74)revelqu des

locamento paramagnético (2,0C T) significativo para dois sinals cor =
, -
respendentes a protons hidroxilicos. Assim, os sinals que aparecem
em 11,156 e [1,56T no espectro obtido em CDCly s3o registrados no es-
pectro em CDzCOCDy em 2,17 e 2,53 © , demonstrando iateragfio de tais
4 -~ .
protons com o grupo C=0 do solvente por ponte de hidrogenlo intermole
cular. ©ntretanto, o sinal em 2,02% 6 espectro enm CD015 nao sofre
modificacho significativa pela mudanca de sclvente. BEsta observagio
leva a admitir que tal proton hidroxilico encontra-se em posigio que
~ ~ A s - _ R . A A .
nao sofre acao por éste golvente, ¢ svitulndo~ce em wna evidéncia a=-
L ) . v - - * 8 A . *
dicional para a existénei- de ponte de hidrogénio intramolecular en -
tre o grupo OH em 2' e o oxigénlo etéreo do anel pirdnico. O comporta
mento do OH em C-5 & racionalizavel se imaginarmos que o atomo de car
bono carbonili. Jo znel pir6nicg_é deficiente em eletrons e como tal
perrite a aproximacdo do oxigénio carbonilico do solvente. Conseqtien-
R - 5. PR S} e p oy ’

tenente, o oxigenio carbonilico pironico torna-se mais rico em ele-

‘trons fortalecendo a ponte de hidrogénio = quelatogénica. Resulta
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'1“ A A 3 3 - M h? L] 3
déste fondmero uma menor blindagem eletrdnica do proton da hidroxila
em C-5 gue se c3pelha no aumento em deslocamento quimico da banda cor

respondente no espectro de Teislle.

O espectro em hexadeuterodimetilsulfoxido (Fig. 75, Tabela

[1), revelou deslocamento pzramagnetico das bendas de todos os pro-
tons hidroxilicos, observasdc os fendmenos discutidos no paragrafo

' anterior que aqui aparecem mals . acentuados. A eletronegatividade do
S, bem menor que a do C, torna o grupo S=0 mais polar'que o) gTupo
C=C, facilitando sssociagf@o do solvente com o centro deficiente em
elétrons do substrato.

-

s substaneia inédita AL-1ly, definida como 2'3',5,6-tetrahi-
aroxi-3,U',T-trimetoxiflavona (CXVI), foi denominada apuleisina. CQQ
seqﬁentemente,,o'derivado acetilado & a 2',3',5,0~tetra~-0-acetilapu~-
leisina (CXXXIV), o derivado tetraetilado & a 2',3',5,6~tetra~O-cti-
lepuleisina (CXXV), o aerivado tetrametilado & a 2',3',5,6-tetra-O-me-
tilapuleisina (CXXI), o derivado trimetilado.,e a 21,31 ,6mtri-Q-meti-
lapuleisina (CXIX), o derivado trimetilado-monoacetilado &-a 2',3' 6 -
—tri-O-metil;S-O—acetilapuleisina (CXX) e o derivado 0,0-difenilmet;‘

lenado ¢ a 2',37-0,0-difenilmetilencapuleisina (CXXVI).

Ohc .
. CXXXIV



Figura 53.
Espectro i.v. da apuleisina (aL-1h) = 2‘,3',5,6-tetrahidroxi—3,h';7—trimetoxiflavona.

Fase: KBr
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Espectro u.v. da apuleisina (AL-14) = 2',3',5,6-tetrahi

droxi-3,L4!, 7-trimetoxiflavona.
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PART MO, 468-1112

PERKIN-ELMER LTO, BEACONSFIELD. BUCKS.

Espectro de r.m.n. da 2',3',5,6-tetra~0-acetilapuleisina (AL—ILLAC)=2',3',5,6-

-tetracetoxi-3,1', 7-trimetoxiflavona. Solvente: CDCi3

Figura 57.
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Figura 58. _ S _
Espectro de r.m.n. da 2'y3',5,6-tetra-0-metilapuleisina (AL-1LiMe) = 2',3,3',41,5,6,7, -

~heptametoxiflavona,
Solvente: CDCl3
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Espectro i.v. da 2',3',6-tri-o-métilapuléisina (AL-1lj-tri-0-Me) = 5-hidroxi-

Figura 62.

2',3,3",4',6,7-hexametoxiflavona.
Fase: KBr

-91:2..
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Figura 65 PM%T NO, 463-112
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*

Espectro de r.m.n. da 5-O-acetil-2',3',6-tri-O-metilapuleisina (AL—lu-trifQ-MeAc)f

S-acetoxi-2'y3,3',U', 6, T-hexametoxiflavona. Solvente: CDCl.
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Espectro de r.m.n. da apuleisina (4L-14)=2"43',5,6-tetrahidroxi-3,4",7

toxiflavona. Solvente: CDBSOCDB'
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AL-I6.

A naturezas flavonics desta substancia tambem foli deduzida
atraves da anilise dos espcctros u.v. (Fig. 760, i.v. (Fig. 77), de
r.nele (Fige 78) o de masse (Fig. 79). O espectro u.v. por si so @
suficiente para eliminar a possibilidade de tratar-se de una isofla
yona, ja quc o banda I, isto &, a banda que aparece em maior compri
mento 42 onda, figurou em comprimento de onda inéompativel com tal
esquoleto, e sus intensidade em rcelaglo a banda II gue ocorre em
volta de 210 nm, foi maior de que 1. Isoflavonas apresentam sempre
uma relacfo menor do‘que 1 entre a bonda 1 é banda II. Além @i§t07
o espectro de r.m.n, (Fig. 78) nfo registrou sinal entre 2,00-227 ,
faixa em qgue absorve o préton‘z do anel pirdnico de um esqueleto
isoflavonoidico.

A presenga de 3 sinails representando l: grupos metoxila, 2
sinais representando 3 protons aromaticos e 3 sinals representando
3 grﬁpos hidroxila no espectro de r.m.n. (Tebela 42), em conjunto
com o péso molecular 390 fornecido pelo espectro de massa (Fig.79,

Quadro L7), permitiram formular a estrutura CXXXV.

— -
. LO%ie

T =

e o -
CxXXV
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Tabels 2.

Bspectros de r.m.n. da 4L-16 e AL-1l6ic. Solvente CDClze
Deslocamentos quimicos em unidades T .

1 R .
Substéncia | OH H-C B2 B-6' Oie | CC-Cly
£1-16 ~2,U3 345 2,6L 2,64 5,99 -

3,70 | 6,01
1,35 6,05
6,12

4L-164c - 3,08 - 2,32 2,55 6,07  T,3k

d Gl 6,07 7,62

J=2,3 J=2,3 6,07 7,68
- 6,18

Pabela L3
Espectros u.ve. da AL-16 e oxiaianina 2, em meio neutro e
com aditivos.

4116 Oxiaianina B [67)
. MeOH| \ MeOH| \ MeCH| \ MeOH| \ MeOH| \ HeOH| \ ¥eOH| \ MeCH
Aditivos >‘max >\max >\max >\ma}: max >\max )\max max
- 238 282 340 238 253 280 3BL5
13.600 16.050 19.050 16.80C 17.650C 18,300 24.100
WaOH 2110 300 365° S
15.150 11.900 13.550
NaOH+HCL 235 275 31
13.250. 9.300 12.450
AcOKa 238 282 3LO
1%.600 16.05C 19.050
AcQNa*ggmB 2Lo 288 335
12.550 18.600 17.350
4101 2h0 . 256 = 298 7L 2Ll 265 291 383
-7 12.950 11,000 14,950 20,300 11.L0C 13.900 17.700 25.100
A1c134_,1 250 256 268 365 211 262 293 374

11.950 9.L0C 15.000 18.650 84400 11,500 16,100 21.200
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0 egpectro de rum.n. (Fig. 80) do produto de acetilagso de~
monstireou que os sinais em =2,3l, 3,70 e l1,35% do espectro da AL-16
correspondem a protons vidvoxlicos (Tabela Lz

Que o carbono 5 sustenta um grupo OH se deduziu dos seguln
tes dados:

a». alteracgdo do espvectiro u.v. em presenga de tricloreto de

- L. . o ) . LA - L4
eluminio e em presenga de tricloreto de aluminio mals aeido clori -

drico (Tabela Av,.

do grupo C=0 em 1653 cm—+ {(Fiz. 77) e os deslo

Fy

b. absorg¢ao

camentos desta absorg¢do para inenores freqiié.cias, observados nos es-

>

pectros o derivado trimetilado (1859 cm“l, Flg. ¢1) & ao derivado

triacetilado (1632 em~l, rig. 32).

,.

c. 0 sinal em -Z,L3<¢ (Tabela L2) no esjpsctro de Taielle

(Fig. 78) e o sinal em 7,5bft(Tabela L2) no espectro do triacetato
(

0 deslocamento quimico do sinal simples (2,65 T) repfesen-
tane I protons registrado no espectro de rem.n. (Tabela liZ) e com-
pativel apemas com protons localizados nas posigdes 2',6' em um a=
nel B 3',4',5'-trioxigenado.

4 localizaclo de rupo metoxila na posic¢f@o 3 se baseia
nos resuiiados obtidos dos esnectros de T.m.ne G4 substancia origi
nal (Fiz. 73) e do derivado acetilado (Figz. &8C) e descritos abaixo:

a. a auséncia de sinél representando o proten de OHganC—B,
em tdrao de 0,5 v (Tabela 2).

be 0 sinal simples que aparece em 3,5¢ no cspeetro da subs

A . . ” . - . an =
tancia sofre um deslocamento paramagnetico de 0,77 T. Tal comporta
& o ?
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mento néo é'previgto para wn proton localizadc no cargono %, embora
¢ valor 3,45< em si seja compativel |24].

c. a presenga de vico em M-l3 no espectro de massa(Fig. 79,
quadro L7) & compativel com OMe em C-3 |L3].

Que a posigdo 3' sustenta uma fungdo hidroxila fica eviden
te, tambem, da compara¢foc dos espectros de r.m.ne. (Tabela [i2).,em fa
ce dos deslocamentos paramagneticos verificados para as bandas refe
rentes aos protons em 2',6'. Conseqﬂeniemente, a posigéo 5! deve ser
ccupada por um grupo metoxila.

Ja que o espectro u.v. de Tlavenas (incluindo flavonas

-
3-oxigenadas) contendo um sistema Qrio~dihidroxzi no anel B revela
um deslocamento batocrdmicc de 12-30 nm da banda I em presenga de
acetato de sodic + acido bborico |51, que n%c foi observado no c¢aso
presente, a posigao L' também deve ser ocupada por wm Erupo metoxi-
la (Tabela 43). Inalterag¢do do espectro em presenca de acetato  de
sodic tambem revelou auséneia de CH.em L' e 7' (Tabela 43). Alem
disto, comparagao dos espectros obtidbs apos adigao de tricloreto
de aluminio e tricloreto de aluminio mais acido cloridrico  apoiam
esta dedugio. O deslocamento hiposocrdmico da banda I observada(Ta
bela L3). Toi de 9 nm, enguanto o previsto seria de 30-40 nm  |5].
Alias, a oxlaianina B (CAXXVI) comporta-se Ge maneira analoga em re
lagao a AL-16 (Tabela 43), sendo tambem de 9 nm o deslocamento hi=
PsoérSmic0constatado. Disnte déstes resultados o anel A deve ser'
dihidroximonometoxilado. |

C espectro de massa (Fig. 79, Quadro 47) corroborou ‘com

estas dedugles atraves dos picos em m/e 181 (CXXXVII), m/e 182
(CXXXVIII) e m/e 183 (CXX{TX).
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CXXXVI
OH . '
oMe MeQ o Me o MeQ
= 3 =
azc \ OMe HO CQE; H e=p WO
OH OH

CLZXVII CXXXVIII CAXLTIX

n/e 181 | n/e 182 - w/e 183
6% 5% 5%

O conjunto de dados aludidos permitiu, portanto, formular

a estrutura parcial (CXL) para a substlncia natural em analise.
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A freqiiéneia do sinal simples em 3,46 T no espectro de rm.n.
& compativel com um proton em C-8 para anel & gue sustenta um grupo

Gl na posicdo 5, conforme ja referido. O deslocamento déste sinal

)

&0 .se passar pora o espectro de r.m.n. do acetato esta

W

NQ w
,\J.\J [

para

IS

em acdrdo com esta proposicio.

Alias, a instabilidade da substdncia em meio alcalino reve

- lou-se concordante com wm sistema 5,6-dihidroxi (Tabela 43).

Conforme esperado as metila¢Oss de AL-1l0 e de 3',5,5'-tri-
hidroxi-3,4',6,7-tetrametoxiflavona (CXLI) forneceu wn mesmo produ-

to CXLII (quadro U8).

L 4

Quadro 4C.
Metilac3o da AL-16 e da 3',5,5'~trihidroxi-3,4',6,T7-tetra~-

metoxiflavona.

AL-16, CXL
Me, S0, | ) e, 50,
14
X_co
K,C0, o ,C0;
e |

Assim, surge a AL-18 como sendo a 3',5,6-trihidroxi-3L'5',7-

Ltetrametoxiflavona (CXL), substancia inedita que foi denominada apy
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leitrina. Conscqientemente, definiu-se o derivado metilado(al~16Me)

eomo 3',5,6-tri-O-netilapuleitrina (CXLII) e o derivado  acetilado

(4L-164c) como 3',5,6~tri-O-acetilapuleitrina (CXLIII).

CXLIII



Figura 76,

Espectro u.v. da apuleitrina (AL-16) = 3',5,6—tr;
hidroxi-3,4',5', T=-tetrametoxiflavona. .
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Espectro i.v. da apuleitrina (AL-16)

Fase:

Figura 77.



e e — -

o« 1~ . . R -
Q .-y H I o
U v tl...x’,.?t.llﬁv.b.. 2
< & ||ﬂlv. ..
uoo DD
- R
s ] H . > .
gV, =20
H s
Rt
54 e S 2
w.....m.u M‘T .
=9 T
!
. B2
, gk LB
B33 L M;x
¢ w S
o =l o
e Ll lw, T -
Ee E
hJ R
P o |
L ¥y TET
s -
z< = o
452% = ~
TS
e
T : w
=
e
y,....!wil
2!
=
" Ba .
~ =X w
ot
) W- .
w - i -
% ! o
4 . .
< -
z o R
w
o
|
I
A N
O ! o
w a
[ 4 0
~ | gl
oM, e
] m” __ e
@ X o
u @, S =
< 1 . Mc
. P A(M..» o
\ ;WH ~
g :
w s
o
-
“ M
: ¥ .
-4 2
J. o
a N,
\
'
%
N
2 %
a o ~
o

Figura 78.

Espectro de r.m.n. da apuleitrina (4L-16) = 3',5,6-trihidroxi-3,4',5',7-tetra

metoxiflavona. Solvente: CDCL3,
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Figurz 81. ,
Espectro i.v. da 3',5,6-tri-O-metilepuleitrina (AL-16Me) = 3,3',4',5,5',6,T-heptzmetoxi
flavona. ‘

Fase: KBr
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Quadro LT. - .
' Caminhos principais de fragmentagao da apulei -
trina (AL-16)=3',5,6~-trihidroxi-3,L',5',T-te

trametoxiflavona no espectrometro de massa.
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ot
OMe

@Me

/e 181(6%) we 182(5%) m/e 183(5%) m/e 208{24)

- Me

+
OMe

oM Co OMe
B | ? o
m - L 4@ B
Meoce=C Y

m/e 165(5%) m/e 193(24)

+

MeOC=C

Quadro L7. i
Continusgao
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AL-194.

Os espectros u.v. (Fig. 83), i.v. (Fig. 8L), de Talloile
(fig. 85) e de massa (Fig. 86) revelaram a estreita semelhanca des-
S, -~ o r . X
{a substancia com as ja descritas.

A formulagdo parcial CXLIV resulta da snalise do espectro
de r.m.n. (Tabela Ll}) e do péso molecular 360 indicado pelo espec-

.

~ tro de massa (Fig. 86, Quadro Li9).

r H
Sl
Oy =
] - 30Me
CXLIV

4 confirmagao do hﬁmero de grupos hidroxila foi obtida pe-
la comparacdo dos espectros de r.mene da substancia natural e do a=-
cetato dela derivado (Tabela Ll). |

Os deslocamentos quimicos 5,62'e é,S&rc das duas bandas com
constante de acdplamento 243Hz caracterizaram 2 protons nas posi=-
cdes 6 e 8 fespectivamente. Conseqlientemente, as posicles5e7 sdo
oxigenadas. Que a posicdo 5 sustenta uma funcdo hidroxila eviden -
cla-se dos seguintes dados espectrais: | |

a. alteracdo do espectro u.v. em presenca do tricloreto de
aluminio (Tabela L5).

b. posigdo de absorgdo do grupo C=0 no espectro i.ﬁ;
(1550 cm‘l, Fig. 84) e o seu deslocamento para regiso de menor ener

gia no espectro i.v. do acetato derivado (1638 em~1, Pig 87).
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Tabela L. )

Espectros de r.ne.n. da 4L-194 e AL-ll} e seus derivados e

da AL-12.
Substaneia| Ol w6 | H-8 | B5' | H-6' | OCH; |0COCH;
AL-194 -2,16 3,62 3,50 3,27 2,73 6,02 -
1,95 a a a a- 6,13
L,05 J=2,3 J=2,3 J=8,7 J=8,7 6,13
AL~1GAAc - 3,25 3,35 2,96 2,l2 6,09 7,55
ou ou d d 6,12 7,70
3,55 3725 J=8,7 J=877 6;35 7180
d d
J=2,3 J=2,3
Al -2,2L - 302 3,26 2,76 6,00 =
| 2,02 : a 4 6,00
Li,16 J=8,4 J=8,4 6,09
L1456
AL=1liAc - - 3,20 2,98 2,17 6,09 7,53
' d d 6,09 7,65
J=8,6 J=3,6 6,35 7,68
H<3! H-61 ‘
AL-12 =2,35 | 3,63 3,56 3,41 2,73 6,10 -
2,10 a a 6,17
o L,72 J=2,0 J=2,0 6,17
AL-12Ac - 3,26 3,41 3,16 2,65 6,13 7455
a d 6,13 7,66
J=2,6 J=2,6 6,39 7,78




Tabela 5.

Espectros u.v. da AL-194, em meio neutro e com aditivos.

. Aditivo MeOH MeOH MeOH MeOH
, >\ max A max >\£18X max
- 230 - 260 300 335
10.650  11.250 5.300 6.700
NaOH 265 260
10,900 11,500
NaOH+HCL 255 290 320
| 11.150 5¢250 3,900
AcONa S 238 255 | 300 335
| 9.000  11.400 1,800 64350
Ac0Na+H3303' 233 . 260 29 33
T 26,200 . 9.850 - 3.900  6.300
A1013 - 268 200 . .360 Lo00
12.750 3,750 - 5,700 9,1450.
A1C13+HCL 270 300 33l 385

11,000 3,750 1650 11950
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-

c.'sinal em -2,46 7 (Tabela Lli) no espectro de r.m.N.. &
banda simples em 7,55 T (Fig. &8, Tabela ll}) correspondente a um

£TUpPO OCOCHB er 2-5 no espectro do acetato apoia esta deduczo.

Asduas bandas duplas restantes (J=8,7THz) foram correlacio
nadas com 0s prbtons em-5',6' por simples comnaragio de espectros
de r.m.n. (Tabela Lli). Tais sinais demonstram compértamento idén-
tieco aquele observado na apuleisina (4Ll-1l)). Em face disto,o0 anel
B sustenta fungdes oxigenadas em 2',3',4'.

A localizac8o de uma fungdo oxigenada na posigao 3 foi
evidente, ja que os espectros de r.m.n. ndo revelaram nenhuma Ean-
da simples representando 1 proton na regifo catre 5,20 e 3,50 T .

0 espectro de massa (Quadro 119) & favoravel d existéneia
de um anel A monohidroximonometoxilado e um anel B dihidroximononme
toxilado.

Que a posigao 3 contem um grupo metoxila coneluiu-se das
segulntes observagOes: | ‘ |

a. a banda I, isto &, a banda que anarece em regifo de me
nor energia do espectro u.v. tsn o seu maximo resistrado em 333nm.
Ora, flavonas com un grupo OH na posigdo 3 ostentam a banda I -en-
tre 354-387 nm, enquanto. aquelas que contém um Ole nesta posigZo
revelam a banda referida entre 330-359 nm |5].

b. a auséneia de sinal em tdrno d&e 0,5 T no espectro de
TeMellee

c. presenca de pico em M-L3 (Fig. 86, Quadro L49) no es -

pectro de massa. \

Com os argumentos lancgados pode-se propdr a formulagdo par.
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clal CXLV.

— 2H

L. 2Me

A existéncia de un sistema orto-diOi no anel B foi deduzida
dos espectros u.v. em presenga da acetato de £bdio mais acido Dbori-
co, em presenga de tricloreto ¢z aluminio e tricloreto de  alufinio
mais acido cloridrico e da instabilidade da substircia em meio alca-
lino (Tabela l5). Assim, a posigdZo 7 e ocupada por um grupovmetoxi-

1

[t

O sinal correspondente a proton de grupo hidroxila que apa-
rece. en 1,95t indicou a existéncia de tal grupo na posicgdo 2'. A
presenca de picos intensos em M-17 (52%) e M=31 (32%) no espeétro de
massa confirmou esta atribuigdo (Quadro 49). Alias, inalteraggo dd
espectro u.v. ntilizando acetato de sbdio como aditivo & favoravel'a
presenga de ...pos metoxila em 7 e L',
~ Conseqlientemente, a estrutvra da AL-194 define-se como
2',3',5-trihidroxi-3,4",7-trinetoxiflavona (CXIVI), substancia nova
que foli denominada apuleidina. Sendo assim, o seu acetato derivado
deve ser formulado como 2',3',5~tri-O-acetilapuleidina (CXLVII).

Neste ponto, merece consideracgo a absorgio em deslocamento

quimico relativamente baixo, isto & 6,35%t,correspondente a um grupo.
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" om
%
H [ N O
MeQ. O Z
llIID(DMe
OH © OAc O
CXLVI CXLVII

metoxila no espectro de r.m.n. da 2',5',5-tri-C-acetilapuleidina

(CXLVII, Tabela Ll1). Esta substéncia ofercce a onortunidade de dig
cutir tal dado, embora n3o0 seja a unica déste trabalho que  re¥ela
¢ fendmeno. Parece 1licito admitir ¢ue em todos GsTes €aS0S O grupo

metoxila em li' localira-se no cone d¢ prote¢fo do grupo C=0 da ace-

toxila em 3' como figur. o em CXLVIII.

CXLVIII
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ihidroxi-

19AAc) = 21,3',5-tr
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3§o ~ 100
359 | ';5
s 10
343 52
329 32
317 20

Quadro L9,

Caminhos principais de fragmentagao da
apuleidina(AL-194)=2',3',5-trihidroxi-
‘-3,&',7-trimetoxif1avona no espectromg
“tro de massa, -



m/e 167(1LL%)

MeQO gl o]
. ‘O\ 1
~Q

OH
e 166(8%)

Quadro L9. -
Continuagao,

w/e 19L(27) -

v
agel’t

Hflllﬂfﬁ)
2L :

MeOC”

we 179(2%)
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AL=19B |
A natureza flavonica desta substancia foi deduzida dos eg
pectros u.v. (Fig. 89), i.ve (Fig. 90), de re.mene. (Fig. 91) e de
massa (Pig. 92, Quadro 50). |
Os espectros de r.m.n. (Tabela L6) e de massa (ﬁésd molecy
lar LOL, Quadro 50) foram utilizados para langar a formulagfo par-

cilagl CXLIX.

— 3H
| 20H -

L. 50Me

CXLIX

A estreita semelhanga desta substancia com a apﬁleitrina
(AL-16) ficou evidente medianté simples comparagac de espectros, en
tre &les os de r.m.n. (Tabela 48). ,

Comprovou-se 8 presenga de 2 grupos hidroxila atraves de
comparacio dos esnectros de wr.m.n. da substincia original (Fig. 91)

e do acetato dela derivado (Fig. 93).

A auséncia de fungdo hidroxila nas posicgdes 3 e/ou 5 foi
concluida em vista dos seguintes argumentos:

ae. inalteragdo do espectro u.v. por adigZo de tricloreto
de aluminio (Tabela L7). ZBste resultado experimental revela auséne
~cla de grupo OH em C-5 e em C-3. | v

bv ensalo negativo com FeClz aquoso a 10%.



Tapela L6,

Zspectros de r.m.n. da AL-19B, AL-16 e seus derivados

acetilados. Solvente CDCl;. Deslocamentos quimicos em

unidades .

Substinecia| OH

B-Z!

CCH,, -

QC OCHB

AL-19B 3,90
| 1,20

. AL-19BAc -

AL-16 =2 ,13
3,70
11,35

AL-16Ac -

3125

3,45

3,08

2,68

J=2,1

2. ,6“.

5,97

6,02

6,02
5,08

6,13

6,07
6,07
6,10
6,10
6,13

5,99
6,01
6,05
6,12

6,07
5,07
6,07
6,18

7,65

7,65

775&-
7,63
7,68
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Tabela 47.
Espectros u.v. da AL-19B em meio neutro e com aditivos.

o )\MeOH | MeOH >\31e0H 1eOH
£ditivo ma max max mnax
- 236 . 270 %30 -
11.550 - 8.750 11.200
NaOH 253 293 340 -
13.800 11.450 9.600
NaOH+IICL 236 267 230 -
' 10.450 8.100 12.550
AcOllg Z0 2ho 295 332
12.550 12,150 11.700 10.350
I 12.000 8,500 + 12.800
81C15 . 235 270 330 -
‘ 11.800 344,00 12.850
A1013+HCl : 275 270 330 -

10.750 T+900 12,300
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c. & posicdo de absorcdo do grupo C=0 no espectro i.v.

(1620 cm‘l, Fig. 90) revela auséneia de grupo OH em C-5. Conforme

Ja feierido, flavonas «ue sustentam grupo OH  em C-5 revelam a
absor¢do carbonilico em tdrno de 1653 cm=l,

d. posigdo de absorgdo (1629 cm=1, Fig. 94) do grupo C=0
pironico no derivado acetilado em comparacgfio com a absorcic domes
mo grupo (1620 em~1) na substancia original.

e. auséncia de sinal em campo baixc do espectrb de Tdede
(Fiz. 91).

f. auséneia de sinal em tdrno de 7,50 T no espectro de

»

reme.n. do derivado esetilado il-19B4c (Fig. 93).

4 bpanda representéndo dois protons qus aparece na regifo
correspondente a absorgio de protons sromdiicos o espectro  de
r.m.n, so (Tabela L&) pode ser atribulda aos hicdrogénios équiva -
lentes entre si localizados nas posigles 2' e 6' Co anel Bs Ja2 o
espectro de T.m.h. Gu produto de acetilacdo (AL-19Lic, Fdg. 93) og
tenta 2 bandas duples (J=2,1Hz) represcntando tais protons: BHsta
modificac¢do da felg¢do espectral revela substituigfc assimetrica
no snel B. Para setisfaéer esta exigéneia temos 2  possibilida=
des estruturais (CL, CLI). Comportamento analogo constatbu-seodn-

a &L-16 (Tabela }6).

OH OH
OH _ OMe
@ OMe | @ OMe '

CL . CLI-
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4 ansiacia de sistema 3,4', orto e/ou pars-dihidroxilado

foi deduzida da estabilidade da substancia em meio alcalino (Tabe-

la 7). Confirmaclo sdicionsl da auséneia de sistema orto-dihidro

vilado foi obtida da inalterac3o do espectro u.v. em presenga de
acetato de sodio mais acido borico (Tabela Li7). Conseglientemente, o
sistema 3',L'=dihidroxi-5'-netoxilado foi excluido do campo das
possibilidades e o anel B da A1-198 define-~se com 3'=hidroxi-4',5'~.

~dimetoxilado (CLII).

O espectro de massa sugeriu -ainda para a substineia en es-
tudo um anel A monohidroxidimetoxilada em vista de  comparecimento
de picos em m/e 197 (3%) e mfe 196 (2%), compativeis com os frag -

mentos CLIII e CLIV, respectivamente ({uadro 507 . ,

H— . o
HO ==
HO A

2Me0 2Me0 J X Oyt

cLzv. ©

P ey 97 e o .
Heste ponto, admitiu~se a possipilidade desta substancia

possuir o mesmo padrdo de oxigenagdo da apuleitrina (s1-16). 3Ista
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~ hipotose Toi, confirmada. C produto de metilag¢io da 41~19B com dia
zometano revelou-se idéntico ab produto de metilagdo da apuleltri-
na (AI-16) com sulfzto de dimetila e desmetilac3o seletiva da
4I~198 forneceu AL-16 ('andro 51).

Quadro 51.

Transformag¢des quimicas com a AL-19B e AL-16.

H
Me
OMe M
eZSOh ] )
KﬁZCO3
| I
Apuleitrina !
f OMe :
! - OMe
t oY
Me /\/O\ Me
HC1 70% OY A
MeO Xy~ OMe
Me O
A

CH N,
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'Ja que a auséncia de grupo hidroxila nos atomos de carbo-
10 3 e 5 p6de ser deduzida, estas posigSes sustentam grupos metoxi
la. Bm face disto, duas possibilidades estruturais poderam ser for

muladas para a AL-19B, CLV e CLVI.

OMe O
CLV,R=H
CLVII,R=Ac

A estrutura CLVI foi afastada do campo das possibilidades
em,basé dos espectros de r.m.n. da substancia original e do seu de
rivado écetilado.o sinal simples correspondente ao_prbton em C-8
agparece em 35,25t no espectro de r.m.n; da substgncia<ndginduﬁbd%9
e .em 3,23t no espectro do derivado acetilado (Tabela‘u6). Bste com
portamento revela-se incompativel com a presenca de grupo OH emC-7
(CLVI), posi¢d3o que mantem relagZo orto com base no proton em fo=-
co. A situacao estrutus. gxpressa em CLVI seria revelada por des-
locamento paramagnético do sinal que representa o H-8 ao transforf
mar o érupo OH em acetoxila por acetilagzo.

Conseqlientemente, a estrutura da 3',6-dihidroxi-3,4',5,5', 7=

-pentametoxiflavona (CLV) foi proposta para a AL-19B. Esta subsﬁég :
cia foi denominada apuleirina. Assim, o derivado acetilado define

{ se como 3',6-diacetoxi;3,u',5,5',7-pentametoxiflavona (CLVII).



e

RO

t

PO ,_,._.«.,_.t _.__.4_.5 KNP

Figura 89.

Espectro u.v. da apuleirina (AL-19B) = 3',6-dihidroxi-
2,41,5,5', T-pentametoxiflavona.
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AL-22.

Bsta substincia foi classzificada como pterccerpano em vis _
ta de seus espectros no u.v. (Tabela &8) ]76{, no i.v. (Fig. 95)
|76, 77| de r.m.n. (Fig. 96) |76, 78, 79, 8C| e de massa (Fig.
97, Quadro 52). O espectro de massa sugeriu, através da massa do
ion molecular(M*350), substitui¢3o por uma unidade metilenocdioxi
¢ soldadura com um anel 2,2-dimetileroménico. Zsta Gltima feigzo
estrutural foi a razzo do pico base em M-15, causado pela forma -
géo de um ion benzopirilio (Quadro 52) oriunda ¢a perda de um ra-
dical metila da por¢Sc croménica de molécula. Formulou-se, assim,

I 4

a estrutura parcial CLVIII.

LH

. CLVIIT

Tabela 48. |
Bspectros w.v. da AL-32 ¢ 4l-Z2H, em melo ncutro e com
adigao de hidroxido de sodio.

AL=32 AL-%2H
i \ BtOH It0H BtCH 0" StOH £t0H
Aditivo } nax >\max >\max Na8x mex max
23¢ 250 308 230  2d¢ 3C0
- 111, 00C L}.2C0 L.o0 12,750 6,000 6.550
NaOH 230 90 308 c 22T 280 317

25
114,000 4.200 L.oo  28.650 6.750 7100
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A ‘evidénecia de uma estrutura de pterocarpano era clara ,
inclusive também porque outros esqueletos fundamentais que contém
aatureza flavanica tais como CLIX, CLX e CLXI nZ3c podem estar prg

sente na AL-32, o que scra demonstrade a seguir.

30N YW

CLIX CILX

As estruturas CLIX e CLX foram excluldas em vista da ana
lise do espectro de massa (Fig. 97, Quadro 52). Fragmentagao tipo
retro-Diels~Alder destas estruturas forneceria os fragmentos CIXII
e CLXITII que seriam representados por picos abundantes. Unindo
os diferentes substituintes, seja a um,seja ao outro dos fragumen -
tos, calculam-se os valores da Tabela 49. Eicos.em n/e 173 (19%)
e 185 (12%) de fato ocorreu no espectro da AL-32, mas n3o  podem
ser atribuidos-aos fragmentos correspondentes CLXII e CLXIII pois
o anel Z,Z-dimeﬁilcroménico ndo pdde estar ligado ao mesmé tempo
aos aneis A e B (Tabela 49).

Em apdio a nossa formulagdo de fragmentagao de aneléyaﬁi

metileroménico cita-se o exemplo do aeido robustico (Quadre  53)
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|81] e em apdio & formulacio de fragmentos retro-Diels-aAlder  do
heterociclicos cita-se o exemplo do mopano (Quadro 54) |98].
Por fim, a estebilidade do ion molecular(Mt - 35C,50%) da

AL-72 e do ion M-15 (/e 335,100%) favorece: a netureza pterocar-

panica da substineia em estudo.

Ot wd
A § -
& il B
-t
CLXII CLXIII
CHO C.HO
Tabela L 76 36
abela 49. 106 118

Fragmentos correspondentes aos ions CLXII e CLAIII
substituldos no espectrdmetro de massa.

CLXII CIXIII

| .

Substituintes m/e % m/e | %

-0CH- O 150 - 162 2
Me

Me 188 - 200 -

Me
173 19 185 12

Cpép

0 espeétro de r.m.n. (Tabela 50) exclue a estrutura tipo
cianomaclurina CLXI |82|. Tal substancia apresentaria sinais em
4,30 4,70 e 7,80T correspondentes aos protons H-6, H-12 e os 2K
do carbono 13, respectivamente. A numeracio utilizada & a propos-

‘ta por Seshadri e colaboradores |82].
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Quadro 53,

Caminhos principais dé& fragmentag3o do acido robustico

no espectrometro de magsa.

+
<
[
+
ey
i
)
/
t
o
.//
3
A}

. O L3S
SO G )
X Cx ﬂ/ Me,

OMe =0 om(%b
m/e 217(95%) n/e 232(15%) /e i48(12%)
quadro 5..

Fragmentagdo retro-Diels-Alder do ac.ano no espectrd-

MeQ ES
T
o—H

oH
n/e 152(3,5%)

metro de massae.

m/e 192(100%) -
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0s esnectros de r.mene. (Tabela 50) da AL-32 obtidos em
CClh (Fig. 96) e CH5CN (Fig. 98) como solventes, permitiram averi
guar confirmagdo para o anel 2,2-dimetilcroménico. atraves da
comparagdo com espectros de outras substéncias que contém o mese

mo sistema (Tabela 51).

Alem dos sinais atribuidos aos prbtons do anel croméni-
co, cénstatou-se ainda a presenca de mais 2 bandaS(huﬂakaﬁ,6H@ :
e 2 simples, na regifio de absorgdes de protons aromaticos, repre
sentando um proton cada uma. Consegilentemente, a substéncia de-
ve conter ainda dois protons que mantém relacio orto e prbtogs
que mantém relac3o para, alem do grupo metilenodioxi representa-
do pela banda que aparece em 4,07 T (Fig. 96 , Tabela 50). Em fa
ce disto, U estruturas alternativas pudersm ser formuladas com
base no fato que todos os pterocarpanos conhec_dos sustentam fun

gbes oxigenadas nas posig¢Ses 3 e 9 (CLXIV, CLAV, CLXVI e CLXVII).

Destas, as estruturas CLXIV e CLXV foram eliminadas,
pols exigiriam que os sinais em campo mais baixo do espectro de
remen. f8ssem simples e nio duplos (J=8,6 Hz) como acontece. Bs-

tes sinais seriam devidos no CLXIV a H=7 e no caso CLXV a H-1l.

Para decidir entre as duas possibilidades restantes ten
tou-se recorrer ao espectro de massa. Entretanto, a localizacio
dos substituintes nos aneis A e B ndo foi possivel pois, como dg
monstrado préviamente [50|, o fragmento mais abundante pode ser
formulado envolvendo o anel A (CLXVIII) ou B (CLXIX), embora o

pico em m/e 175 (L%) seja compativel com um anel B sustentando
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Tabela 50, _ ,
Espectros de r.me.n. da AL=32 obtidos em CClu e CHBCN.

H T banda JyHz T | banda JyHz
H-1 2,76 a 8,6 2,80 d 8,6
- H-2 3,48 d 8,6 3,58 a 3,6
H-7 3,31 s - 3,19 s -
H=-10 3,58 s - 3,62 s -
H-L! 3,34 d 9yl 3Ll d 10,3
=3 L,L8 d 954 L,z8 a 10,3
H-lla 4,58 d 6,0 ly,6C d L3
H-6eq 5,63 m - 5465 m -
. a a A'
5493 6,00
H-6ax 6,18 6,17 m -
m - a '
H-6a 6,73 6475
| 0CH,0 4,02 s - Uy13 s -

0-CMe, 8,50 .8 - indet.
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Tabela 51.
Deslocamentos quimicos e constantes ¢e .coplamento das

absorgOes correspondente a anel 2,c-u.metileromeénico.

Substancia H-4' J,Hz H-3' JyHz O(l'}} ey ] Ref .
Al=32 (C01u) 5,3“ 9;“ M,MG 9,h 8,55 -
Ichthynona 3,21 10,0 Ly29 10,0 8.l 59
Jamaicina 3,20 10,0 4,28 10,0 8,51 59
Ichthynol 3,32 10,0 L,40 10,0 8,50 59
Piseidol 3,31 10,0 4,31  1G,. 8,52 59
Toxicarol 3,30 10,0 L4y 1U,u 3,52 34
Robustona 3,28 10,0 4,40 16,0 8,54 85
Aeido robustico 3,42 10,0 4,21 10,0 8,504 85
Robustina 3,40 10,0 4,15 10,0 8,49 85
Chandalona 3,29 10,0 L,40 10,0 8,55 86
Warangalone = 3,23 10,0 4,35 10,0 8,52 86
gscadenina 3,11 10,0 14,28 10,0 3,52 86
Lodrocarpina 3,46 10,0 L,22 16,6 8,51 86
sorbifolin 3,38 10,0  L,44 10,0 8,52 87
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o grupo metilieonodioxi (CLXX) também o & com o anel A (CLXXI).

- 2H
H
g
MQ pa \ H Me
N
CLXIX
CLXVIII

m/e 185 (12%

m/e 173 (19%)

CHy 2H

M S

| B

I\<¢J

o | >
CLXXI CLXX
n/e 175 (L%) m/e 175(L%)
Como esperado, a interpretagi@o do espectro de massa

(Fig. 99, Quadro 55) do tetrahidro derivado da AL-32, o isoflavo
no (CLXXII) obtido por hidrogenag8o calatitica. foi decisivo. 4
fragmentacao tipo retro-Diels-Alder produziu os ions CLXXIII e
CLXXIV em alta abundancia relativa. O grupo 2,2-dimetileromini-
co p6de assim ser localizado no anel A, enquanto o grupo metile-
nodioxi deve ocupar posigdes do anel B. Com éste resultado a es=-
trutura CLXVI tambem foi afastada do campo das possibilidades.

A auséncia de sinal em torno de 5,0T no espectro rmm.n.
(Fig. 100) eliminou uma estrutura flavanica para éste derivado
[831.
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Me
Me
4 o4
il \
H : N
CH, HOP N\~
CLXXIII CLXXIV
m/e 191 (98%) _ m/e 18l (100%)

O espectro i.v. (¥Fig. 101) do isoflavano (CLXXII) reve-
lou auséncia da banda em 1639 em=1 gue compareceu no espectro
(Fig. 95) da substancia original. Conseqgiientemente, esta banda

fol atribuida 4 ligagdo dupla do anel 2,2-dimetilcroménico.

A regifo aromatica no espectro de r.m.n. (Fig. 100) do
isoflavano (CLXXII) mostrou U4 bandas, cada uma representando um
proton: 2 bandas duplas centradas em 3,16 e 3,70T (J=8,6 Hz) e 2
bandas simples em 3,31 e 3,49 .T . Claramente, o deslocamento qui-
mico do sinal em menor campo revela a existéncia de pr6ton que
ndo mantém relagfo orto ou para comkbxigrupos 50|, uma condi~
¢80 que pode ser encontrada sémenté para um H em C-5 de um anel

A oxigenada em C-7. Desde que o sinal em consideragdo & caracte
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rizado por uma constante de acoplamento orto, o segundo H deve

ocorrer em C-G. O deslocamento quimico (3,70 T ) da banda re -
presentando &ste H em C=6 e, compativel com a posigdo, mantendo

relagao orto e para com fungdes oxigenadas. Os protons do anel

B dao origem a duas bandas simples e devem ser para relaciona -

dos. A estrutura CILXXII foi conseqlientemente assinalada para o

tetrahidroderivado da Al=3%2.

A configuracdo 3S para o isoflavano CLXXII foi deduzi-
da da sua curva de dispersdo otica rotatoria (Fig. 102). Esta
curva moétra um efeito Cotton negativo na regifo entre 260 “e
300 nm, em analogia com as curvas de isoflavanés 35 [83| conhe-
cidos qué n3do sustentam substituintes adicional ew C-6 (50|, Sen
do assim a estrutura CLXXV surge para isoflavano descrito acima

como CLXXII sem relacionar a configuragao.

Uma vez que a hidrogenagao catalitica, permitindo pas-
sar da AL-32 ao isoflavano CLXXV ndo afetou C-3 desta ultima, de
ve a AL-32 possuir configuragdo idéntica no C-6s. Na  razoavel

suposig¢do que os anéis heterociclicos estejam unidos por uma
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fungdo ¢ig resulta para Al1-32 a configuragfo 6aS, 1llaS incorpo
vada na formulag3o CLXXVI. Utilizaglo de modélo para jungso

.rans revela forte icusho |{78].

Confirmagéo)da estrutura resulta de tddas as caracteris-
ticas de espectro de r.m.n. (Fig. 96). Os\valores dos deslocamen~
tos quimicos observados (3,31 e 3,58 ©) e esperados (3,33e3,60T)
|78] para os singletes devido aos protons em C-7.e C-1i0 est@o em
execelente acOrdo. 4 confirmagdo da configuracdo absoiuta foi ob-
tida através da curva de dispersdo Otica rotatoria (Fig. 103). Es-
ta curva revela, entre 350-220 nm, precisamente o curso esperado

para 6a(s),1la(S) pterocarpanos {881 . _



pe

Ty

s

arplna (AL-32)

Espectro i.v. da leloc

Figura 95.

KBr

ase



Figura 95.

ESpectrQIQe’r.m.n. da lelocarpina (AL-32).
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Figura 103,

Dispersao
Solvente:

étiéa rotatdria da leiocarpibé (AL-32)

Etanol (0,196 mg/ml).
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/e 162(2%)

+OO"
/e 173(19%) |

/e 183(12%)

ol

~ Quadro 52. o ' .
: Caminhos principais de fragmentagao da

lelocarpina (AL-32) no espectrometro de
massa. '
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Ale=lT.
As constantes fisicas indicaram tratar-se do B-sitoste-
rol (CLXXVII). Comparagdo direta com amostra auténtica confirmou

esta identificag@o.

HO

CLXXVII

AM-114A,
As constantes flsicas e o espectro i.v. (Fig. 10L) reve
laram tratar-se do (+)-pinitol (CLXXVII1). A identidade desta

substéncia com amostra auténtica foi comprovada.

H

OH
CH H

HO OH H

CLXXVIII
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PARTE UXPERIMENTAL.



PARTE EXPERIMENTAL

Materiai e Metodos

1.

Z2e

3.

Lo

Separagoes por cromatografia em coiuna foram efetuadas utili -
zando silica gel 0,05 - 0,20 mm da "Merck Reagenzien". Para crg
matografia em escala anallitica utilizou-se silica gel G e sili-

ca gel H, seg. STAHL, da "Merck Reagénzien" em camada aelgpada.

Os pontos de fusao foram determinados usando microscopio de &=

quecimento, sag. Kofler.

Os criterios de pureéa adotados foram:nitidez de poato de fusdo
e obtengdo de mancha unica por cromatografia em camada <clgada,
variando-se adsorventes, sistemas de desenvolvimento e revelado
res.

Os espectros ultra-violeta foram registrados no espectrometro

Perkin-Elmer modelo 202, exisﬁente na Faculdade Nacio;al de Far

macia da Universidade Federal do Rio de Janeiro por cortesia Go

‘Dr.B.Gilbert, no espectrSmetro da Unican, modelo SP 700, Unican

Instruments Ltda., existente na Universidade de Brasilia, no es=-

pectrometro Cary,modelo 1, Varian Assoéiates, existente na Uni
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L

versidade de S%o Paulo. Os espectros foram reiistrados em meio ney

two (MeOH ou EtOH) e com a agdo de aditivos. 4 mesma quantidadede

nditivo fol juntada nus duas células (celula referéncia e célula g

mostra). Os aditivos e suas condig¢des de uso sio relacionadas a-

baixo:

De

a. solugdo aquosa de NaOH 20% (1 a 2 gdtas);
b. solugdo de HC1l coneentrado ( d 1, 13). Adicionada em quanti
dade suficiente para neutralizar - solucZo de NaOH usada na

etapa a;

c. acetato de sodio anidro. 32ste reagenie foi adicionado q;re-

tamente nas celulas;

d. acetato de =sodio e heido borico. Apos « veirredura do espec—
Y

tro com as condigdes do item ¢, juntou-se icido borico;
e+ solugdo etanolica de AlClB anidro a 5% ou 10;’.

f+ solugdo de HC1 a 10%. Adicionnda & colucFo contendo 4lCl;

‘usada na etapa g.

Os espectrogs infra-vermelho foram registracos no espectrdmetro
Perkin-Elmer, modelo 137 B, existente na Faculdude Nacional de
Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, por gentileza
do . Dr. B. Gilbert, no espectrometro Perkin-Eliner,modelo 137,
existente na Universidade de S3o Paulo. Utilizaram-se comprimi-
dos contendo, conforme o casoy 0,5 a 1,0 mg de amnostras por
100 mg de XBr. v

Os espectros de ressondncia magnética nuclear foranm varridos

em aparelho A-60 e HR-100 da Varian Associates, Palo 4lto, (a



e

lifornia, U.5.4.. cxistente na uUniversidade Sheffield e na Universi
dadé devSalford, Inglaterra, por cor%esia, respectivamente, do Praf.
Welie Ollis e . Lry . Scheinmann,'no eSpectrSmetro da Varian, modg
1olm-6o, durante sua permandneia em exposic¢do no Lsboratbrio de Qui
rica ée Produtos Naturaia'ﬁa‘?undaggo‘de Amparo a Pesquisa do Esta-
o de 856 ﬁéulo, Universidade de S350 Paulo e no espectrdmetro  da
PerkinsEiMer, modelo RIO, cxistente na Universidade de Sao Paulo.

Coro solvente foraum utilizados,‘éempre‘que possivel CDCLB e CClh’

apenas nos c¢aso%-em que a amostra se revelou insoluvel nestes sol -

ventes e paratverificar a influéncia na freqiiéncia de absorgdo de

bandas, 1ang5q-ée m3o de outro solvente'(FBCCOOH, CgHg CHBCOCHB).
Tetrametilsilano e acetona foram usados como referéncia interna.
Os deslocamentos quimicos foram anotados em unidades 1.(ppm§. Cong
tintes de acoplamento foram dadas em Hz. Danda simples ......... g,

banda dupla eee.... d, banda triplice .......,..t, banda multipla

teseces N

Os cspectros de massa foram obtidos nn espectrometro modelo NMS9
da Associated BElectrical Industries pelo Dr. C. P. Falshaw, por
gentileza Go Prol. W.D. 0llis, Universidade de Sheffield, Trgla-
terra,. Serviram. em todos os casos para determinagdo do plso
molecular e, eﬁ alguns casos, para determinacdo da estrutura

através da interpretagfo do padr@o de fragmentagZo da substéncia.

Curvas de dispersfc otica rotatbria foram registradoé em espec -
tropolgrimetro de Rudolph, para solugBo em etanol, pelo Dr. N2
nes, por gentileza do Prof. W.D, Ollis, Universidaﬁe de Sheffield,

Inglaterra. -
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9. Comparagfo direta entre substancia envolveu determinagdo de pon
to de fusdo misto, espectros no infra-vermelho e cromatografia
em camada delgada variando-se adsorventes, sistemas de desenvol

’

vimento e reveladores.

Isolamento dos constituintes da Apuleia leiocarpa

O tronco foi separado em cerne, alburno e casca. Bstes
foram reduzidos a pequenos fragmentos e submetidos a moagem. Os
pos do cerne (5 kg), do alburno ( 10 kg) e da casca (1,2 kz) foram
extratdos, separadamente, com benzeno en aparciio tipo Séxhlet.
As solugles benzénicas foram concerntradas puiciciciente. .

0 Esquema 1 reswae tais operagdes Gue coiduziram a trés
produtos, assim designados:

AL-1 = noprovcniente do cerac

‘AL-Z

Al-3

provenieacie do alburno

]

Jroveniente da casca.

Extrato benzénico do cerne - dsquema 2

A solucBo benzénica concentrada dos extrativos do 'cerne
(AL~1) deixou precipitar um oleo que foi seﬁarado e que solidificou
posteriormente (0QS ). A solucao remanescente depositou vagarosa-
mente as fragles cristalinas FC-1 a FC-9, que foram separadas por
filtragOes sucessivas. Comparagao das fracdes FC-1l, FC=2 e FC-3,
pof cromatografia em camada delgada de silica, revelou tratar-se
~de mistura de constituig3o idéntica. Estas fra des reunidas(FC-1-3)

foram submetidas a extragdo com acetona quente, resultando uma pgr
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- Esquema 1. °
Operagdes que conduziram a obtengdo dos extratos do cer-

ne (AL=1l), do alburno (AL-Z) e da casca (&L=3).

APULEIA LEIOCARPA

I

CERN& aLBURNO _ CASCA
5 kg | 10 kg 1,2 kg
T ) \
gxtracio wXoragao Extra
coim co.. cao
. L -
benzeilo DeNZe. com
ben-
zeno
{
|
i

[TORTA | EXTRATO lrorTa | | sxraato ltunTa | [ 2xXTRATO
DANZEGICO BINZANICO BENZANICO
Concentragio : Concentracio Concen—
parcial . |trag@o

AL-1 | AL-2
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te. sollivel e usn parte insolGvel. A parte insoluvel, apos cristo-
lizagbes suc. “sivas em acetone, forneceu 1,5 ¢ de uma substancia

gue ol denominaoca AL-11.

. 4 parte solivel, apos evaparagEO da acetona, foi cromato-
crafada el coluna, emprer-ndo-se silica como adsorvente. (Colcta -
ram-se 36 fracdes de 50 i.l cada, usando-se benzeno: acetato ~= etl

la 1:1 como eluente,

A an&lise comparativa das fragdes, por cromatograiia  em

camada fina e silica, permitiu reunl-las nos seguintes grupos:

FracQes 1-2: Estas fracldes combinadas, apds rceristaliza-
S 3 p
¢Oes em benzeno: acetato de etila, forneceram 80 mg de

uma ;ubsténéia que foi chamada AL-12.

Fragdo 3: Apresentou-se como uma mistura de AL-12 ¢ 4l-13.

Fragdes hyii Apos recristalizagdo em benzeno obtive-se

90 mg de AI-13.

I
Fragdes 6-8: Apresentou-se como uma mistura de Al-11, A1-12

e AL-1%,

FragEeg 9-15: Recristalizagdo em acetona Tforneceu mais
500 mg de Al=ll.

Fraqdes 16-29é Apresentou~se como uma mistura de al-1l e
AL— 15 .

Fra¢des 30-36: O material resultshte da reunio destas

fragSes, apbs recristalizagio em acetona, conduziu 4 ob-



- 310 -

tencBo dc 70 mg de uma substancia que foi denominada

Al=-15,

As fragdes eristolinas FC-li, FC=5, FC-6 e 1'C-T foram rey
nidas apos comparacgdo em camada delgada de silica (FC-L~-T7). Apre-
centaram-se como uma mistura das quatro substancias deseritas aci

ma com AL-1l,

A fragdo cristalina I'C-8 foi recristalizada e acetona,
obtendo-se 903,5 mg de uma mistura cristalica ce AL-12, AL-13%,
4I-1) e uma outra substfncia que Toi denoii.ieda .i=183.  Tomou-se
400 mg e submeteu-se d cromatografia em coluna e silica, usanfo-
se benzeno: acetato de ctila 1:1 como elucntc. ios fragles F-1
a F-3 (120 mg) encoitrou-se a AL=16 em misturs con a Alml2. Féze
se recromatografia em coluna de silica e o meswo eluente anterior
foi usado. Recolbieu-ce L6 fragbes de 2 ml cada. s fragdes F-3
a F-8, apos cromatosrafia em camada delgada de éilica revelaran
se idénticas e constituidas principalﬁente de AL-lS. Zstas fra -
¢des reunidas, foram recristalizadas em metanol, obtendo-se 2 mg
de AL-18., O filtrado foi submetido & cromatosrafia em camada del

gada preparativa e forneceu mais 7 mg de AL-13.
A fragdo cristalina FC-9, apos recristulizagOes sucessi
vas em etanol, forneceu mais uma substancia que recebeu a sigla

AL—ll]., L],O ME «

0 Esquema 2 apresenta um resumo das operagoes gue condu-

ziram ao isolamento das substancias deseritac.
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Resumo das operagoes que conduziram 8o isolamento da AL-1l,

AL-12, AL-13 e AL-15.

AL-l
[ogs1 [Fe-1! "c-2| [Fe-3 [Fe-L] Fc-5] [FC-6][FC-7] [FC-B | [FC-9 | |FILTRADO
' : AL-1F
FC-1-3 - FC-L1=T: . Rgcristallza
AL-11, AL-12, AL-13, Egoes de etancl
i
AL-1l, AL-15 AL-10
L0 mg 1
Extragao com
acetona
PARTE PARTE
INSOLGVEL SOLUVEL
Recristalizagoes Cromatografia em s{lica
de acetona Eluente: BenzenosAcOEt 1:1
[F_'WI—ZI [Fi-5] [F9-15; [F 30-36
Recrist. | Recrist.| Recrist. Recrist.
de de de de
Bz:AcOEt | benzeno acetona acetona
AL-11 AL-12 AL-13 AL-11 AL-15
1,5 ¢ 80 mg 90 mg 500 mg 70 mg
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Elaborag@o do 0QS-l (Bsquema 3) permitiu o isolamento de
mailor quantidade de AL-ll. Esta fragdo foli extraida sucessivamen-
te com benzeno, cloroformio e acetato de etila. O extrato cloro -
formico apresentou a'AL_lu deo congtituinte principal. Submeteu
se 1 g déste material a um peneiramento molecular, por cromatogra-
fia em coluna de Sephadéx LH-20 (48 g) gelificada com metanol.Usan
do-se o mesmo'Solvente para eluigdo, coletou-se 10 fragdes de 25ml
cada, as quais foram analisadas por cromatografia em camada delga-
da de siliea. As fragdes 3 e L, constituidas predominantemente de
AL-1l;, foram reﬁnidas e recristélizadas em metanol. Obteve-se as-
sim, mais 53& mg desta substdnecia. O BEsquema 3 apresents um ;ésu-

mo destas operagdes.

Uma parte do filtrado AL-1F (200 ml, Esquema 2) foi subme
tida a concentragao sob vacuo ate um 1/3 do volume inicial. EHsta
solugdo permitiu a separagdo de 3 fragdes oleosas gue foram denomi
nadas respectivamente O=1 (AL=1F), O=2 (AL-1F), 0-3 (AL-1F) e duas
fragdes cristalinas FC-4 (AL=-1F) e FC-5 (AL-1F). O Esquema L resu-

me estas operagdes.

Solubilizagé@o da fragdo oleosa O-1(AL-1F) em metanol a
quenté;’seguido de repouso, pérmitiu separagao em fragles cristali
nas, constituidas principalmente de AL-12, AL-13 e AL-1l4, e um fil
trado contendo em tdrno de 270 mg de material natural. Rste filtra
do foi submetido a peneiramento molecular em Sephadex LH=-20 gelifi
cado em metanol usando-se 6 mesmo solvente como elueﬁte. Foram

recolhidas 1l fragbes de 10 ml cada uma. As fragdes que revelaram
interésse de estudo foram F=3, F-7 e F-8 (Esquema 5).
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Esquema 3.

duziram a0 isolamento de

Resumo das operagoes que con
maior quantidade de AL-1l.
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ﬁsquema L. . |
Elaboragido de parte do filtrado do extrato benzenico do
cerne.
| FILTRADO AL-1F
! (200 ml)
Concéntréqéo a 1/3 do volume
inicisal
| 0-1 (AL-1F)] [S-1 (AL-7F) |
(0-2 (AL-1F) | | | 8-2_(AL-1F)
0-3 (AL-1F) | [8-3 (aL-1F)
FC-Ii (AL-1F) | (8-, (AL-1F) |

FC-5 (AL-1F)] [8-5 (AL-1F) .
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Esquema 5.

Resumo das. operagoes que conduzirem ao isolemento ds
AL-16, AL-1T7 e AL-18.

0-1 (AL-1F) |

Solubilizagao em MeOH, O

:

[Fc1 (o-1) | - [Fe-2_(0-1) | 0-1F (AL-1F)

Cromatografia em

coluna de Sephade -

LH-20
AL-12, AL-13,
AL-1l} !
|
F-3 N | [F-8
Recristalizagaos Recristalizagaos: E'Recristg
Etanol Acetato de etila- | 1izagao:
Eter de petrolseo g Metanol
i
i
i

AL-17 AL-16 | AL-18
30 mg | 2T m 25 mg
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Fracao %: Recristalizacdo em EtOH forneceu 30 mg de AL-17.

13

Fragcso 7: Recristalizagio em acetato de etila-&ter de pe

troleo (2 vé8zes) forneceu 27 mg de AL-16.

Fracdo 8: Recristalizag@o em metanol forneceu 25 mg de
AL-18.

A frag@o 0-2 (AL-1F) revelou-se de constituig@oc semelhan
te a 0-1 (AL-1F) pdr cromatografia em camada delgada de silica(sol

vente benzeno-acetato de etila 2:8).

Solubilizag¢do da fragdo 0-3 (AL=-1lF) em metanol a qugnte,
seguida de repouso, permitiu separacdo de 2 frag6es cristalinas,
constituidas principalmente de AL-12 & ALng, e uma solugao meta -
nolica. Destilagdo do metanol, solubilizacao em clorofGrmio e ex-
tragdo com solugdo aQuosa saturada de bérax conduziu & separagao
de uma fragio solivel em borax e uma fragdo insoliivel. 0  extrato
bérax foi em seguida lavado com CHﬁlB, acidificado com acido clori
drico concentrado e submetido a extrag@o com cloroformio. A solu =
¢80 cloroformica foi lavada com agua, séca com sulfato de sodio
‘anidro e destilada sob vacuo. O residuo solide (1,9 g) foi croma-
tografadc em coluna de silica (60 g), usando-se como solvente ben-
zeno-acetato de etila 2:8. Foram recolhidas 10 fragdes de 200 ml
cada uma.

A analise comparativa das fragdes por cromatografia em
camada delgada de silica perﬁitiu reuni-las nos seguintes . grupos

(Esquema 6):
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Fragin l: lido revelou interésse de estudo, pouca quanti

dade de mi~vura complexa.

Tragdo 2 (347 .6 ug): Recristalizagdo em tetracloreto de

carbono forneceu 129 mg de &4L-19A.

Fragfo 3+l+5: Recristalizagéo em acetona-eter de petrd -
leo fornsceu mais 109 mg de AL-16. No filtrado consta -
tou-se a presenga de AL~19 por cromatografia em  camada

delgada de silica, usando-se cloroformio como solvente.

Fragio §+7+3: Mistura de AL-16 e AL-19B, principalmente.

Fragdo 9 + 10: Recristalizagdo em benzeno foraeceu 22 mg
de AL-19B. |
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Esquema 6. N
Resumo das -operagoes que conduziram ao isolamento da

AL-16, AL-19A e AL-19B.

03 (RECTFY]

L [ Solubilizagao em MeOH,Zl

per o] [R2 (@-3)]  [03F (ARIFY

1. Destilagao do MeQH
2. Dissolugao em CHC1
e __1%. Extragao com Borax’
CSOLUTEL B BORAX ' INSOLUVEL BN BONAX]

1. Levagem com CHCl3

| 2. Acidificagao, HC1

3. Extragao com CHCly

) 80%8 A0 .
CLOROFORMICA .

1. Lavagem com Hao

2. Seco com Na80)
3. DQStilagﬁo

RES{DUO
(1,9 g)

Cromatografia em coluna de s{lica
Solventet benzeno-acetato de etila 1:1

!

-
[F-678] Z_I?_‘ff_—fs%flb]

Fz ] fFBEE)‘] |

Recristalizagao: i

ccyy, S E
at19a | [AL-16 [j%ILTRADO CAL-19B |
Ll.@?.&sJ | 109 mg | F=3+L+5 | 22 mg |

.IAL-19[
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gxtrato benzéaico do alburno - Ksquema 7

A solugdo benzénica dos extrativos do alburno apos concen
tragd@o parcial permitiu a separagio de L fragdes cristalinas deno-
minadas FC2-l, FCa-3 e FCa-l. Cromatografia analitica em camada
delgada de silica (solvente: benzeno-acetato de etila 1:1) permi -
tiu constar a presenga de:

FCa-1 (3,5 g): AL-11 e AL-15;

FCa=2 (620 mg): AL-1l, AL-12, AL-13, AL-14 e AL-15;

FCa~3 (610 mg): AL-1l, AL-12, AL-13, AL-1ll e AL-15;

FCa-l (022 mg): AL-1l, AL-13, AL-1l e AL-15.

Recristalizagdo da FCa-l (822 mg) em metanol forneceu
FCa-LiA (228 mg), constituida de uma mistura de 4L-1l e AL-1ll; sendo
esta ultima altamente predominante e com mais uma recristalizagdo no

mesmo solvente obteve-se AL-14 (218 mg), p.f. 195-1972C. A comprova
¢30 definitiva da identidade desta substa@ncia foi feita por p.f. mis

to e espectrometria no infra-vermelho.

Concentragado dos filtrados reunidos FCa-liA, ate metade gdo

volume inicial, levou & separagao de mais 3 fraQEes cristalinas de-
nominadas FC&-lLAa, FCa-liAb e FCa-LAc. Cromatografia analitica em ca
mada delgada de silica (solvente: benzeno-acetatm de etila(l:1l) re-
velou trata-se de misturas:

FCa-lisa (TlU,7 mg): AL-1ll e AL-15, sendo a primeira predomi

nante; :

FCa=UAb (150 mg): AL-11l, AL-13, AL-1l e &L-15;

FCa=lic (58,8 mg): AL-13 e AL-1li,sendo a segunda predomi -
nante.

G esquema 7 resume estas operacgdes.
-Cromaéografia em camada delgada de sllica(solvente: benze-

no-acetato de etila 1:1) do filtrado AL-2F(£squema 7) sugeriu a pre

senga de AL-1l, AL-12 AL~13 AL-lh AL-15 AL—lé,AL-l7,AL—lB AL-1GA e
AL=-19B (Cromatograma 1).
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Bsquema 7. . ¢oas que conduziram ao isolamento de

Resumo das opera
mais AL-1L.

TAL-Z2
{FCa-l | iFca-2 | FCa-3 FCa-l [?ILTRADO
QJ_LSJ E@Qﬂg | 610 mg| 822 mg _AL-2F

Recristalizagao, MeOH

FCa-LA
228 nmg

Recristalizagao, MeOH

AL-14 | FILTRADO
218 mg| FCa-liA
Concentrageo parcial

FCa-LAa | FCa-LAD FCa-liAc
7L, T mg 158 mg 58,8 mg

FILTRADO
FCa-LAc
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Bxtrato benzéiico da casca - dsquema O

Destilagd@o do solvente organico da solugdo benzénica dos
constituintes da casca (AL-3) forneceu 16 g de residuo escuro.
Aste material foi separado em 2 partes, sendo 3 g submetidas a
fracionamento cromatografico em coluna de silica (90 g). Foram re
colhidas 4l fragdes de 25 ml cada uma, iniciando-se a eluigdo com
benzeno seguindo~se com poiaridade crescente gté cloroformio-20 %
matenol. |

' Cromatografia analitica eﬁ camada delgada de silica per-
mitiu reunir as fragdes em 13 grupos, conforme esquematizado no.
fisquepma 8.; | | ',

Recristalizagdo da F-8-12 em etanol forneceu 130 mg de
4l-32, cristais brancos em forma de placas rétangulares p.f.‘*x
98-1002C. | ’

\

Os grupos de‘fraQSes‘restantes apresentaram-se como mis-
turas complexas e as tentat;ygs de refracionamento n3o conduziram
a resultados satisfatdrios. |

As 13 g restantes foram submetidas a extfaggo com meta~ .
nol originando uma%fraQEO‘solﬁvellé uma insoluwvel. Concentragdo
parcial.da fragdo solﬁvei permitiu a separacio de 280 mg de AL-17.-
Cromatcgrafia em camada delgada de silica (solvente benzeno-aceta
to de etila 1:1) a agua m3e sugeriu a presenga de AL-1l e AL-15,

entre outros constituintes.

Estas operagles estdo resumidas no Esquema 8.



~ Bsquema 8.

Rest o das operagoes .ue conduziram ao isolamento da

AL-Z. = AL-1T.

|AL-3 (16 g)|

e R I ;
' !
jAL-3 (13 g). o (AL-3 (3 g)
. Extragaéo com metanol |
g ; Cromatografia:

o maao - -~

TINSOLUVEL | S0LUGKO METANGLICA |

; sflica (9¢ g)
% L1l fragoes

- @5 m1) "~
Concentracao parcial }
!AL-31 Aijf%k FILTRADO-‘i
» 280 mg AL-11 e |
| ww,______J !
|
|
F-8-12]
~ Recristalizagao
t em EtOH
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Constituinte: da Apuleia leiocarpa e deus derivados.

lleina (Al-11).

Cristais em placas retangulares, 1DVGmente amareladas
(ecetona), p.f. a11~2139c;‘>\%ggH (am) : 250, 315, | 335infl.

MeOH + NaOr
(€ resp. 21450, 12,400, 11.1003; Amax 20 (am): 2y,

MeOH + NaOH + K1 m
)\max y (am); 238, 290

287 (€ resp. 23,500, 1L.400);

MeOH + AcONa

( € resp. 22,200, 12.400); A max (am):  nenhuma altera-
N >\ MeOH + AcONa + HBBO o MeCH
gao; /N max (am) : nerhuma alteragdo; max +

MeOH + AlCl
max 3 (nm): nenhuma alteragao \)may (em=1): 3230, 2038,

1620, 1505, 1558, 1510, 1476, 1455, 1438, 1413, 1347, 1320, 1277,
122, 1209, 1193, 116l, 1142, 1108, 108L, 1059, 1015, 997,98L,899,
881, 839, 823, 811, 7845 RMNT (CDClz): 6,15 (s) 3H (OMe),6,12 (s)
3H (OMe), 6,09 (s) 31 (OMe),, 6,05 (s) 3H (OMe), 6,00 (s) 3H (OMe),
14,55 (s) 1H (OH), 3,40 (s) 1H (Hzi), 3,26 (s) 1H (Hg), 2,77 (s) 1E
(Hg ), 2'oo (s) lH (OH) ; EMs M* LOL (987)3 m/e (B) LO3 (31), 390
(23) 389 (100), 387 (56) 375 (5), 374 (16), 373 (59), 371 (15),
361 (5), 357 (10), 355 (1), 343 (11), 3l (5), 329 (8), 315 (5),

2 (5), 211 (7), 195 (13), 194 (6), 188 (11), 181 (6), 180 (6),
179 (21), 173 (), 168 (5), 167 (51), 165 (5), 164 (6); ensaio de
Gibbs |62] Amax ( nm): 4SO, 690 (A resp. 0,3, 0,27).

Ensaios de cOr: -
AL-11 em EtOH + H>S0) conc.———pamarelo intenso passando
i ‘ .

 a esverdeado & a verde musgo com aquecimento.



Al..11l em EtCH + NaOH aquoso 2% —slaranja-avermelhado pag

sando para laranja palido e com aquecimento verde-claro.

AL-11 em EtOH + Zn'+ HCl—svermelho plrpuro.
AL-11l em EtOH + FeCLB 045% —wnegativo.

Acetilagao da Apuleina.

Apuleina (AL-11, LOL mg) foi tratada com uma mistura de
anidrido acético ( 5 ml) e piridina (5 ml). A soluglo foi aqueci
da por 10 minutos em banho-maria e deixadé uma noite & temperatu
ra ambiente. A seguir, juntou-se gélo triturado e separou~-se” o
acetato precipitado. B£ste foi, entaé, lavado com HCl a 10% ate
a eliminag8o da piridina e, posteriormente, com agua ate pH neu-
tro. Apos recristalizagdes em lrexanu-benzeno obteve-se 3U5 mg de
2', 5'-d1-0-acetilapuleina (AL-11Ac), p.f. 158-1602C, cristais

brancos em forma de agulhas; )\EtOH (nm): 230, 254,308( resp.

211,650, 19.050, 21.450); Y mex (em-1): 291, 1768, 160, 1613,
1565, 1517, 1481, 1475, 1453, 1435, 1L08, 1361, 1339, 1276, 1235,
1208, 1160, 1140, 1105, 1087, 1062, 1018, 989, 971, 929,919, 908,
890, 877, 84O, 821, 796, 7583 RMN (CDClB): 7,78 (s) 3H(OCOMs),
7,68 (s) 3H (OCOMe), 6,31 (s) 3H (OMe), 6,13 (s) 3H(OMe), 6,11(s)
© 3H (OMe), 6,10. (s) 3H (OMe), 6,05 (s) 3H (OMe), 3,36 (s) 1H(Hg),
3,18 (s) LH(Hz1)y 2469 (s) lH(Hg:); BM:M* LBB(T5%); /e (%)
L7l (1T) L8 (58), Ll (23), L5 (25), LBL (50), L30(23),L29(5l),
L16 (13), L15 (69),.LokL (33), 403 (100), 389 (8), 388(30),386(8),
385 (38), 383 (12), 375 (6), 37h (12), 373 (L), 369(5), 359 (T),
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357 (11), 355(11), 345 (8), 23 (1L), 341 (5), 329 (13), 327(5), -
15 (5), 211 (12), 202 (6), 195 (21), 194 (&), 188 (7), 181(8),
30 (5), 179 (22), 168 (6), 167 (65), 165 (6), 153 (12),151(10),
150 (8), 1L9 (8), 130 (10), 137 (8), 136 (6), 135 (5), 135 (5),
123 (6), 122 (8), 109 (7), 107 (6), 105 (5).

AV 1
Ul

g

le filac; do da apulelna.

Apuleina (AL-11,655 mg) em acetona anidra (50 ml) foi .
tratada com sulfato de dimetila (2 ml) e K,COz calecinado (2 g).
A amostra foi mantida em ebuliggo-durante 2ly horas. 4 seguir foi
deixada adqgirir temperatura ambieante e filtrada. Por evaporaddo
do solvente, resultou um residuo oleoso que foi cromatografado
em coluna de silica, usando-se como eluente benzeno: acetato de
etila 1:1. Recolheu-se 4O fragdes de 10 ml cada uma. As fra -
¢des 6-33 reunidas forneceram por evaporacao ui residuo (463 mg)
que, apos recristalizagles em metanol, levou a 2', 5'=di-O-meti-
lapuieina (AL-11Me) (280 mg), pefe 159-160¢C, cristais 1ncolo -

rem em placas retangulares; gggh (am): 245, 220 (€ resp.

532H+N80H (nm) : nenhuma alteragéo;¥)§£§&mrl);
3056, 2930, 1637, 1613, 1570, 1515, 1436, 1462, 1LLT, 1407 1340,
1288, 1271, 1241, 1221, 1201, 1168, 1159, 1ill, 1134, 1106, 1085,
11053, 1031, 1019, 1003, 989, 91, 888, 859, 809, 801, 788, 751,
86, 7275 EM: W' 32 (U6A); mle (%) LBL (9), L19 (5), L18 (26),
L1T (100), LO3 (5), Lo2 (16) Lol (65), 335 (0), 288 (7),387(23),
386 (5), 335 (11), 383 (10), 371 (10), 359 (5), 3U3 (6),273 (5),

211 (T), 202 (8), 155 (6), 193 (5), 187 (&), 185 (5), 179 (9),

23.200, 16.200); A
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75 (5), 1€, (13), 129 (5), 12.]- (5).

dtilag2o da Apuleina.

| & solugdo da cpuleina (al-1l;, L90 mg) em acetona ani-
dra (100 ml) foi tratada com sulfato de dietila (5 ml) e carbo-
nato de potassio caleinado (7 g). A mistura foi mantida en re-
fluxo durante 35 horas. A segulr fol deixaeda adquirir temperatg
ra ambiente e filtrada. Bvaporagao da acetona, sob vacuo, dei-
xou um material escuro oleoso que fol cromatografado em coluna
de silica usando-se benzeno; clorofbrmio(Z:B)como eluente. Fo-
ram colhidas 10 fragdes de 20 ml cada. C combinado das fragdes
1, 2, 3 e 4, apos recristalizagd@o em benzenc, forneceu 21,
5'edi-O-etilapuleina (AL-11Et). Apresentou-se sob forma de agu-
Thas, brancas, p.f. 129-1319¢; ABERY  (am): 247, 320 (g€ resp.
21.700, 16.250); \)%{Pgﬁ (em=1) 2912, 1628, 1605, 1566, 1514,
1479, 1454, 1440, 1409, 1386, 1338, 1274, 1246, 1225, 1210,1147,
1116, 1090, 1049, 1016, 994, 976, 948, 882 811, 791, 749, TUO.

Desmetilacio oxidativa da apuleina (4L~11) a AL-11 quinona.
Apuleina (Bhu mg) foi tratada com HNOB (d= 1,40, 8,6 m1l) e

agitada com bast&@o durante 30 ,minutos com intermitente aqueci -

mento em banho-maria. Apos repouso de 30 minutos em banho de

gélo; juntou~-se agua e extraiu-se com cloroformio. O extrato

cloroformico foi séco com sulfato de magnésio e destilado. O pro

duto dé reagdo (AL-ll-quinona, 210 mg) apresentou-se com colo-

XBr

ragdo laranja intensa, p.f. 120-1309C; max (em=1) 2889,282&;‘
1696, 1660, 1654, 1605, 1542, 1508, 1437, 14,08,1350, 1235-1178,
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1155, 111l, 1c80, 1631, 985, 970, 913, 870, 848, G21, 815.

Redugdo da AL-ll-quinona a 2',5, 5', 6-tetrahidroxi-3, 4', 7--

~trimetoxiflavona (AL-il-quinol).

Al-ll-quinona (210 mg), p.f. 120-1302C, foi dissolvida
em acido acético glacial; Juntdu—se l,OSlg de sulfito de sodio.
A mistura foi aquecida em banho-maria por 3 minutos. Apos res -
friamento nas condigles ambientes, adicionou-se agua e extraiue-
se com cloroformio. O extrato cloroformico apds séco com sulfa
to de magnésio:e destilag@o forneceu 2', 5, 5', 6-tetrahidoxi -
-3, ,7-trimetoxiflavona (Al=ll-guinol), p.{. 250-260¢C; V) §g§
(em=1) 3369-3138, 2912, 2870, 2L52-2235, 1639, 1590,1563, 1475,
152, 131, 1343, 1248, 1238, 1211, 1152, 1106, 1088, 1053, 1012,
978, 939, 913, 390, 883, 831, 819, 809. :

Acetilagdo de 2'y 5, 5', 6-tetrahidroxi~3,4', T-trimetoxiflavo-

nae
0 AL-ll-quinol, obtido como descrito acima e sem puri-

ficag¢8o, foi tratado com anidrido acético (1,5 ml) e piridina
(1,5 ml), A solucéo foi deixada em repousoc por 24 horas e, em
segulda, juntou-se agua gelada.lo precipitado resultante fol se-
parado, lavado com &cido cloridrico a 10% e com agua. Apos seca
gem, foi cromatografado em coluna de silica (eluente: benzeno-
acetato de etiia 1:1). e recristalizado em benzeno, fdrnecen

21, 5; 5', 6~tetra-O-acetilapuleina (AL~ll-quinol-Ac, L1 mg),
' ' EtOH

pef. 210-2159C, cristais brancos sob forma de agulhas; max
KBr
Anm): 230, 250, 306 ( € resp. 15.650, 10.900, 13,0503 max

(em1) 2930, 1778, '161-1-0’ 1633, 1615, 1582, 1515, 1492, 1456, 1410,
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1265, 1352, 1%31, 1297, 1281, 1247-1145, 1109, 1085, 1062,1051,
1021, 999, 962, 938, 918, 905, 878, 846, 831, 822,811; RMN T
(CDCl3): 7,86 (s) 3H (0COMe), 7,65 (s) 6H (2 OCOMe), 7,54 (s)
3H (OCOMe), 6,37 (s) 3H (OMe), 6,08 (s) 6H (2 OMae), 3,16 (s)
11 (Hg), 3,14 (s) 1H (Hg), 2,67 (s) 1H (Hg\); BM: M* 5L (8);
m/e (%) 502 (8), L6L (25), L60 (100), U59 (8), 418 (17)L1T (8),
o1 (7), 388 (5), 387 (21), 377 (5), 376 (26), 375 (25)359(10),
345 (17 ), 231 (5),230(10),195(8),194(8:), 179 (11),167(6), 153(8),
151 (9), 149 (8), 137 (), 135 (10), 129 (5), 122 (8), 115(6),
313 (6), 109 (6), 107 (8), 106 (5), 105 (19), 10L(6), 103(6).

Hidrblise alcalina da 2', 5'-di~O-metilapuleina (AL-1lMe).
AL-11Me (153 mg) e KOH (2,5 g) em etanol (10 ml) e &
gua (2,5 ml) foram mantidos sob refluxo por 8 horas. A solugdo
fol concentrada e, apos resfriamento, acidificada (H3POA 10%) e
extralda com &ter etilico. A solugdo. eterica foi extralda - com
NaHCOz aquoso a 54 ¢ depois com NaOH a 3%. A solugdo em bicarbg
nato foi acidificada e extralda com cloroformio. Evaporagdo do
solvente organico levou a um residuo que, apobs filtragdo em co-
luna de silica (eluente: CHCl3) e cristalizagdo em benzeno-
éter de petroleo, forneceu o acido 2,4,5-trimetoxibenzoico(13,4
mg), pef. 139-1419C, 1it, |67| p.f. L43-1449C, cristais agulhas’
brancas; YV HBE (em-1) 3L00, 3225, 2917, 2851,2713-2336, 1719,
1613, 1590, 1518, 1476, 1459, 1430, 1413, 1372, 1361,1354, 128,
1265, 1232,12%2,1213,1195, 1171, 1082, 1046, 102L, 883, 847, 835,
- 785, 782, 756, 7?&; 719, T1iT,-Tlls A solugdo em hidroxido de



sodio foi acidificada e extraida com clorofiormio. Evaporagado do
solvente organico levou a um residuo que se apresentou como ma-
terial oleoso (19,8 mg). Bste foi fiitrado em coluna de silica
(eluente: CHClz) e depois cristalizado. em éter de petrdleo, re
sultando 6'-hidroxi-2,2',3', L'~tetrametoxiacetofenona, cris-
tais sob forma de agulhas, brancas p.fe 67-699C, 1lit. |90| 70=
71eC; f ggggﬂ (ma): 216, 230, 284 ( € resp. 5.550,&,550,5.1;00);'

Aot ¥ NeOH( Ly 22, 282, 365. (€ Tespe 4,850,2.4100, 2.450);

0 :
E'IZXH ¥ AlC:LB (mU.)3 216’ 231-'-1 290, 305 inf. (E Iespe 6.“00,

5.100, 5.400, 4.600); \)mmaﬁ' (em-1) 3421, 2923, 2857, 163L, 1613,

11585, 1492, Li6L, L3, ik, 1395, 1369, 1274, 1256, 1208, 1157,
1133, 1051, 1001, 979, 933, 875, 86, 830, 775, 743, TOT;EM: M
256 (1u%); w/e (%) 212 (12), 211 (100), 210 (6),196 (6),195(6),
184 (7), 169 (10), 168 (6), 167 (8), 153 (5), 1U9(5), 69 (9).

Hidrolise alcalina da apuleina (AL;ll).

Apuleina (20 mg) e hidroxido de sodio 10% (H,0:  MeOH'
1:1) foram mantidas sob refluxo em banho-maria durante U hdras.
Findo o refluxo - removeu-se o metanol substituindo simulté@nea -
mente por Agua. A solugdo aquosa foi acidificada com acido
fosforico aquoso a 10% e extralda com cloroformio. A solugdo
cloroformica fol extralda com solugdo aquosa saturadavde NaHCO0x
e depois com NaOH aqueso ‘a 3%. A solugdo em bicarbonato foi
acidificada (HCl 10%) e extralda com cloroformio. Evaporagdo
do solvente organico e sublimagdo forneceu o &cido 6-hidroxi =

=243, l=trimetoxibenzoico (rendimento extremamanta hoaivn)l. n. €.
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113-1150c; YEER (em-1) 3323, 3168, 3017, 2872, 2726-2349,1679,
1613, 1586, 1L93, 1L83, 1456, 1439, 1u27; U, 1393,1376, 1360,
1299, 1258, 1225, 1212, 118?, 1175, 1135, 1119, 1093,1034, 1012,
996, 930,890,.8L2,. 816, 803,799, T75, 760, . 747;. Bs M* 5228(L1%);
n/e (%) 211 (15), 210 (100), 196 (7,195 (65),184(30),169 (34,
168 (T), 167 (49), 141 (9), 139 (6), 111 (T), 105 (5), 69 (LO),
66 (1), 55 (5), 53'(18). A solu¢do em hidroxido de sodio  foi-
acidificada e extraida com cloroformio. Evaporagdo do clorofor -
mio e cristaiizéqﬁo do residuo em éter de peﬁrbleo forneceu 6'=

-hidroxi-Z; 21, 3, h'-ﬁetrametoxiacetofenona, pefe 67-6990;U§.

|90| 70-712C, revelado por cromatografia em camada delgada de

silica.

Hidrolise alcalina da 2', 5'-di-O-etilapuleina (4L-11Et).
AL-11Et (4O mg) dissolvida em solugio de KOH em etanol
absoluto a 10% (5 ml) foi mantida em refluxo em banho-maria por
10 horas. O solvente foi removido sob pressdo reduzida, o \resi
duo dissolvido em agua, acidificado e extraldo com cloroformio.
A solugdo clorofdrmica foi extraida com solugdo aquosa saturada
de NaHCOz. A solugéo em bicarbonato foi acidificada e extralda
com cloroformio. Evaporagio do solvente orgénico e sublimac@o
forneceu o feido 2,S-dietoxi-h—metoxibenzbico (2 mg), p.fo 152«
1549, 1it. |67] 155-1569C; VEBE (em~1) 290k, 2862,2638~247l,
1677, 1651, 1610, 1600, 1511, L8, 1379, 1345, 1253,1208, 1110,
109, 1051, 1035, 1006, 962, 9L6, 888, 855, 812, TTL; EM: M'
20 (63%); m/e (%) 212 (6), 211 (11), 196 (12), 195 (10), 194
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(48) , 13l (%), 183 (18), 168 (10), 167 (22), 166 (100),165(72),
w5107, b (22), 139 (32), 138 (13), 137 (23), 135 (12), 128

(6), 125 (15), 123 (23). 122 (5), 119 (7), 115 (6), 111 (32) ,
110 (7), 109 (18), 208 (6), 107 (12), 105 (16), 103 (6) 97(13),
96 (7), 95 (21), 93 (21), 91 (13), 84 (12), 82 (15), 31 (22),
80 (T), 79 (22), T8 (9), 77 (13), 72 (5), 71 (12),70 (15), 69
(29), 63 (29), 68 (9), 67 (29), 66 (9), 65 (13), 6L (9), 63(13),
62 (7), 59 (7), 58 (9), 57 (2L), 56 (32), 55 (65), 5l (9), 53
(31), %2 (15), 51 (22), 50 (16). Evaporacdo dé solucdo clorofor
mica remanescente resultou um material oleoso, no qual foi cons
tatada a presenca de 6'~hidroxi-2,2',3', L'~tetrametoxiacetore-

nona, por cromatografia em camada delgada de silica.

Sintese do Acido 2-hidroxi-3,l,5-trimetoxibenzdico.

Aeido 3,L,5-trimetoxibenzoico (10 g) foi  dissolvido
em cloroformio (100 ml) e &gua (1 ml). Apos iniciedo o refluxo,
adicionou-se vagarosamente uma solucgo de bromo (7,6 g) em clo=
roformio (20 ml). Terminada a adicao de bromo (2 horas), fil -
trou-se a soluggo em carvio ativo e evaporou-se o cloroformio.
0 produto da reacdo, p.f. 120-1359C (11,5 g) foi hidrolizado cam
NaOH 2N (f= 0,9288, 57 ml) em presenca de oxido cuproso(0,177 g),
em refluxo por 7 horas sob corrente de nitrogénio. Findo o re-
fluxo a solugdo foi écidificada. A acidificacao tornou a solu -
¢80 incolor e produziu precipitagdo. O material precipitade

foi separado (10,7 g), p.fe 80-1152C. Redissolugao do  produto
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er agua, tfaaamento com carvao ativo e repouso de duas horas
normitiu separagdo de cristais (2,5 g) que ndo deram coloraczo
com cloreto férrico 5% etanb}ico. 0 fiitrado_foi concentrado
parcialmente sob vacuo. Separou-se mais duas fragbes eristali-
~ nas gque deram ensaio positivo com cloreto ferrico. Recristali-
zacdo em benzeno-&ter de petroleo forneceu o hcido  2-hidroxi-.
-3,l,95-trinetoxibenzdico, p.f. 101-1039C, 1lit. 163) 104-1054¢,
% ﬁfn (em~1) 3395, 2972, 2862, 2532-2505, 164, 1595, 1478,
2, 1411, 1367, 1321, 1268, 1238, 1181, 1125, 1117,1076,1021,
970, 913, 875, 858, 794, T70, T5L, TOL; RMN T (CDClB): 6,15 (s)
3H (OMe), 6,06 (s) 3H (OMe), 5,96 (s) 3H (0Me), 2,85 (s) 5
(Hg), -0,3 (s) 2H (20H); EM: Mt 228 (68); m/e (%) 212 (33),
211 (12), 210 (100), 209 (8), 197 (16),,195 (12),182(20), 181
(10), 179 (6), 167 (52), 152 (20), 151 (7), 19 (7), 139 (8),
121 (5), 111 (12), 105 (11), 96 (6), 9L (10), 81 (6), 69 (8), 638
(8), 66 (T, 65 (5), 55 (8, 54 (5),.53 (32).

Sintese do &cido 2,3,4,5-tetrametoxibenzdico.

Acido | 2-hidroxi-3,l,5-trimetoxibenzoico (35,7 mg), sul
fato de dimetila. (1 ml), carbonato de potassio caleinado = an-
tes do uso (1 g) e acetona (10 ml) foram mantidos sob  refluxo
durante 19 horas.tA acetona fol removida por dest%la§5o e agua
(20 ml) adicionada ao residuo. A mistura foi extraida com clerg
formio. Evaporacdo do solvente levou a um residuo que foi traﬁg
do com hidroxido de sodio a 10% (em Ho0: MeOH 1:1 5 ml). A mis-

tura foi mantida sob refluxo por duas horas, resfriada até a



temperatura gmbiente e extralda com cloroformio. fvaporagdo  do
cloroformio e sublimacdo forneceu o acido (15,8 mg) yp.f.79-819C,
lit. [63] 87-882C, crist=is incolores. \)ﬁgi (em=1) 2398, 2817,
2633-2508, 166U, 1590, 1571, 1483, 1457, 1433, 1LO7, 1393, 1326,
1275, 1200, 1232, 1191, 118l, 112k, 1071, 1025, 999, 965, 926,

867, 811, 783, U3, T22.

Ensaio de isoflavona com a AL-1l.

Apuleina (20 mg) e hidroxido de sodio a 10%  (em MeOH:
H0 1:1, 1,5 ml) foram mantidos sob refluxo por 75 mirutos. O
metanol foi eliminado por destilagdo e substituido por agua si -
multaneamente. Apos resfriamento atée temperstura ambiente e aci
dificacdc com acide fosforico a 104, deixou-se em repouso a 0¢2C
durante uma noite. N3o ocorrendo precipitacdo, embora confirma-
do o pH acido, féz-se a destilagdo com vapor d'agua. Tomou-se 3
aliquotas' de 2 ml cada uma e titulou-se com NaOH O0,0LN ( fator
f=D. Comparagao dos resultados com 05 ensaios em branco revelou
auséneia de acido formico entre os produtos da reacdo f60l.0.n§o
destilado foivextréido com cloroformio. A solucdo cloroformica
foi extralda com solugdo saturada aquosa de NaHCOB. A solugao
em bicarbonato fol aecidificada e extraida com clbrofbrmio. Evapo
racdo do solvente orgdnico e sublimac3o forneceu o acido 6-hidro

xi-2,3,[=trimetoxibenzoico, p.f. 113-1159C.

Desmetilag8o seletiva da apuleina a 2', 5, 5' -trihidroxi-3,4' ,

6,7-tetrametoxiflavona (5-O-desmetilapuleina).

Apuleina (100 mg) e acido cloridrico a 20% (70 ml) fo-
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ram aquecidos em banho-maria por 30 minutos, com agitag¢&@o inter-
nitente. Apos resfriameanto na tempeiatura ambiente e adicdo de
agua, extraiu-se com cloroformio (3 x 50 ml). O extrato clorofor
mico foi lavado com &gus, séco com sulfato de magnésio e destila
do. O residuo apresentou-se como uma mistura da substincia orie
ginal e o produto desmetilado. Este, apos separag¢io por cromato
grafia em camada fina, foi identificado com a 5-O-desmetilapulel .
né por p.f., p.f. misto, i.v. e cromstografia em camada delgada

. analitica.

5-0-Desmetilapuleina (AL-13).

Cristals: sob forma de agulhas alaranjadas, p.f. 228-
2302C (benzeno; )\%g%H (nm): 260, 305, 350, ( ¢ resp. - L0.100,

EtOH + NaOH
15.950, 20.650; >\max (nm): 270, 360 ( € resp. 39.500,
EtOH + NaOH + HC1 : .
7+200) 3 >\max (nm): 255, 298, ( € resp. 37.200,
EtOH + HC1 . . ZtOH * AcONa
26.550) ;3 Amax (nm) : nenhuma alteragZo; max

. EtOH + AcONa +'H3Bo
(nm): nenhuma alteracfo; A max

EtOH + ALCl
nax

3 (am): nenhuma al

teragio; )\ 3 (om): 267, 31, 357 ( € resp. 37.800,

17,100, 13,000); \>§§§ (em~1) 3458, 2951, 288L, 1658, 1631,1600,
1563, 1508, 1493, 138L, 1358, 1300, 1279, 1271, 1258,1238, 1163,
1117, 1099, 1065, 1028, 999, 986, 950, 915, 908, 89, 843, 823,

810; RMN T(CDC1z): 6,12 (s) 3H (OMe), 6,07 (s) 3H (OMe),6,0l(s)
'6H (20Me), U,67 (g) 1H (OH), 3,47 (s) 1H (Hg), 3,37 (s) 1H(g§);
2,74 (s) 1H (Hg1)y 2,13 (s) 1H (OH), -2,28 (s) 1H (OH); EM: Mt



- 336 -

390 (100%); m/e (%) 389 (21), 376 (8), 375 (3L), 37h (9), 373
(25), 361 (16), 360 (T1), 359 (L9), 357 (6), 355 (8), 34T (6,
345 (1), 3Lk (L1), 343 (69), 3k2 (5), 3L1 (10), 331 (5), 330
(13), 329 (41), 327 (6), 325 (6), 31T (15), 315 (6), 3L (5),
313 (5), 301 (19), 217 (7), 195 (9), 194 (1L), 131(15), 180(11),
179 (32), 167 (31), 166 (13), 165 (8), 164 (6), 158 (11), 153
(15), 152 (10), 151 (13), 150 (8), 1L9 (11), 1L3 (&), 137 (5),
136 (6), 135 (9), 129 (6), 125 (5), 124 (5), 123(10), 122 (9),
121 (6), 120 (5), 119 (5), 115 (6), 111 (%), 109 (9), 108 (8),
106 (8), 105 (7).

Metilagdo de 5-O-Desmetilapuleina.

S-C-Desmetilapuleina (4O mg), sulfato de metilal(C,3ml),
carbonato de potassio recem-calcinado (C,4 g) e acetona (13 ml)
foram mantidos sob refluxo por 16 horas. Elaboragio segundo teg
nica descrita, resultou 2',5'-di-O-metilapuleina, revelado por

pefey pefe misto, 1.ve e placa comparativa de silica.

Acetilagdo da 5-0-Desmetilapuleina.

Procedimento anélogo ao deserito anteriormeate para
acetilag8o, obteve-se cristals em placas retangulares, bran -
 ¢0S pefe 198-ZOOQC<(etanol); 9\§§§H (rum) ¢ 233, 25&; 310( € resp.
2l44350, 17.250, 20.950)% V hax (en~1) 3080, 2960, 1773, 1645,
1631, 1582, 1515, 1493, 1465, 1455, 1431, 1354, 1326,1289, 1266,
1250, 1220, 1211-1182, 1154, 1132, 1095, 1071, 1057,1026, 999,
9L, 969, 936, 910, 901, 877, 863, 831, 817, 8cL, 793, 771,750,
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7Ly 6975 RN T{CDC1z): 7,75 (s) 3H (0COCHz), 7,64 (s) -3
(ococmg), 7,47 (s) 3E (ococn3>, 6,34 (s) 3H (Oke), 6,12(s) 3H
(Cie), 6,08 (s) 3H (CHe), 6,03 (s) 3H (Cle), 3,15 (s) 1u (i),
3,08 (s) il (Hz1)y 2,57 7s) 1H (Hgi).

Oxiaianina 4 (AL-12). .

Cristais alaranjados, agulhas, p.f. 225-2279C, (benze-
o L )\EJGOH, o
- no-acetato de etila) lit. |67]. 229-2200C; Amax {am): £57, 291,
' L00H + NaCH

350, ( & resp. 43.250, 1L.0CC, 20.7GC); Amax (am): 263,

. GYOH + WeOW + HCl -

353 (€ resps 33.850, 16.900)',‘ nax pevR T (nm): 254,
&T0H + AcOLa

294 ( € resp. 22.550, 13.650); Amax (am): nenbuma alte

. Bt0H + AcUNa + I BC, . otCH +

racio; Amax 2 2 (am): nenbuma alt:iracao; Amax +

+41C1 ) o G Do)

Ir . Q ‘
max (em=1) 3386, 3193, 2923, 28L9, 1653, 1595, 1LSL,1L57, 1427,

1370, 1333, 1307, 1249, 1201, 116, 115C, 111k, 1CSh,1C26, 998,
959, 943, 923, 895, 876, 028, 827, 818, 8CC, T7L, 728,707, T02;
RMN < (CDClB): 6,17 (s) 6H (2Cke), 6,10 (c) 3H (Cte), 4,72 (s)
1 (0m), 3,63 (d, J= 2Hz) 1H (¥g.), 3,5 (a, J=2Hz) LI (U),
3,41 (s) 1H (Hz.), 2,73 (s) 1H (Hg:), 2,14 (s) 1H (0D, =2,35
(s) 1H (OH); EM: MT 360 (100%); w/e (/) 359 (27), 3L5(7), 3LL
(31), 3U3 (58), 330 (21), 229 (88), Z28 (6), 327 (6), 317 (33),
315 (9, 314 (1), 301 (10), 217 (7), 194 (7), 181 (73 180 (1), .
179 (12), 167 (26), 166 (17), 164 (M, 151 (7), 150 (6),L49012),
137 (6), 135 (6), 125 (7), 123 (10), 121 (6), 111 (12) 110 (5),



- 338 -
109 (14), 108 (5), 107 (10}, 106 (9), 105 (10).

- acetilagdo da Oxiaianina A.

Oxiajianina A (AL-lé,'hS mg) foi tratada com uma mistu~
ra de anidrido acético (1,5 ml) e piridina (1,5 ml). 4 solugdo
foi aquecida durante 20 minutos em banho~-maria e deixada 22 ho-
ras a temperatura ambiénte. A segulr juntou-se agua fria e ex-
traiu-se com cloroformio. A solugdo cloroformica foi lavada
com &cido cloridrico a 10% (3 x 10 ml), depois com agua e séca
con sulfato de sbdio anidro. Destilag3o do cloroformio sob va-
cuo forneceu o triacetato derivado (AL-124c, 5L mg). Recristai;
zag80 em benzeno-eter de petroleo forneceu cristais brancos
(28 mg), p.f. 181-1839C, lit. [67] 183-16L5c; V tax cm1):2990,
290l, 1781, 1762, 16LL, 1631, 1570, 1520, 1491, 1hhk, 1L17,1375,
1356, 1338, 1295, 1247-1188, 1169, 1148, 1111, 1079, 1047, 1025,
1005, 968, 910, 901, 890, 852, 8L8, 829, 810, TL6, 723, 705605.

RMN't(cb013): 7,78 (s) 3H (0COMe), 7,66 (s) 3H (0COe), 7,55(s)
3H (0COMe), 6,39 (s) 5k (OMe), 6,13 (s) 6H (2 Ote), 3,L1
(a,J=2,6Hz) 1H (Hg ou Hg), 3,26 (d,J=2,6Hz) 1H (Hgou Hg), 3,16
(s) 1H (Hz1)y 2465 (s) 1H (Hg:).

Metilagdo da Oxiaianina A (AL-12-Me).

Oxiaianina & (100 mg), sulfato de metila (2,5 ﬁl), car
bonato de potassio caleinado aates do uso (1,24 g) e acetona
(25 ml) foram mantidos sob refluxo por 48 horas. Findo o reflu-

X0, adiclonou-se agua e extrailu~se com cloroformio. Destilagdo
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o cloroféfmiu deixou um residuo sblido. fste fol filtrade em
coluna de silica (eluente: benzeno-acetato de etila 1:1), eluin
do-se quatro fragdes. &5 fragdes 1, 2 e 3, apos reunidss e re=-
cristalizadas em benzeno: eter de petroleo e depois em meta -
nol, forneceram o eter trimetilico (42 mg),p.f. 189-1910C, 1lit.

|67] 193-19,9C, eristais incolores; Beal (am) : L5, 295, 324

' )\EtOH + NaCH .
( € resp. 20.600, 7,800, 10,050); Amax (nm): nenhumna

y KBr ) .
alteragdo; V¥ max (em~1)3 2934, 28443, 163l, 1626, 151L,1159,135,

1399, 1389, 1352, 1302, 1276, 1243, 1230, 1215, 1173, 1161,1110,
1063, 1oul, 1027, 1022, 981, 958, 921, 6OT, 863, L31l, 810, O0l,
739, 732, T18, 699; EM: Mt LO2 (53%); m/e (#) LO1 (15), 388(13),
387 (5L), 373 (1), 372 (2L), 371 (100), 359 (2), 357 (5), 356
(5), 355 (6), 353 (10), 187 (12), 181 (12), 151 (&), 121 (5).

Hidrolise alcalina de 2',5,5'=tri-O-metiloxiaianina 4.
21,5,5'wtri-O-metiloxiaianina A (34 mg) e hidroxido de
sodio (0,1 g) em etanol (5 ml) foram mantidos sob refluxo por
7 horas. 0 solvente foi evaporado, o residuo dissolvido em agua
acidificada e extraida com cloroformio. A solu¢do cloroformica
foi extralda com solugdo de NaHCOz aquosa a 5%. & solugdo em bi-
carbonato foi acidificada e extraida com cloroformio. Evaporagao
do cloroformio e cristalizagdo em benzeno-éter de petroleo forme

ceu o acildo 2,l4,5=trimetoxibenzoico,.p.f, 139-1410C.

5-0=Metiloxiaiamina A (AL—lS).

: EtOH
Cristais incolores, p.f. 258-260¢C (Etanol);.kmax (nm) :
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EtOH + NaOH

252, 345 (€ resp. 43.000, 27.650); Amax (am): 250,
EtOH + NaOH + HCL
315 ( £ resp. U45.200, 26.800) )\ max @ (nm):2148,
. EtOH + AcON
295 ( € resp. 43.600, 20.700);'A max ¢ la(nm): nenhuma al=-
o . ) BOH + KcONa + H;BO . OKsr
teragao; max 3 (am): nenhuua alteragdo; Y max

(em=L) 33L0, 32U, 2917, 1626, 1515, 1499, L7, 126, 1351,
1317, 1265, 1238, 1223,”1213, 1181, 1167, 1119, 1¢60,1037,101
995, 970, 935, 888, 858, 838, 82L; EM: M' 37h (62%); me (%)
373 (L0), 359 (7), 358 (18), 357 (87), 355 (5), 3L5 (6), 3LL
(2L, 343 (100), 3L2 (13), 341 (17), 339 (8), 331 (12),328(15),
325 (16), 3s (T), 301 (T), 299 (5), 194 (7), 181(25),179(18),
173 (29), 167 (13), 16l (5), 151 (13), 149 (9), 137(13), 136
(5), 135 (5), 123 (5), 122 (6), 121 (5), 11i (7), 109 (7), 108
(6), 107 (5), 106 (8).

Acetilagao da 5-O-Metiloxiailanina A.

5~O-Metiloxialanina & (AL=-1%5, 28 mg) fol trataca com
uma mistura de anidrido acetico (1,5 ml) e piridina (1,5 ml). &
solugdo foi aquecida por 10 minutos em banho-maria e deixada
17 horas 4 temperatura ambiente. & seguir, juitou-se agua
fria e extraiu-se com cloroformio. A solucdo cloroformica foi
lavada com acido cloridrico a 10%, até eliminar téda piridina,
depois com agua e séca com sulfato de sbdio anidro. Destilagdo

do cloroformio sob vacuo forneceu o diacetato derivado(AL-l54c,

33 mg). Cristalizagdo em benzenoféter de petroleo forneceu crds -

KBr N
tais brancos (25 mg), pefe 188-19090;\)max (em=1): 2968,2892,
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1769, 16L1, 1612, 1577, 1515, 1492, 1466, 145, lh2k, 1372,13L6,
1282, 1l2l}-1200, 1165, 1113, 1060, 102L, 990, 963, 937, 926, 911,
895, 876, 8L2, 832, £12; RMN T(CDClz): 7,78 (s) 3H (OCOMe), 7,66
(s) 3H (0COMe), 6,29 (s) 3H (OMe), 6,12 (s) 3H (OMe), 6,10(s) 3H
(OMeﬁ, 6,0 (s) 3H (OMe), 3,63 (4,J=2,1Hz) 1H (Hg), 3,56(d,J=2;Hz)
1H (Hg), 3,13 (s) 1H (Hzi), 2,58 (s) 1H (Hg).

Metilag3o da 5-O-metiloxiaianina 4 (AL-15) a 2',3,4',5,5',7-he -
xametoxiflavona.

5-O-Metildxiaiainina-A (65,2 mg) em acetona anidra (20
ml) foi tratada com sulfato de metila (0,2 ml) e carbonato i de
potassio calcinado (0,2 g). A mistura foi mantida em  ebuligdo
durante 2l horas. Apos a mistura adquirir a tenperatura ambien -
te, juntou~-se agua e extraiu-se com cloroformio. O extrato cloro
formico foi lavado com Agua, séco com sulfato de sodio e -destila
do sob vacuo. O residuo solido, p.fe 177-185¢C (35,6 mg), apos
recristalizagdo com metanol, forneceu 2',3,L',5,5',7=hexametofla
vona, p.f. 189-1919C, lit. [67| 193-1949C, cristais incolores;

BtOH.
mggH (nm): 218, 295, 330 ( € resp. 57.900, 30.950, 34.950);

EtOH + NaOH - KBr
max (nm): nenhuma alteracao; V max (cm-1): 293L.,28L3,

1647, 1626, 1514, 1459, 1435, 1399, 1352, 1302, 1276,12L3, 1230,
1215, 1173, 1161, 1110, 1063, 1lo4l, 1027, 1022, 981, 958, 921,
887, 868, 831, 810, 801, 739, 732« O p.f. misto com amostra au -
téntica n3c sofreu abaixamento.

Desmetilagao seletiva da 5=-O-metiloxiaianina A a oxiaianina A.

5-04Métiloxiaianina A (20 mg) em acido cloridrico aquo
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s0 20% (14 ml) foi mantida em refluxo durante 30 minutos. ApoOs a

mistura atingir a temperatura ambiente, adicionou-se 2gua e ex-
t:aiu-se com eloroformio. qOmparsgéo do produto da reagﬁo' em
cromatografia em camada delgada n3o revelou alteragdo no mate -
rial originale O matérial recuperado foi aquecido nas mesmas
condicdes por mais 1 hora. Procedimento éomo acima descrito re-

velou a presenca de_oxiaianina A.

Aianina (AL-18).
Cristais alaranjados sob forma de agulhas,p.f. 170-17229

C, lit. |69| 172-17L°C; )\z%QQcH (nm): 255, 265, 295, 353( € re;p.

8,500, 74000, 3.650, 7.550); Adax. ~ 200 (nm): 270, 290, 380

;tOH + NaOH + 1

(€ resp. 10,100, L.300, L4+950); )\%axH_ Na © (nm):255,
EtOH +

265, 295, 353 (€ resp. 8.650, T7.250, 3.650, T,L00); max

+ LEtOH + AcONa + H;BO -
AcONa(rm): nenhuma alterag3o; )\max ¢ 5773 (nm)¥ ng
. ) EtOH + Alcl ' o |
nhuma alterac3oj;/\max 3 (am): 265, 275, 295, 35%, 393

(& resp. T+650, T4350, 3.900, 5,700, 5.700); 92372%2 (em~1): 3623,
3077, 2985, 1667, 1613, 1531, 1506, 173, 1379, 1362,133%3, 1316,
1282, 1250, 1205, 1166, 1136, 1126, 1098, 1029, 1011, 932, 962,
922, 897, 826, 816, 808, 772, 735, Til; EM: M* 3LL (100%); u/e
(%) 33 (19), 329 (9), 327 (T), 326 (T), 325 (11), 315(7), AX5),
302 (5), 301 (L5), 167 (13), 165 (6), 158 (9), 151 (7), 149 (9),
148 (11), 137 (5), 135 (6). |

Apuleisina (AL-1l).

|  Cristais sob forma de agulhas amarelas, p.f. 193-1959C
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(e0R) 5 AFERE (nm): 237, 272, 328 (€ resp. 25.600, 21.600

B : ' ~ At0H + NaOH + HC1
19.750); )\mggH * NaOH(nm): decomposig¢ao; A max (rm) :
EtOH + AcONa -
irreversivel; maxH' o, tnm): 237, 272, %32, (€ resp.25.600,

20,200, 14.100); A meg Tre0Ma * BsBO0s e 2u0, 277, 335 (¢

resp. 25.850, 23.950, 21.600); Ament T 210Y300my: 212, 280, 385
)\EtOH + AlClB + HC1
(€ resp. 26. 000, 18,750, 24.200); A max (nm):-

270, 282, 350 ( € resp. 20.550, 18.750, 18.750);\)rIr(f§§ (em=1)
3430, 2938, 1667, 1623, 1595, 1568, 11156, 1358, 1340, 1287, 1255,
123L, 1216, 1166, 1135, 1091, 1065, 986, 9~ 852, 818,825, 818,
802,786,768 ,760; RMN 1(CD013): 6,09 (s) 37 (OMe), 6,00 (s) 61
(20Me), L,56 (s) 1H (OH), L4,16 (s) 1H (0H), 3,42 (s) 1H(Hg), 3,26
(d, J=8,LHz) 1H (gD, 2,76 (d, J=8,LHz) 1H (Hg,), 2,02 (s) 1H
(0H), 2,2l (s) 1H (OH); EM: M* 376 (100%); m/e (%) 375 (23)
- 362 (5), 361 (1), 359 (36), 3U45 (16), 333 (9), 195 (5), 194(9),
185 (13), 18L (6), 179 (8), 177 (5), 17L (9), 167 (5), 153 (8) ,
123 (9). Ensaio de Gibbs l62|,Kmax (mm) : 460, 590 (A resp.l,68,

C,59)e Coloracdo verde com cloreto ferrico 5% etandlico.

Acetilagio da apuleisina.

Apuleisina (50 mg) foi- tratada com uma mistura de anidri
do acético (1 ml) e piridina séco (1 ml), mantida sob refluxo por
20 minutos em banho-méria e deixada em repouso uma noite. & se-
‘gulr adicionou-se agua gelada e extraiu-se com cloroformio. A $0=
lug8o cloroformica foi lavada com zcido cloridrico a 10%, depois

com agua e séco com sulfato de sbdio. Destilacdo sob vacuo do elp
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roformioc forneceu o tetra-O-acetilderivado (60,0 mg), que foi

EtOH
recristalizado em etanol, p.f. 201-2069C; >\max (nm): 230, 250,
' ‘ KBr
308. ( € resp. 201,100, 18,600, 19.800); V’max (em™) 2976,2890,

1783, 1631, 1585, 150L, 1L6lL, 1LL9, 1389, 1370, 1299, 1272,1250-
-1156, 113k, 1103, 1087, 1075, 1047, 1029, 1015, 990, 952, 905,
‘893, 877, 845, 833, 825, 803, 791, 752; RMN’t(CD013) 7,76(s) 3H
(ococas Yo 7,68 (s) 3H (OCOCHz) 7,65 (s) 3H (0c00$3),7,53(s) 3H
<0000H3),6,35 (s) 3H (OMe), 6,09 (s) 64 (20Me), 3,20 (s) 1H(Hg),

2’98 (d, J= 8,6HZ) 1H (H5|>, 2,117 (d, J= 8,6HZ) 1H (H6l)o

Metilacdo da Apuleisina.

Apuleisina (250 mg) dissolvida em acetona sé€ca (20 ml)
foi tratada com sulfato de metila (1 ml) e carbonato.de potassio
(2 g). A mistura foi mantida sob refluxo ate ensaio negativo com
cloreilo [orrico etanblico & 5% Apbs a solugdo atingir a tempera
tura ambiente, destilou-se a acetoha3 redissolveu-se em agua e
extraiv-se com cloroformio. A solugdo cloroformica foi  lavada
com uma solugdo de NaOH aquoso a 3%, séca com NaySO) anidro e des
tilado. © residuo s0lido escuro foi cristalizado em metanol. O
material cristalino foi filtrado em coluna de silica (eluente:
acetéto de etila~benzeno 1l:1) e recristalizado em metanol. O de-

rivado metilado(200 mg) apresentou-se como cristais agulhas inco

EtOH '
lores, p.f. 186-188¢C. max (nm): 235, 255, 308 ( € resp.27.050,
EtOH + NaOH ' . KBr
21.200, 17.500)3; A max 8 (nm) : nenhuma alteragao; max

(em=1): 3025, 2917, 1632, 1588, 1L91, 1469, Lo, 1396, 1353133,
1275, 1245, 1223, 1196, 118l, 1152, 1143, 1112, 1077, 1057,1018,
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936, 970, 928, 893, 831, 81, 602, 789, 779, 772, 739;  RMN
(€DC13): 6,23 (s) 3H (OMe), 6,06 (s) 15H (5 OMe), 5.97 (s) 3H
(OMe), 3,33 (s) 1H (Hg), 3,25 (4, J=8,LHz) 1H (Hg.), 2,86 (d,J=
8,4Hz) 1H (Hgi); BM: M )32 (12); m/e (%) L31 (13), 418 (23),
L17 (100), LO2 (13), 4Ol (58), 387 (5), 383 (6), 371 (8), 211
(10), 202 (12), 195 (8), 193 (5), 187 (5), 185 (6), 179(5), 167
(12), 149 (5), 129 (5), 101 (12). |

Mdrdlise alcalina de 2',3',5,6-tetra-O-metilapuleisina.

Uma mistura de 2',3',5,6~tetra~O-metilapuleisina  (3Q
mg), KOH (1,5 g), etanol (11 ml) e agua (3 ml) foi mantida “sob
refluxo até verificar-se auséncia do derivado natural entre os
produtos de reac¢do por cromatografia em camada fina. A& solucdo
fria foi lavada com cloroformio e em seguida acidificada' com
H?Pou 10% e extralda com cloroform;o. 4 solucdo clorofbrmica
fol extralda com solucdd aquosa de NaHCOB a 5% e depois aom
NaOH aguoso 3%. A solugdo em bicarbonato foi acidificada»e ex-
tralda com clorofbrmio; Evaporacao do éolvente organico, fil -
tracBo em coluna de silica (eluente CHClB) e cristalizacao em
benzeno-éter de petroleo forneceu o aeido ?yo4liy=trimetoxiben -
zolco p.f. 99-100, 59¢, 1it. |72]. 1009n. nak (em*l): 2021,
2915, 270, 2618, 1681, 1590, 1493, 1L68, 1,39, 1/110,128/,1220,
1174, 1118, 1099, 1021, 1011, 937, 925, 893, 820, 797,763, TL3,
697. RMN (acetona) 6,28 (s) 3H (OMe) 6,10 (s) 3H (OMe), 6,04
(s) 3H (OMe), 3,11 (4, J= 8,LHz) 1H (H-5), 2,38 (4, J=8,LHz."" )

1H H-6); A solug8o em hidroxido de sbdio foi acidificada e ex=-
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traida com cloroformio. Evapar acdo do cloroformio e cristaliza-

¢80 em benzeno-&ter de petrdleo forneceu 6'-hidroxi-2,2',3',4'y -
-tetrametoxiacetofenona, revelado por cromatografia em camada

delgada comparativa e ressonfncia magnética nuclear.

Etilagdo da apuleisina.

A apuleisina (130 mg) foi dissolvida em acetona(20 ml).
Adicionou-se sulfato de dietila (1,5 ml) e carbonato de potassio
calcinado (5 g) e a mistura fol mantida em refluxo atée ensaio ng
gativo com cloreto ferrico a 5%. Apos a mistura da reacdo abtine
gir a temperatura ambiente filtrou-se e a acetona foi aestilg -
da. O residuo foi dissolvido em cloroformio e filtrado em colu-
na de silica. Evaporagao do cloroformio e cristalizagso em ben-

zeno-eter de petrcleo forneceu 2',3',5,6,-tetra-0O-etil-3,L,7,~tri

' EtO
metoxiflavona (80 mg) p.f. 110-112°C; )\%axH (nm): 235,252, 306

>\EtOH + NaOH

( € resp. 20,050, 15.300, 13.L00; (nm) :nenhuma ale

teracgao; V{§g£ (em~1): 3049, 2985, 1639, 1605, 11,93, 1L19,1383,
1348, 1299, 126ly, 1241, 1225, 1212, 1190, 1161, 1131, 1107,1098,
1075, 1042, 1028, 991, 945, 898, 877, 868, 826, 808, 796, 787,
752, 702, 685 ;

Metilag8o seletiva da apuleisina.
Apuleisina (77 mg) foi tratada com solucdo etérea  de
CH N, (25 ml) durante L8 horas nas condigles ambientes. A solu -

cdo foi preparada de nitrosometilureia (500 mg) em contato com
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uma solugﬁa aquosa de NaOH 1:1 (50 ml). O excesso de diazometa-
no fol eliminado com acido acético glacial. A4 solucdo etérea
foi lavada com solugdo aquosa de NaHCO (5%), séca com NapS0),
anidro e destilada. Cristalizag@o do so0lido levemente amarelo
em benzeno-hexano forneceu 2',3',6-tri-O-metil-apuleisina (50,5
mg), cristais brancos, p.f. 136-1382C; )\%%SQH (am): 234, 261,

310 ( € resp. 22.300, 20.050, 1u.750);)\ﬁ'§39cH * NeOH (Y 276,

MeOH + NaOH + HC1 |
370, (€ resp. 24.700, 5.400); Amax (nm): 234,

261, 312 (€ resp. 20.600, 18,560, 13.250); ARERH * AlClz (o,

0
272, 295, 538 ( € resp. 18.100, 10,800, 13,250); Ahag & ~tCiB*

+ HCL KBr
(nm): 272, 295, 330 ( € resp. 17.650, 11.500, 13.100);\>max

(em=1): 3200-3300, 2950, 2860, 2700-2200, 1643, 1600,1570,1490,
1460, 1438, 1410, 1355, 1290, 1275, 1250, 1215, 1175,1165, 1140,
1098, 1075, 1040, 1005, 992, 972, 938, 915, 837, 820, 805, 795,
763, 758, 736, TOL, 695, 668; RMN T (enclz): 6,20 (s) 3H(OMe),
6,05 (s) 15H (50Me), 3,52 (s) 1H (Hg), 3,19 (d, J=8,5Hz) 1§
(HS')’ 2,79 (4, J=8,5Hz) 1H (Hg,), =-2,72 (s) 1H (OH).

Acetilagdo da 2',3',6-tri-O-metilapuleisina.

“ 2',31,6=tri=O-metilapuleisina (4O mg) foi tratada com
uma mistura de anidrido acéetico (2 ml) e piridina séca (2 ml),
mantida sob refluxo por 15 mimutos em banho-maria e deixada em
repouso uma noite. A seguir adicionou-se agua e extraiu-se com
cloroformio. - A solugdo cloroformica foi lavada com acido clori

drico a 10%, depois com 'agua e sdca com sulfato de sodio ani-
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dvo. Destiluc3o do cloroformio forneceu 5-O-acetil-2'y3',6- tri

-O-metilapuleisina (42 mg), apos recristalizada em benzeno-hexa

no, p.f. 20L-20690; ABEST (nm): 233, 2501, 306 (g resp.18.550,
1%.100, 13.600); \/ RER (em~1): 2970, 2870, 1750, 1635, 1620 |,

1570, 1495, 1460, 1120, 1385, 1362, 1300, 1275, 1250,1220,1205,

1175, 1165, 1130, 1110, 1092, 1080, 1040, 1025, 1010,1000, 922,
685, 850, 835, 820, 812, 786, 765, 708, 6703 RMN < (CDCLy): 7,18

(s) 3H (ocOoH3), 6,28 (s) 3H (OMe), 6,12 (s) 3H (OMe), 6,05 (s)

- 12H (UOMe), 3,20 (d, J=8,5Hz) 1H (Hs.), 3,18 (s)IH(Hg) 2,82 (g, J=

8,5Hz) 1H (Hg,).

Reacgao de apuleisina eom diclorodifenilmetano.

Apuleisisna (35,4 mg) e diclorodifenilmetanc (172,Limg)
foram aquecidos durante 10 minutos em banho de glicerina manti-
do a 1j0-1509C. ApbOs resfriamento nas condigdes ambientes,
adicionou~se benzeno e a solugao foi deixada em repouso durante
uma noite. Cromatografia em camadé delgada de silica revelou
ainda a presenca de apuleisina. O benzeno foi destilado, adicio
nou~-se mais 12l mg de diclorodifenilmetano e o aquecimento foi
prolongado por mais 12 minutos. Adicao de benzeno a solugao
fria permitiu a separacio de 11 mg de precipitado. Adig¢io de &=
ter de petroleo ao filtrado permitiu a separagdo dé mais 6,l mg
de precipitado, revelado idéntico ao anterior por cromatografia
em camada delgada de silica. Recristalizacao dos precipitados

reunidos em KtOH fornegeu 2',3'~0Owdifenilmetilapuleisina, cris-

EtOH
tais em placas retangulares alaranjadas, p.f. 232-23049C; )\max
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(nm) : ZLJ.O‘, 280, 330 (€& resp. 29.250, 29,400, 2.7.750);

EtOH + NaOH
max (am): 223, 255, 360 (€ resp. 51.750, 27.380,

' BtOH + NaOH + HC1
17.600);>\§iax NaOH + HC1

(nm): 215, 260 (€ resp.69.750,
: )\ EtOH # AcONa . . EtOH + AcONa +
25.100) ;3 A max (nm) : nenhuma alteragao;/\ max

T B5B05 ) 285, 325 (& resp. 27.750, z'o.uoO);AggH Al
(nm): 240, 295, 363 ( £ resp. 30.750, 30.470, 31.10Q); V nlgBa;I;
(em=1): 3450, 3230-2500, 1645, 1590, 1555, 1536, 1499, 1472,
U2, 1358, 1285, 1266, 1239, 1218, 11él, 1110, 1082, 1076,
10h6, 1020, 988,953,856,8l5, 825, 798, 763, 699, 670; RMN T~
(CDc13): 6,10 (s) 3H (OCH3>, 5,90 (s) 6H (2OCH3), 4,52 (s) 1H
(om), 3,42 (s) IH (Hg), 3,28 (d, J= 9Hz) 1H (H5.), 2,10-2,76
(m) 11H (H6.,ZC6H5), -2,53 (s) 1H (0H); &M: Mt 540 (,100%)?
m/e (%) 539 (22), L9T (7), LéL (5), L63 (17), 358 (16), 357
(10), 3L3 (5), 3LO (6), 301 (6), 167 (17), 166 (6), 165 (12),
151 (5), 149 (8), 109 (5)y 105 (4O). ‘

Apuleitrina (4L-16).

Cristais em placas retangulares, amarelos (Benzeno=
" . MeOH
acetato de etila - Bter de petroleo), p.f. 175-1779C; max

MeOH+
(am): 238, 282, 340 ( € resp. 13.600, 16.050, 19.050) ; Alax
+ NaOH 2 .
(am) : 240, 300, 365 ( € resp. 15.150, 11.900, 13.550);
AHgQH + NaOR + HGL (1, 235, 275, 14 (€ resp. 13.250, ..
3 \ MeOH + 4cONa, | . | MeOH +
9,08C0, 12.4450); Amax (nm) : nenhuma alteragaoj; Amax

+ dcQfiat HzBOs (py, 2lio, 288, 335 ( g rep. 12.450, 18.600,
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>\; u.,Ou + AlC

17.350); am): zLC, 256, 29C, :14 ( € resp.12.950,
‘ , - e0H + ~Cl- :"l .
11.000, 14.950, 20.,200); /\fx ax . YT (am) : 2liC,256,293,

365 (€ resp. 11,950, 94000, 15.00C, 13.650); v BEE (cr~4)

3333, 291, 1653, 1575, 1550, 15Ck, LL81, 1443, 141C,1351,1213,
1266, 1233, 1215, 1163, 1111, 1098, 1085, 1065, 101G, 95, 957 4
933, 864, €51, €30, 817, &C3, 775; Rmx-t\00013,, 6,12 (s)  3ZH
(OCH&), 6,05 (s) 33 (oc:H3 » 5,01 (s) 3E (ocn,;, <59 (8) 3H
(0CHz)y Uy35 (s) 1H (OH), 3.70 (s) 1E (CH), Z.45 (s) 1 (g,
2.6L (s) 2H (i Hge) -2,03 (s) 1H (0m); wM: ¥ Z9C  (200%);
w/e (%) 389 (33), 376 (6), 375 (33), 37h (7}, 373 (&), 361 (6),
360 (18), 359 (15), ZLT (10), zh1- (9), 329 (5), 317 (5),195(5),
183 (5), 182 6),1&.01,165(5h uﬁ(?h 129 (5) 101 (9).

Acetilagio da Apuleitrina.

Apuleitrina (4O mg) foi tratada com umz nmistura de ani
drido‘acético (2 ml) e piridina séca (2 ml), mantida sob reflu-
x0 por 15 minutos em banho-maria e deixada en repousc  durante
uma noite. Findo éste periodo eliminou-se o cxcesso de anidri-
do acético com H0 (20 ml) e extraiu-se exaustivemente com
CHClB;- A solugdo cloroformica foi lavada com 4cido cloridrico
10% ate eliminar tdda piridina, a seguir com Ggua, séca com sul
fato de sodio anidro e destilada sob vacuo. Cristelizagao do
residuo solido em metanol forneceu 3',5,6-tri-0-acetilapuleitr;
na (34,95 mg), cristais em placas retapgulares, brancos, p.f.

t
215-2189C; Amex (mm) 230, 215,320, 357 (g resp. 18.850, 11,950,
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144550, 1&.050>; \>§E§ (em-1): 2970, 2870, 1780,1770, 1632,
1612, 1570, 1500, 1465, 1435, 1370, 1360, 1304, 1260-1160,1125,
1095, 1090, 1070, 1048, 102k, 1010, 993, %3, 953, 900,900, 880,
865, 858, 8L2, 830, 817, 800, 786, 7.7, 715, 695;RMN‘C(CDC13}:
7,68 (s) 3H (0COCHz) 5 7463 (s) 5H (0COCH; ;)9 7554 (s) 3H
(5-OCOCH ), 6,18 (s) 3H (OCHB), 6,07 (s) 9H (3: OCH?), 3,08 (s)
11 (Hg), 2,55 (d, J= 2,3Hz) 1H (Hgi), ,,2 (dy o= 2 BHz)lH(Hg )é

Metilagao da Apuleitrina.

Apuleitrina (25 mg) em acetona anidra (10 ml) foi tra--
tada com sulfato de dimetila (8 gdtas) e carbonato de caleinado
(250 mg). 4 mistura foi mantida em ebulicBo até ensaio negati
vo com Fecl3 aquoso 10%. A seguir, evaporou-se a acetona, dissgl
Veu-se em agua e extraiu-se com éter etilico (5 x 20 ml). A soO=
lugdo etérea foi lavada: com agua, séca com sulfato de sbdio a-
nidro e destilado sob vhcuo. RecristalizagBo em acetato de eti
la-éter de petrolec (p.e. 50-709C) forneceu 3',5,6-tri-O-metilg
puleitrina (9 mg) eristais em plaéas retangulares p.f.152-1549C

1it. [50] 155-1560c; ABEH (am): 237, 260, 325( € resp. 17.560,

- EtOH + NaOH - KBr
13.050, 21.100); Amax (nm): nenhuma alteragdo; max

(™) 2967, 2857, 1639, 1600, 1577, 150, L8, 153, 13,
127, 1412, 1370, 1351, 1290, 1258, 1229, 1220, 1188,1159, 1133,
1086, 1042, 1015, 999, 983, 962, 919, 853, 826, 822, 787, 775,
745, 733. Revelado idéntico ao produto pbtido da metilagio da
3',5,5(-trihidroxi-3,u',6,7-tetrametoxiflavona por cromatogra-

fia em camada, delgada da silica (solvente: benzeno-acetato de

. - A
! -

[CE VA
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fetilag3o da 3',5,5'-trihidroxi-3,4',6,7~tetrametoxiflavona.

31,5,5'-trihidroxi-3,4',6,7T-tetrametoxiflavona (1 mg ) -
emn acetona anidra (5 ml) foi tratada com sulfato de metila ( 1
gdta) e K5C0z) calcinado antes do uso (50 mg). A mistura foi
mantida em ebuliqéo ate constatar-se inalteracdo da quantidade
relativa da substdnecia totalmente metilada original por cromato
grafia em camada delgada de silica. A seguir a mistura foi fil
trada e KZCO3 lavado com acetona (3 vézes). A4 solugéo acet6n%7’
ca fol destilada a pressdo reduzida. 4 soluclo clorofbrmiqa do
residuo foi lavada com NH), OH 10%, depois com agua séca com
sulfato de spdio anidro e destilada. Cristalizacdo em benzeno-
hexano forneceu 3,3',&',5,5',6,7-heptametoxiflavona,' cristais
brancos, p.fe. 150-1529C. Cromatografia em camada delgada de
silica (solvente benzeno-acetato dé etila 8:2) revelou identidg
' de com 31,5,6-tri-O-metilapuleitrina e diferente da 2'y5'=di-O=

-metilapuleina e 2',3',5,6-tetra~O-metilapuleisina.

Apuleidina (AL-194).
Cristais em placas retangulares, levemente amarelos,

(tetracloretro :de carbono), p.fe 154-1569C; Xmax (nm) 230,

MeOH +
260, 300, 333 ( £ resp. 10.650, 11.250 54300, 6.700); Amax
MeOH+ N=2OH + HC1
+'N"’@H(nm% 265, 360 (eresp. 10.900, 4.500); Amax =
FbOH+AdJNa

(am) : 255, 290, 320 ( € resp. 11.150, 5.250, 3, 900) %



- 353 -

(nm): 238, 255, 300, 335 ( € resp. 9,000, 11.400, L.800,6,350);

MeOH + AcONa + HzBO
). a 3573 (nm): 233, 260, 295, 343 .. ( € respe

| A
zs.zoo 9.850, 3.900, 6.300)-,X¥2§H *ACs 268, 300, 360,

>\MeOH + AlClB + HCl

Loo (& resp.12.750,3.750, 5. 700,9 .LLSO) (nm)s

270, 300, 33L, 385, (& resp. 11.000, 3.750, L.650, u.9so);\>£2§

(em=1) 3500, 2960, 2870, 1650, 1620, 1600, 1570, 1500, 1458,140,
1380, 1355, 13L5, 1305, 1290, 1270, 1235, 1220, 1200, 1168,1100,
1090, 1085, 1045, 1025, 990, 985, 960, 94O, 915, 905, 880, 875,

‘8ls, 835, 820, 810, 780, 760, 720, 715, 705; RMN T(CDClz): 6,13

(s) 6H (2 OCHz), 6,02 (s) 3H (OCHz), 4,05 (s) 1H (OH), 3402

(d, J= 2,3Hz) 18 (Hg)s 3,54 (4, J= 2,3Hz) 1H (Hg), 3,27 (d, J=

8,THz) 1H (Hg.), 2,73 (d, J= 8,TH&) 1H (H,), 1.95 (s) 1H(OH),

-2,46 (s) 1H (OH); EM: M* 360 (100%); m/e €¢%) 359 (25), 3LS

(10), 3Lh (12), 3U43 (52), 341 (5), 331 (5), 330 (T), 329 (32),

317 (20), 31 (5), 299 (5), 274 (5), 217 (6), 167 (1h), 166(8),

149 (5), 123 (), 122 (5).

Acetilag@o da apuleidina.

Apuleidina (4O mg) fol tratada com uma mistura de anie
drido acético (1,5 ml) e piridiha séca (1,5 ml), mantida sob
refluxo em banho-maria durante 10 minutos e deixada em repauso
por 2l horas. Terminado éste periodo eliminou-se o excesso de.
anidrido acético com agua e extraiu-se com cloroformio (5 x 15
ml). A solugdo cloroformica foi lavada com acido cloridrico 10%

até eliminar tdoda piridina, a’ seguir com agua, séca com sulfato



© - 3504 -

de sbdio anidro e destllada sob vacuo. Cristalizagdo do resi -
duo solido (Ll,65 mg) em MeOH forneceu 2'y3'y5=tri-O-acetilapu-
leidina (24,5 mg), cristais brancos, placas retangulares, p.f.

198-ZOOQC; %ggH (nm> 225, 253, 305 (E reSpo 270250, 210950,

22.050); V B8k  (cm=1) 2970, 2870, 1770, 1638, 1620,1575, 1500,
1490, 1450, 1LL0, 1390, 1370, 1360, 1300, 1270, 1230,1200, 1150,
1170, 1150, 1090, 1ou8, 1035, 1010, 997, 960, 92k, 905,887,868,
8Lo, 820, 8oL, 780, 752, 738, T13; RMN T (cDC13): 780 (s) 3H
(0COCHz)y 7,70 (s) 3H (0COCHz), 7,55 (s) 3H (0COCHz), 6,35(s)
3H (OCHz), 6,12 (s) 3H (0CHz), 6,09 (s) 3H (0CHz), 3,35(d, J=
2,3Hz) 1H (B ou Hgd, 3,25 (d, J= 2,3Hz) 1H (Hg ou Hg)y2,96
(d, J= 8,7Hz) 2H (H;\), 2,l2 (d, J= 8,THz) 2H (H,).

Apuleirina (AL-19B).

Cristais levemente amarelos (Benzeno). p.f. 218-220;
MeOH ' v

MeOH + NaCH
max (nm) 253, 293, 340 (€ resp. 13,800, 11.450 y

AMeOH + NaOH + HC1l
max

9.600); (om) 236, 267, 330 ( € resp.

MeOH + AcON ’ ‘
10,450, 8.100, 12.550); Amax o (am) 230, 2LO, 295, 332

(€ resp. 204550, 12.450, 11,700, 10.350); ARSQH + AcONa + HzBO;

(nm) 235, 270, 330 (€ resp. 12.000, 8,500, 12.800); A MeQH *

MeOH+
* ACl30m) 235, 270, 530 (€ resp. 11.800, 8.100, 12.850) mar
* Alc_l3 * HeL (nm) 235, 270, 330 (€ resp. 10.750, T.900,12.300);

Vi (em=1): 3125, 2967, 2857, 1620, 1600, 1563, 1515, 14TL, -
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1460, 1il3, 148, 1362, 1333, 128, 12l2, 1220, 1198, 1160,1111,
1100, 1091, 1070, 1008, 998, 971, 956, 916, 855, 84T, 828, 820,
813, 800, 772, 756, 698, 669; RN T (CDClg)s 6,13 (s) 3H (OMe),
6,08 (s) 3H (OMe), 6,02 (s) 6H (20Me), 5,97 (s) 3H (OMe),L,20(s)
1H (OH), 3,90 (s) 1H (OH), 3,23 (s) 1H (fg)y 2,68 (s) 2H (i,

H6|)§

Acetilagdo da Apuleirina.

Apuleirina (AL-19B, 85 mg) foi tratada com uma mistﬁra
de anidrido acédico (2 ml) e piridina (2 ml). A solugfo foi
aquecida durante 20 minutos em banho-maria e deixada uma noite &
. temperatura ambiente. Findo 8ste periodo juntou-se &gua fria e

" extraiu-se com clorofbrmio. A solugdo clorofbrmica. £oi lavada
com Aeido cloridrico a 10%, depois com agua e séca com sulfato
Ade sbdio anidro. Destiléggo do cloroformio sob vacuo forneceu
o0 diacetato derivado. Reciétalizagéo'em benzeno~éter de peérbleo

KBr
forneceu cristais brancos (46 mg), p.f. 174-~1759C; \) max(em=1) s

2985, 2899, 1768, 1629, 1626, 1605, 1567, 1502, 1462,1ul1, 1418,
1370, .1353, 1319, 1307, 1250, 124, 1221-1183, 1176, 1156, 112l,
1100, 1089, 1075, 1020, 1000, 978, 962, 952, 925, 905,897,' 867,
858, 851, 826, 813, 806, 787, 763, T51; RMN T(CDClz): 7,65(s) 6H

(2 0COMe), 6,13 (s) 3H (OCHz), 6,10 (s) 6H (2 OMe), 6,07 (s) 6H
(2 OMe), 3,25 (s) 1H (Hg), 2,62 (d, J= 2,1Hz) 1H (Hg:), 2,33
(d, J= 2,1Hz) 1H (H,,).
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BM: M* Lol (100%); m/e (%) 403 (L3), 390 (1), 389 (T1), 387
(10), 386 (1), 385 (21), 371 (21), 361 (L), 217 (3), 205 (),
197 (3), 196 (2), 195 (3), 193 (3), 188 (6), 181 (5), 179 (2),
174 (2), 173 (3), 167 (5), 165 (L), 153 (5), 151 (3), 150 (3),
U9 (L), W7 (3).

Metilacdo da apuleirina.

Uma solucdo de CHyNy em éter etilico (15 ml) foi prepa
rada de nitrosometilureia (367 mg) em contacto com uma solugao
aquosa de NaOH 1:1 (50 ml). A fase eterea foi adicionada 2 apu
leirina (10 mg), juhtou-se 31lcool metilico (2 ml) para comple-
tar solubilizac@o e manteve-se & solug@o nas condigles ambien =
tes durante 25 horas. Comparacdo desta solucdo com 3',5,6-tri
~O-metilapuleitrina por cromatografia em camada delgada de sili
ca, CHClB -3% MeOH como solvente.de desenvolvimento, reve -
lou idéntico comportamento dos dois derivados em todos os aspec
tos cromatograficos, sendo que o derivado da apuleirina apresen
ta uma® pequena quantidade de impureza de menor Rf. A seguir
destilou-se o ~ter etilico. O residuo incolor foi dissolvidoem
CHClz e filtrado em volume de silica. Destilacdo do CHClz e
recristalizagdo em acetato de etila-eéter de petroleo forneceu
eristais inébloxes (6 mg), p.f. lh2-1hl0C. Recistalizacdo no
mesmo sistema de solventes originou 3',/'-di-O-metilapuleirina
(3 mg), rristais brancos em placas retangulares, p.f. 151-1532C,.
p.f. misto com 3',5,6-tri~O-metilapuleitrina ndo revelou abaixa

mento; \>ma§ (cplfl): 2967, 2857, 1639, 1600, 1577, 1504, 1481,
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1453, 1Lh3, 1427, 1412, 1370, 1351, 1290, 1258, 1229,1220,1188,
1159, 1133, 1086, 102, 1015, 999, 983, 962, 919, 853, 826,822,
787, 775, TU5, 733, Revelado 1déntico a 3',5,6-tri-O-metilapu~
leitrina tambem por cromatografia em camada delgada de  silica

(solvente CHC13.- 3% MeOH).

Desmetilagdo seletiva da apuleirina;

A apuleirina (10 mg) e acido cloridrico aquoso a 20%
(7 m1) foram aquecidos em. banho-maria durante 30 minutos. ' Apos
a solugdo atingir a temperatura das condicdes ambientes,. jun;-
tou-se agua e extraiu-se com cloroformio. A4 soluc@o cloroformi
ca fol lavada com agua e extralda com solucdo saturada dejﬁfaxf
Na solugdo cloroformica remahescente constatou-se a . presenca
da apuleirina (AL-19B). O extrato bdrax foi acidificadb com}é-
cido cloridrico concentrado e extraldo com cloroformio. Esta
solucdo cloroformica foi lavada com 4gua, séca com sulfato de
sodio anidro e concentrada parcialmente. A presenca da apulel-
trina nesta solucao foi revelada‘por cromatografia em camada
delgada.dé silica. -Utilizou-se 3 sistemas de solvente bara de-
senvolvimento cromatografico: clorofbrmioc - 2% metanol, benze

no-acetona. (1:1) e cloroformio - 10% acetona.

Leiocarpina (AL=32),

Cristais em placas retangulares (etansol), brancos,p.f...

98-1009C; A NS (am) 230, 290, 308, (€ resp. 1400, L1.200, ,
A BtOH + 0
L4100 )3 A maxH }\Ia 1

. V)KBr
(nm): nenhuma alteracao;V max (em-1):3003,
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2933, 1639, 1613, 1587, 1504, U1, 1441, 1374, 1359, 1335,1323,
1307, 1290, 1276, 126lL, 1245, 1225, 1211, 1199, 1185,1163, 117,
1117, 109L, 1087, 1055, 1047, 982, 950, 941, 950,895, 883, 868,

847, 833, 812, 797, 787, 775, 735, 725, 698, 680, 671; RMNY
T (CCly): 8,50 (s) 6H (2 CHg), 6,18-6,73 (m) 2H (H-6ax, H-6a),
5,63-5,93 (m) 1H (H-6eq.), L,58 (d, J= 6Hz) 1H (Hy14)» L4048

(d, J= 9,4Hz) 1H (Hz1), 4,02 (s) 2H (OCH,0), 3,58 (s) 1H (B ) .
3,48 (a, J= 8,6Hz) 1H (H)y 3,34 .(d, J= 9,4Hz) 1H (Hh,);3,31 (s)
1H (Hp)y 2,76 (4, J= 8,6Hz) 1H (H)); EM: M' 350 (80%); m/e (%)
336 (23), 335 (100), 321 (5), 317 (5), 185 (12), 173 (19), 168
(135 36,5 (2435 167 (6)3 DOR: 101 155 0, [0] 54 -11.200,10] 4
0, 9] 29 * 14.600, [0} 250 + 31.L400 (etanol, ¢ 0, 196 mg/ml,
4o - 240 nm). ‘

Hidrogenacao da Lelocarplna.

Uma suspensao de PA/10% C (250 8 mg) em acido acetico
glacial (15 ml) foi agitada passando ‘corrente de H, durante 5
minutos. Em seguida juntou-se a leiodarpina (100 mg) dissolvida
em etanol (5 ml) e continou-se passando H, até constatar-se au-
ééncia de substidncia original por cromatografia em camada delga
da de silica (solvente: benzeno). O catalizador foi elimina- -
do por filtragéo em coluna de silica. Apos destilac3o do etanol
juntou-se agua e extraiu-se com tetracloreto de carbono. Hsta
solugao foi lavada com agua, seca com sulfato de sodio anidro e
destilada sob vacuo. O residuo solido recristalizado em tetng‘

cloreto de carbono forneceu (38)-2'hidroxi~li' ,5'-metileno =
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dioxi-6%", 6% dimetllbirano-(Z“ 3“ 8,7)=isoflavano(72 mg), crig
tals brancos, p.f. 18u-186°c,)\max (nm): 230, 288,300( & resp.

KtOH + NaOH ‘
>\max = (nm): 227,280,317( € resp.

28.650, 6.750, 7.100); e (em-;) 3120, 2920, 2900,1610,1590,
1510, 1490, L0, 1390, 1371, 1350, 1299, 1270, 122,1220,1190,

1175, 1154, 1132, 1110, 1080, 1050, 1010, 967, 952, 910, 902,
830, 830, 815, 783; RMNU(CH;= N): lj,12. (s) 2H (0CH0), 3,70
(d, J= 8,6Hz) 1H (Hg), 3,49 (s) 1H (Hz:),3,31(s) 1H (Hz1), 3,16
(4, J= 8,6Hz) 1H (Hz); EM: M* 354 (59%); me (%) 216 (T), 192
(16), 191 (98), 177 (5), 176 (22), 175 (6), 165 (15),16L (100),
152 (6), 151 (28), 150 (5), 149,5 (8), 149 (12), 147(12), 137
(5), 136 (16), 135 (47), 153 (15),‘énsaio de Gibbs negativo;

" DOR: 9] 3560, 1¢01508 -Li520, |¢1289 0, l¢|250 + 1580, [¢] 550 +8650
. (etanol, O, 18 mg/ml)

12.750, 6.000, 6.5oo,g

B-sitosterol (AL-l?). | .

Cristais brancos (MeOH), pefe 13u-136Qc, lit. 1101}
140-1429C3 V)max (cm’l) integ al 3&00, 2920, 1640, 1460, 1580,
1068, 1030.

Pinitol (AM=-114).
Cristais brancos (EtOH), p.f. 185_18790, 1it. 102|185~
20°C . \)KBI‘
1869¢; [ec] . +60¢ (MeOH), C= 0,891 1it. |102| + 652; V max
(em=1): 3570-3330 2980, 2817, 1515, 1M70 1&50 1379,134L0, 1309,
1282, 1276, 1250, 1206, 1190, 1936, 1226, 1104,1085,1072, 1053,
1022, 1002, 963, 905, 862, 752.
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DIOSSINTASE

4 biossintese do anel & dos flavonoides envolve a via

acetato-malonato, enquantc ¢ anel T se origina pela via chiqui-
mato-prefenato. De acdrdo com éste fato, ja comprovado experir-
mentalmente, a oxigenagdo aéstes anéis deveria incidir nas posi
GOes 5,7 e 31,4,

Mesmo que a analise estatistica de loczlizagao de oxie
grupos em flavoncides coafirma, como se sabe, csta previsio, mui
tos casos de oxigenacao adicional ocorrem. O estudo dos consti—
tuintes flavinicos da Apuleia leiocarpa (Vog.) Mackr. parece re

velar o mecanismo pelo quel se passam estas oxigenagoes.

A metilagdo de grupo hidroxila localizado em C-4' em
preferéncia a tal grupo em C-3' & relativamente raro em flavo -
noides naturais. Dois exemplos sZo eupatina (CLXZXIXa) e eupato
retina (CLAXIXb), que tém estreita relagdo estrutural com a
oxiaianina B (CXXXVI).

A proposicdo da derivacdo do anel B trioxigenado dos
constituintes da Apuleias de precursores dioxigenados & apresen=

tada no Quadro 56..
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CLXXIXa BR=H, eupatina
b R=Me, eupatoretina

. Quadro 56,

Proposicdo da derivagdo da oxigena¢Zo do anel B em fla

[ 4

vonas isoladas da Apmiela lelocarpa.

OMe HO OMe
., X - .
,llli!;./” | ‘ f:]I!i][ou

oxiaianina B apuleina
aianina 5=0=desmetilapuleina
oxiaianina 4
S5-0=metiloxiaianina~i
OH
N AOH
lg/, oH
apuleisina
apuleidina
. OH
, OsH OMe
—
OMe OMe
- o apuleitrina

apuleirina
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Postula-se que o grupo hidroxila, e ndoc o grupo metoxi-
la, controla a orientagéc do ataque eletrofilico do cation  YOH
ou seu equivalente biolczico, para as(posiQEes orto ou pars. hifei
tos destas natureza forcm atribuidos para a habilidade de grupo
hidroxila estabelecer ponte de hidrogénio com o grupo metoxila
l89l. Como resultado da ponte de hidrogénio intramolecular, 63
efeitos mesomérico e indutivo tornam a densidade eletr6nica.ﬁaor
nas posigoes orto e para em relagao ao grupo OH do que em rela-
G830 ao grupo metoxila. Bstes efeitos eletrdnicos justificam por
que o usual padr3o de substituigdo L'-hidroxi-3'-metoxi em dia-
rilpropanoides naturais origina os derivados usuais 3',4',5'-trio-
xigenados, enquanto, que pelo menos em especies Disthemomanthus
e Apuleia, o ndo usual 3'-hidroxi-L'metoxi produz os nao usuais

padrdes de substituig8o 2',3',4'~ e 2',4',5'=trioxigenadas.

Que o padrdo 3',4',5'~triogenado & na verdade comum en-
tre os flavonoides pode-se deduzir tambem da presenca da épule;
trina (CXL) e da apuleirina (CLV) encontrados como constituintes
da Apuleia. Idéntico padrio de substituigZo tem sido encontrado
em outras especies n3o relacionadas tais como Eremoghilé fraseri

F. Muell, familia Buphorbiaceae |90| e Murrya paniculata (Linn.)

Jack, familia Rubiaceae 91|+ Em céntradistingéo, anéis B 2'-oxi
genados sio razoavelmente espalhados nos isoflavanoides da fami
lia Leguminosae |92| e proposigao mecan{stica racionaliza &ste
fato |93|. & oxiaianina & era o Gnico 2'-~hidroxi-flavonoide re
gistrado em espéecies da familia Leguminosae. Nao obstante, traba

lhos recentes |9, 95, 96| registram 27 representantes adicio -

~
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nais desta classe, isolados de espécies de Acanthaceae, Datisca-
ceae, Labiatae, Meliaceae, Moraceae e Rutaceae. Suag biossinte-
ses, por outro lado, ndc seguem necessariamente o mesmo caminho
sugerido para os constituintes da Apuleig e pelo menos algumas
destas substfncias podem ser derivados do usual caminho acetato-

chiquimato |97].
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CONCLUSUES

O estudo da composigao quimica da espécie Apuleia leio-

carpa, familia 1eguminosae-Caesolpinoideae, permitiu o iédlamgn—
to de (+)-pinitol, B-sitosterol, 10 flavonas e um pterocarpanoc.
Entre as flavohas estudadas, 6 (seis) sustentam fun¢3o

hidroxila no atomo de carbono 2'. Recentemente foi registrado
que oxiaianina A e oxiaianina B isolados de Disthemonanthus ben-
thamianus {67] podem causar dermatites |99|. Claramente, 8ste re
sultado & uma outra indicagdo que éstimula investigacdio da .ativi
dade fisiologica das substéncias da Apuleia leiocarpg.

| Comparagdo da composigdo quimica da Apuleig leiocarpa
com Apuleis molaris por cromatografia em camada delgada de sili-
ca ndo revelou diferenga entre as duas espécies. fste resultado
esta em acordo com a opini3o que o género Apuleig Mart é4 mnono-
tipico |100].

- Cromatografia em coluna e em camada delgada de silica,
quando.convenientemente utilizadas, constituem poderosas ferra=-

mentas nas tarefas de isolamento, verificagao de pureza e para
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fins anaiiticos comparativos. A aplicagdo de peneiramento molecu-
Llar utilizando sephadex LH-20 gelificada com solvente organico e

extraordinariamente Util em muito casos de isolamento.

05 metodos espeztrometricos (espectrometria no wu.ve. no
1eve, de rem.n. e de massa) séo poderosos métodos fisicos de ana-
lise orgdnica com os quais o quimico que se dedica & quimica de
produtos naturais tem o seu trabalho de investigagao estrutural
tremendamente facilitado. .Tal metodologia foi usada exaustivamen

te durante o estudo das 33 substdncias que compdem &ste trabalho.



RESUMO

O extrato benzénico do cerne da Apuleia lg;gcargg(ngJ

Macbr., familia Leguminosa-Caesalpinioideae contém (+)-ninitol,
B-sitosterol e 10 flavonas. Trés destas flsvones s&do conhecidas
como aianina (CIV), oxiaianina A(XCVIT)e ovieisnina B (CXXXVI).
& constituic¢Bo das 7 novas fiavonaé, épuleina(LXdIX),5-O-desme-
tilapuleina (LXXX), apuleisina (CXVI), avuleitrina (CXL), apu -
leirina (CLV), apuleidina (CXLVI) e 5-O-metiloxisianina A(XCVITT)
forsm estabelecidas. Proposicdo estrutural & também lancada pa-
ra a leiocarpina (CLXXVI), um novo ptérncarpano isolado do ex -
trato benzénico da casea. O padr3o de oxigenac 3o fora do comum
das flavonas éstudadas- neste trabalho & discutido.

Comparacdo de extratos de diferentes partes da especie

Avulela molaris, por cromatografia em caméda delgada de silica,

néo revelou diferenca em composico quimica com relacdo a Apu =

léia lelocarpa.
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