Quim. Nova, Vol. 32, No. 5, 1119-1128, 2009

ESTUDO ESPECTROSCOPICO EM ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE FLAVONOIDES DE Solanum jabrense

AGRA & NEE E S. paludosum MORIC.

Tania Maria Sarmento da Silva*

Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, 52171-900

Recife - PE, Brasil
Mario Geraldo de Carvalho

Artigo

Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465, km 07,

23890-000 Seropédica — RJ, Brasil
Raimundo Braz-Filho

Setor de Quimica de Produtos Naturais, CCT, Universidade Estadual do Norte Fluminense, Av. Alberto Lamego, 2000,

28013-600 Campos dos Goytacazes — RJ, Brasil

Recebido em 6/3/08; aceito em 8/1/09; publicado na web em 28/5/09

SPECTROSCOPY STUDY ON STRUCTURAL ELUCIDATION OF FLAVONOIDS FROM Solanum jabrense Agra & Nee e S.
paludosum Moric. The NMR (RMN'H, "*C, COSY, HMQC, HMBC, NOE-DIFF, NOESY) and mass spectra data analysis of sixteen
flavonoids, including nine natural, 7-O-methylkanferol (ramnocitrin), 3,7-di-O-methylkanferol (kumatakenin), 3-O-methylquercetin,
3,7,3’,4 -tetra-O-methylquercetin (retusin), 3,7,8,4’-tetra-O-methylgossipetin, 3,7,8,3”,4’-penta-O-methylgossipetin,
7-0O-methylapigenin (genkwanin), 3,7,8-tri-O-methylherbacetin, 7,4’- di-O-methylquercetin (ombuine), isolated from Solanum

paludosum and S. jabrense, and seven prepared methyl and acetyl derivatives, are discussed according the substitution on the rings

A,BandC.
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INTRODUCAO

O estudo quimico envolvendo as partes aéreas de Solanum pa-
ludosum Moric. e S. jabrense Agra & Nee resultou no isolamento de
8 e 7 flavonoides, respectivamente. Em trabalhos anteriores relatou-
se a presenga dos flavonoides 7-O-metilkanferol (ramnocitrina, 1),
3,7-di-O-metilkanferol (kumatakenina, 2), 3-O-metilquercetina
(7), 3,7,3’,4’-tetra-O-metilquercetina (retusin, 8), 3,7,8,4’-tetra-O-
metilgossipetina (11), 3,7,8,3",4’-penta-O-metilgossipetina (12),
7-O-metilapigenina (genkwanina, 15), 3,7,8-tri-O-metilherbacetina
(16) em S. paludosum'?e 1,2,7,74’ - di-O-metilquercetina (ombuina,
6), 8, 11 e 12 em S. jabrense.? Destes 3,7,8,4’-tetra-O-metilgossi-
petina, 3,7,8,3’,4’-penta-O-metilgossipetina, 7-O-metilapigenina,
7-O-metilkanferol e 7,4’- di-O-metilquercetina foram isolados pela
primeira vez no género Solanum, apresentando, portanto, uma grande
contribuicdo para o entendimento da quimiotaxonomia do género.

Muitos flavonoides ocorrem amplamente na natureza e € muito di-
ficil obter em quantidade suficiente de fonte natural para identificacdo
das estruturas. Os dados de RMN de muitos flavonoides hidroxilados,
metoxilados e acetilados podem ajudar a identificar novos flavonoides
isolados de fontes naturais baseados nos experimentos de RMN.

Uma vez que os flavonoides das espécis S. paludosum e S. ja-
brense foram isolados em quantidade razodvel, este trabalho mostra
a preparagdo dos derivados metilados 3 (7,4’-di-O-metilkanferol)
e9 (3, 5,7, 3’4 -penta-O-metilquercetina), e acetilados 4 (3,7-di-
O-metil, 5,4’-di-O-acetilkanferol), 5 (5 7-di- O-metil, 3,5,4’-tri-O-
acetilkanferol), 10 (3,7,3’ ,4’-tetra-O-metil, 5-O-acetilquercetina), 13
(3,7,8,3’ 4’ -penta-O-metil, 5-O-acetilgossipetina) e 14 (3,7,8,4’-tetra-
O-metil, 5,3’-di-O-metilgossipetina). Considerando que estes dados
podem variar consideravelmente pela introduc@o de grupos hidroxila,
metoxila e acetila nas estruturas dos flavonoides, faz-se uma discus-
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sdo dos dados espectroscopicos de RMN e massas obtidos de todos
os flavonoides naturais e dos derivados preparados por reagdes de
metilacdo e acetilacio.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN 'H e °C (1D e 2D) foram registrados em
espectrometros Bruker DRX-500 ('H: 500 MHz; '3C: 125 MHz),
Bruker AMX-300 (‘"H: 300 MHz; '*C: 75 MHz), Bruker AC-200 ('H:
200 MHz; *C: 50 MHz) e JEOL Eclipse-400 (*H: 400 MHz; '3C: 100
MHz) em tubos de 5 mm, utilizando DMSO-dG, CDCl3 ou acetona-
d, como solvente e TMS como referéncia interna. Utilizaram-se os
programas de pulsos da Bruker [zg30 (‘H), zgpg30 (*C BBHD),
dept135 ('*C DEPT), cosygs ('"H-'H COSY), invdgstp (HMQC),
invdgsllmd (HMBC) e noesygpph ("H-'H NOESY)] com probe dual
BC/'H para detec¢do normal (**C) ou com detecg¢io inversa para (‘H)
com z-gradient; obtiveram-se espectros com 32 e 64 K e largura de
12 e 31 kHz para 'H e *C em uma dimenséo, respectivamente. Es-
pectros 2D de correlac@o heteronuclear com detecgdo inversa foram
coletados com 1 K, largura de 5 kHz em F2, e 27 kHz x 256 em F1.
Os processamentos dos dados foram feitos com 1 K x 256 w, usando
retorno linear em F'/ para gerar a matriz. Os valores de J usados na
implementacdo das sequéncias do HSQC e HMBC foram: 145 Hz
(7 o € 9,0Hz ("J,, n> 1), respectivamente.

Os experimentos de NOESY foram obtidos com 5 kHz para F1
e F2 e blocos de 1 K x 1 K, mixing time 1 s, processados com ajusta-
mento de fase, seguido de simetrizacdo dos dados da matriz.

Processamentos semelhantes foram usados nos experimentos com
o aparelho da Jeol, com pardmetros tipicos para 'H com pulso de 45°
(espectros com 16 K e com 15 ppm). Os experimentos 2D (HMQC
e HMBC) foram modulados com os mesmos valores de 'J e "J
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descrito acima. Os experimentos para detectar NOE realizados no
espectrometro AC-200 foram obtidos com o programa NOEDIFF. AU
da Bruker com irradiag¢@o na frequéncia das metoxilas.

Os espectros de massas de baixa resolu¢do foram registrados em
sistema acoplado CG/EM: Varian Saturn 2000 (3900GC e CP-1177);
CG/EM HP-5989A: GC HP-5880A e HP-5897A com analisador
de fons através de quadrupolo e ionizagdo por impacto de elétrons,
70 eV.

Usaram-se placas de silica gel 60 PF,,, Merck para cromatogra-
fia em camada delgada analitica e como reveladores utilizados luz
ultravioleta (254 € 366 nm), solugdes de AICL-EtOH (1%) e édcido
difenilborico etanolamina-MeOH (NP, 1%).

Material vegetal e isolamento dos flavonoides

As partes aéreas de Solanum paludosum foram coletadas em
janeiro de 1999 no campus universitario de Jodo Pessoa, Paraiba e
colocada em estufa a 40 °C por uma semana.

O material seco e pulverizado (1,1 kg) foi percolado com etanol.
A solucdo extrativa foi concentrada em rotavapor a 40 °C sob pres-
sao reduzida, resultando em um extrato de cor verde escura (100,1
g). Este extrato foi dissolvido em 4cido acético 20% e adicionado
benzeno:éter, obtendo-se duas solugdes extrativas, uma benzeno:éter
etilico e outra acida.

A solucdo extrativa benzeno:éter foi evaporada em rotavapor,
fornecendo o extrato benzeno etéreo (50,0 g) que foi suspenso em
metanol:dgua (8:2) e particionado com hexano e AcOEt. Os solventes
hexano e AcOEt foram evaporados, fornecendo os extratos hexanicos
(31,5 g) e acetato de etila (12,0 g).

O extrato hexanico foi solubilizado com CH,Cl, e precipitado com
MeOH a frio. O residuo da d4gua mie foi submetido a cromatografia
em coluna com silica gel usando como eluentes hexano, AcOEt e
MeOH em ordem crescente de polaridade, fornecendo doze fracdes.
A quinta fra¢@o apos recristaliza¢do rendeu 200,0 mg da substancia
8, cristais amarelos em forma de agulhas. Este flavonoide foi meti-
lado (20,0 mg) e acetilado originou 9 (18,0 mg; 90%) e 10 (22,9 mg,
rendimento quantitativo), respectivamente. A sexta fragdo foi subme-
tida a cromatografia em coluna com silica gel, tendo como eluentes
hexano, acetato de etila e metanol, em grau crescente de polaridade,
fornecendo quatro fracdes da qual a terceira fracdo cristalizou em
forma de agulhas amarelas, substancia 12 (25,0 mg) que foi acetilada
(15,0 mg) fornecendo o flavonoide 13 (10,0 mg; 52,4%).

O residuo obtido da solu¢do AcOEt (12,0 g) foi cromatografado
em Sephadex LH-20 (Coluna A), fornecendo quatro fragdes. A se-
gunda frag@o (A-2) foi submetida a coluna rdpida de silica gel sob
média pressdo, coletando-se dez fracdes. As fragdes A-2/2 e A-2/3
forneceram um material cristalino amarelo, em forma de agulhas, que
foram separados da dgua mae e identificados como os flavonoides
11 (120,0 mg) e 1 (40,0 mg), respectivamente. O flavonoide 1 foi
metilado (4,0 mg) e acetilado (10,0 mg) fornecendo a substancia
metilada 3 (4,0 mg; 95,7%) e o flavonoide peracetilado 5 (10,0 mg;
70,4%), respectivamente. O constituinte 11 (43,6 mg) também foi
acetilado com anidrido acético na presenca de piridina, fornecendo
o produto 14 (40,0; 58%). A dgua mae da fracdo A-2/3 foi submetida
a vdrias filtragdes em colunas de Sephadex LH-20 e silica gel sob
média pressdo, obtendo-se uma mistura contendo os flavonoides 1
e 15 (40,0 mg), o flavonoide 2 puro (50,0 mg) e a mistura de 2 e 16
(19,8 mg). A terceira fragdo da coluna A (A-3) foi cromatografada
em Sephadex LH-20, obtendo-se uma mistura das substancias 7 e
o acido protocatecuico. O flavonoide 2 (18,0 mg) foi acetilado e
forneceu 4 (14,0 mg; 61%).

As partes aéreas de Solanum jabrense foram coletadas na Paraiba,
Nordeste do Brasil em setembro de 2000.
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O pd seco e moido de S. jabrense (34 g) foi extraido com
EtOH em temperatura ambiente até completa exaustdo. A solucio
extrativa foi concentrada sob pressio reduzida fornecendo 5,3 g
de S. jabrense. Uma parte do residuo do extrato de S. jabrense foi
suspenso em H,0:AcOH (8:2) e extraido com hexano:éter (1:1).
O solvente foi evaporado e o extrato hexano etéreo foi dissolvido
em MeOH:H,O (4:1) e extraido com hexano e AcOEt. O extrato
acetato de etila (1,2 g) foi cromatografado com Shephadex LH-20
em CHCI,:MeOH (1:1) para remogdo da clorofila dos flavonoi-
des totais. As fragdes flavonoidicas obtidas foram analisadas em
placas cromatogréficas de camada fina com silica gel 60 F254 e
a visualizagdo foi feita com a solugdo de difenilboriloxietilamina
(NP, 1%) em MeOH e AICL-EtOH (1%), sendo observado na luz
ultravioleta em 366 nm. A fragdo foi filtrada com CHCI, e MeOH
em cartuchos de silica C-18 (Sep-Pak C-18). A fraga@o cloroférmica
foi evaporada, redissolvida em MeOH e filtrada sobre a membrana
de 0,45 um (Millipore) para andlise em CLAE.

A identificagdo das substincias no extrato foi feita por com-
paragdo dos tempos de retencdo entre os picos desconhecidos e
os flavonoides padrdes e por cocromatografia dos extratos com os
flavonoides padrdes. O cromatograma do extrato mostrou a presenca
de todos os flavonoides isolados de S. paludosum. Apés a andlise o
extrato foi cromatografado com Sephadex LH-20 e foram isolados
os flavonoides 1, 6 ¢ 8.

Parte dos dados sobre o isolamento encontra-se registrados em
publicacdes anteriores.'”

Preparacao de derivados

Metilacao com diazometano

Uma solugdo de diazometano (CH,N,) foi preparada em éter e
adicionada (em excesso) em gotas as solucdes das substincias em
CHCI, ou MeOH. Apds a eliminagdo do solvente obtiveram-se as
substancias metiladas.

Permetilagdo com sulfato de dimetila

Sulfat(3 de dimetila (Me,SO,) foi usado para a permetilagdo dos
flavonois. A solugio dos flavonoides em acetona seca adicionou-se 1,1
eq.de K,CO,, e 1,1 eq. de sulfato de dimetila para cada hidroxila livre.
A mistura resultante, na temperatura ambiente, foi agitada durante 2
h e monitorada através de andlise por placa cromatografica. Apds a
conclusdo da reagéo, o solvente foi destilado em rotavapor sob pres-
sdo reduzida e o material oleoso obtido foi suspenso em dgua (cerca
de 50 mL), tratado com 5 mL de solu¢do de hidréxido de amdnio
concentrado e extraido com CH,Cl, (com 3 vezes 15 mL). A solugdo
das fracdes organicas reunidas foi seca com sulfato de sédio anidro e
o solvente removido em rotavapor mantido sob pressdo reduzida. Em
alguns casos obteve-se recristalizagdo em acetona ou MeOH.*

As substancias foram submetidas a tratamento com anidrido
acético e piridina (1:1) e a mistura mantida em repouso durante 48
h. Apés esse periodo, foi tratada com dgua destilada gelada, obtendo-
se o material precipitado. O precipitado foi filtrado e lavado vérias
vezes com agua destilada, dissolvido em diclorometano e seco com
sulfato de sddio anidro. Apds evaporagdo do solvente em rotavapor
obtiveram-se as substancias acetiladas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os flavonoides (1, 2, 7, 8, 11, 12, 15 e 16) foram isolados das
partes aéreas de S. paludosum através de cromatografia utilizando
Sephadex LH-20.!? A metilagio do flavonoide 1 com diazometano
forneceu 3, contendo grupo metoxila adicional na posicdo 4’, enquan-
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to que a acetilag@o de 2 produziu 4, derivado acetilado com funcdes
acetoxilicas nas posi¢des 3 e 4’ e de 1 forneceu 5, sustentando grupos
acetoxilicos nas posi¢des 3, 5 e 4°. O flavonoide 8 foi metilado com
sulfato de dimetila e acetilado com anidrido acético na presenca de
piridina para fornecer os derivados permetilado 9 e o derivado mono-
acetilico 10 (acetila na posigdo 5), respectivamente. Os flavonéides 11
e 12 foram acetilados com anidrido acético na presenca de piridina e
forneceram os produtos acetilados 14 e 13, respectivamente.

Das partes aéreas de S. jabrense foram isolados os flavonoides 1,
6 ¢ 8, sendo os demais (2, 7, 11 e 12) identificados nos tricomas das
partes aéreas através de andlise por cromatografia de alta eficiéncia
(CLAE).?

Os padrdes de substitui¢do dos anéis arométicos (anéis A e B) e he-
terociclico (anel C) dos flavonoides isolados foram usados para definir
os grupos responsaveis pelos diferentes perfis observados nos espectros
de RMN'H e '*C. A Figura 1 revela as estruturas dos flavonoides natu-
rais e dos derivados obtidos por metilagio e/ou acetilacdo.
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Figura 1. Estrutura dos flavonoides naturais e dos derivados obtidos por
metilag¢do e acetila¢do

Espectro de RMN 'H dos flavonoides

Caracterizagdo do anel A

O padrio de oxigenagdo dos flavonoides naturais (1, 2, 6-8, 11,
12,15 e 16) e dos derivados (3-5, 9-10, 13 e 14) foi determinado pelo
espectro de RMN 'H (Tabela 1). Os espectros dos flavonéis 11-14
e 16 apresentaram apenas um sinal simples com deslocamento qui-
mico entre §,, 6,41 e 6,66 para um hidrogénio aromdtico localizado
no anel A, indicando a presenca de trés substituintes oxigenados. A
presenca de um simpleto em regido mais desblindada dos flavondis
naturais 11e 12 (3, 12,47) e 16 (5, 12,55) indicou a presenca de uma
hidroxila quelatogénica em C-5. A acetilacdo da hidroxila quelada
HO-5 em 13 e 14 gerou, como previsto, a desblindagem (Ad = 0,25
ppm) no hidrogénio H-6 presente no anel A em posigao orfo,’ como
consequéncia da atenuag@o do efeito mesomérico promovido pela
deslocalizacdo dos elétrons ndo compartilhados do 4tomo de oxigénio
devido a presenga da carbonila do grupo acetoxila.
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Os espectros dos flavonéis 1-10 e da flavona 15 revelaram a pre-
senca de dois sinais para dtomos de hidrogénio localizados no anel
A (Tabela 1), com a constante acoplamento (J) indicando interacéio
spin-spin de hidrogénios mantendo entre si relacdo meta (J=1,9-2,2
Hz) e correspondendo aos hidrogénios H-6 (5, 6,25 — 6,66) ¢ H-8
(8,,6,46 — 6,84).

Caracterizagdo do anel B

O anel B dos flavondis 1-5, 15 e 16 revelou a presenca de sinais
caracteristicos de um sistema aromatico para dissubstituido, sendo,
consequentemente, representado por dois dupletos correspondentes
aos dois pares de atomos de hidrogénio (H-2’/H-6’: 5H 7,85 -8,11;
e H-3"/H-5": §,,6,67 — 7,25) acoplados através de interagdo spin-spin
em orto (J=6,0-8,8 Hz), constituindo um tipico sistema AA’BB’
(Tabela 1).

O anel B dos flavondis 6-14 apareceu representado por trés sinais
(Tabela 1) correspondentes aos trés hidrogénios localizados em ambien-
tes quimicos diferentes (H-2": §,,7,67-7,91; H-5": 6,,6,98 - 7,10, H-6:
SH 6,69 — 8,08). Os valores dos deslocamentos quimicos e das constantes
de acoplamento (meta: J=1,3-2,4 Hz; orto: J=8,4-8,8 Hz) destes 4tomos
de hidrogénio (Tabela 1) permitiram definir o padrdo de substituicdo
do anel B. Um dos sinais apareceu como um duplo dupleto (em alguns
como um simpleto largo) acoplando com os dois hidrogénios restantes
que ndo acoplam entre si. Os valores das constantes de acoplamento
(J=1,3-2,4 e 8,4-8,8 Hz) sdo caracteristicos de interagdes meta e orto
também em flavonoides oxigenados. Os valores dos deslocamentos
quimicos e das constantes de acoplamento observadas nos espectros
de RMN'H dos flavondis 6-14 permitiram propor a localiza¢do das
fungdes oxigenadas nas posicdes 3’ e 4’ (Tabela 1).

Caracterizagdo do anel C

Apenas o flavonoide 15 apresentou um sinal simpleto em &, 6,82,
sugerindo a presenga de um hidrogénio metinico, H-3, caracteristico
de flavona.®

Além do padrao de substitui¢ao dos anéis presentes no esqueleto
de flavonoides, os espectros de RMN 'H permitiram deduzir a na-
tureza e o nimero de grupos substituintes (sinais simples de grupos
metoxilicos SH.3,84 - 3,96; grupos hidroxilicos localizados em C-5,
envolvido em ligacdo de hidrogénio 8, 12,13 — 12.94 e, as hidroxilas
localizadas em outras posi¢des revelaram-se mais sensiveis aos efeitos
de solvente, H,O presente no solvente e temperatura. Os espectros
de RMN'H dos derivados acetilados, 4, 5, 10, 13 ¢ 14 mostraram
também a presenca de sinais simples entre 8 2.3-2.5 referentes aos
grupos metilicos das acetoxilas (Tabela 1).

Analise dos dados de massas

Os espectros de massas dos flavonoides naturais mostraram
picos intensos correspondentes aos fons moleculares: 1 (m/z 300,
[M*]), 2 (m/z 314, [M*]), 7 (m/z 316, [M*]), 8 (m/z 358, [M*]), 11
(m/z 374, [M*]), 12 (m/z 388, [M"]) e 16 (m/z, 344 [M*]). Com base
no pico correspondente ao fon molecular pdde-se deduzir o nimero
de hidroxilas e metoxilas presentes como substituintes. O flavonoide
acetilado, 4 ndo revelou o pico correspondente ao fon molecular (m/z
356) e mostrou o pico em M*-42 ([M-CH,=C=0]") devido a frag-
mentagdo do grupo acetoxila com eliminagdo de ceteno (O=C=CH,).
Os derivados acetilados 5 (m/z 426, [M*]) 13 (m/z 388, [M*]) e 14
(m/z 416, [M*]) revelaram os picos referentes aos fons moleculares.
Os espectros de massas dos flavonoides naturais 11 (m/z 359), 12
(m/z 373) e 16 (m/z 329) sustentando uma metoxila em C-8 revela-
ram pico base em [M-15]* e o derivado acetilado 13 (m/z 359) em
(IM-42-15]*), em acordo com Goudard et al.,” que sugeriu a relagdo
entre as intensidades [M]*/[M-15]* como um método para distinguir
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os flavonoides com os substituintes nas posig¢des 5,6,7 ou 5,7 ¢ 8. A
abundancia relativa dos picos M e M-15 no espectro de massas permite
a diferenciagdo de 5-hidroxi-7,8-dimetoxi e 5,7,8-trimetoxiflavonas
(M>M-15) de 5-hidroxi-7,8-dimetoxi e 5,6,7-trimetoxiflavonas
(M<M-15), respectivamente.

A perda de um radical hidrogénio a partir do fon molecular,
originando um pico com abundancia relativa maior que 50%, foi
observada nos espectros de massas dos flavonoides que ndo susten-
tam metoxilaem C-8 1 -3, 6 -9 e 15 e nos derivados acetilados 4,
5,10, 13 e 14. A preferéncia para a eliminagido de H-2’ e/ou H-6
pode ser justificada pela formacao de ion com estabilidade justificada
por efeito mesomérico (I), o mesmo néo ocorrendo com II formado
pela eliminacdo de radical do flavonoide 15. Nos casos da presenga
de grupo metoxila em C-8 ocorre influéncia favordvel a reagdo de
eliminag@o de radical metila (III). O mesmo podendo ocorrer com
flavonoides sustentando metoxila em C-6 (IV) (Figura 2).

Figura 2. lons de flavonoides formados por: efeito mesomérico (I), elimi-
nagdo de radical do flavonoide 15 (11), presenga do grupo metoxila em C-8
(III) e em C-6 (IV)

Outros picos representantes de fons formados a partir do fon
molecular podem ser justificados pela elimina¢io de unidade estru-
tural representada pela perda de 30 (H,CO), 29 (HCO), 18 (H,0),
43 (CH,CO), que foram observados em vdrios espectros de massas
como unidades de massa/carga.

A fragmentag@o mais caracteristica de todos os flavonoides
foi atribuida a clivagem no anel C pela reacdo retro Diels-Alder,®
fornecendo os fragmentos representados por V e VI com valores de
m/z dependentes dos substituintes presentes em cada um dos anéis
A e B (Figura 3). Sendo R=OMe (VIb),observado em flavonoides
com metoxila em C-3, verifica-se condico estrutural para eliminar
formaldeido (CH,O = 30) e fornecer também o fragmento represen-
tado por VIa (Tabela 2).

Tais fragmentos podem ser acompanhados por VII (VI + H
oriundo de rearranjo) e VIII formado através de processo de frag-
mentagdo que preserva a ligagao do oxigénio 1 e o 4&tomo de carbono
C-2 (Tabela 2).

Nos casos de 1, 2, 4-14 e 16 aparecem os picos com valores
tipicos para os padrdes de substitui¢do (la-Ic; Ila-1Id) nos aneis A e
B (Figura 4 e Tabela 2).

Analise dos dados de RMN *C

Embora as informagdes obtidas nos espectros de RMN'H e de
massas tenham permitido deduzir as propostas das estruturas, infor-
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Figura 3. Fragmentagdo de retro Diels-Alder
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RO 9 _0
! H
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5 4 %04-
OR;
laR=H m/z 153 lla R=R=H m/z 121
Ib R=Me, R=H m/z 167 llbR=H,R=OH m/z137
leR=R1=Me  m/z181 lic R=Me, R=OH m/z 151

lld R=Me, R=OMe m/z 165

Figura 4. Estruturas dos picos principais observados nos espectros de massas
dos flavonoides 1, 2, 4-14 ¢ 16

magdes relevantes e mais conclusivas foram obtidas pelos espectros
de RMN "*C. Os dados obtidos nos espectros de RMN *C dos flavo-
noides naturais e dos derivados metilado e acetilado encontram-se
na Tabela 2.

Sinais de carbonos metoxilicos

E relativamente bem conhecido™® que os sinais de carbonos
metoxilicos localizados em sistemas aromaticos envolvidos em impe-
dimento estérico aparecem em torno de §_,, 60, revelando diferenca
significativa quando se compara com valores em torno de 8, 56
observados quando se encontram em posi¢des livres de influéncia
estérica (sem substituintes nas duas posi¢des orto). A combinacio das
informagdes fornecidas pelos espectros de RMN 'H sobre o padrio
de substitui¢@o e os deslocamentos quimicos dos carbonos de grupos
metoxilicos revelados pelos espectros de RMN *C permitiu eliminar
muitos isdmeros estruturais, simplificando os trabalhos de elucidagao
estrutural. No caso de 7 (3-O-metilquercetina), o simples sinal da
tinica metoxila em J_,,, 58.84 revelou-se consistente somente com a
metoxilacdo no C-3. De modo semelhante, o flavonol 11 mostrou a
presenca de dois sinais com deslocamentos quimicos caracteristicos
de duas metoxilas impedidas, permitindo admitir a presenca de MeO-
3 e em mais uma posi¢do com impedimento estérico. Nos casos em
que aparecem sinais de metoxilas em = §_,; 56.00 podem-se descartar
as possibilidades de localizacdo de grupo metoxila em C-3 ou em
outra posi¢do impedida, como foi observado para as substincias
naturais 1, 3 e 15, que permitiram definir a metoxilagdo somente nas
posi¢des, C-7 ou C-4’ (Tabela 3).
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Tabela 2. Picos principais observados nos espectros de massas dos flavonoides 1, 2, 4-14 ¢ 16

Flavonoide

Picos (m/z)

(1) 3,5,4’(OH),/7(OMe)
(2) 5,4°(OH),/3,7(OMe),
(4) 5.4’ (0Ac),/3,7(OMe),
(5) 3,54’ (0Ac),/7(OMe)
(6) 3,5,3°(OH) /7,4’ (OMe),
(7)5,7,3" 4 (OH) /3(OMe)

(8) 5(OH)/3,7,3 4’ (OMe),

(9) 3,5,7,3",4'(OMe),

(10) 5(0Ac)/3,7,3 4'-(OMe),
(11) 5,3°(OH) /3,7.8.4'(OMe),
(12) 5(0H)/3,7,8,3" 4’ (OMe),
(13) 5(0Ac)/3,7,8,3" 4 (OMe),
(14) 5,3°(0Ac),/3,7,8,4' (OMe),

(16) 5,4(OH),/3,7,8(OMe),

300 ([M]+, 100%), 167 (Ib, 6%), 121 (Il1a, 26%)

314 ((M]+, 100 %), 296 (M — H,0, 15%), 167 (Ib 11%), 121 (IIa, 40%)

314 (M - CH,=C=0 - CH,=C=0 100 %), 296 (M — H,0, 15%), 167 (Ib, 11%), 121(Ila, apds
eliminagdo de CH,=C=0 e CH,=0, 40%)

426 (IM]+, 2%), 342 (M — CH,=C=0 — CH,=C=0, 22%), 300 (M — CH,=C=0 - CH,=C=0 -

CH,=C=0, 100%), 121 (I1a, 10%)

330 (IM]+, 7%), 300 (M — H,C=0, 100%), 167 (Ib, 6%), 121 (Ila, apds eliminagdo de H,C=0,

26%)

316 ([M]+, 100%), 301 (M — Me, 22%), 137 (IIb, 43%)

358 ([M]+, 100%), 327 (M - H- H,C=0, 12%), 343 (M - CH,, 42%), 315 (M - CH, - C=0,
38%), 167 (Ib, 5%), 165 (IId, 18%), 135 (I1d - H,C=0, 5%)

372 (IM]*, 100%), 357 (M - CH,, 70%), 341 (M - H — H,C=0, 20%), 311 (M — CH,=C=0 —
CH,=C=0, 14%), 181 (I¢, 7%), 165 (I1d, 11%)

358 (M - 42, 100 %), 343 (M - CH,, 42%), 315 (M — CH, — C=0, 38%), 167 (Ib, ap6s eliminagdo
de CH,=C=0, 5%), 165 (11d, 18%), 135 (IId-H,C=0, 5%)

374 (IM]*, 86%), 359 (M - Me,, 100%), 151 (Ilc, 10%)
388 ([M]+, 7%), 345 (M-Me —C=0, 4%), 373 (M - Me', 100%), 165 (IId, 9%)

388 (M - CH,=C=0, 64%), 373 (M - Me, 100%), 345 (M — Me —C=0, 5%), 165 (11d, 9%)

416 (100%), 401 (M — Me, 98%), 359 (CH,=C=0- Me, 95%) 151 (Ilc, ap6s eliminagdo de

CH,=C=0, 8%)

344 ([M]+, 49%), 329 (M - Me, 100%), 314 (M — Me —Me, 19%) 121 (1la, 23%)

Distingdo entre flavonois e flavonas com base nos sinais dos
carbonos do anel C

A distingdo entre flavonas (H-3) e flavonois (RO-3) foi verifi-
cada pela auséncia do sinal de carbono metinico em torno de J_
103 (CH-3 de flavonas) e a presenga do sinal de C-3 em torno §.
136-140 (C-3, carbono ndo hidrogenado de flavonéis). O maior
deslocamento quimico do C-3 oxigenado justifica-se pelo efeito
indutivo retirador de elétrons do dtomo de oxigénio, que exerce
efeito protetor por mesomeria sobre o dtomo de carbono C-2.%1°
O sinal de carbono C-3 oxigenado desloca-se para regido mais
desblindada (AS. = 10 ppm) e o do C-2 para regido mais blindada
por cerca de A3 =17 ppm quando comparados com os valores cor-
respondentes de uma flavona. O deslocamento quimico do sinal da
carbonila € influenciado pela interagdo da ligagdo intramolecular
com o hidrogénio do grupo HO-3 e HO-5. O primeiro causando uma
blindagem de cerca de A= 5 ppm e o tltimo uma desblindagem
de magnitude similar. Assim, flavonas sem grupo hidroxila em C-3
e 5-hidroxiflavonéis apresentam sinais praticamente com o mesmo
deslocamento quimico para a carbonila, jd que os efeitos acima re-
feridos para as hidroxilas se anulam. A metilagdao de HO-5 elimina
o efeito da ligacdo de hidrogénio sobre o C-4 e, consequentemente,
os flavondis com H-5 ou MeO-5 apresentam aproximadamente o
mesmo deslocamento quimico para a carbonila C-4. A metilagdo
do grupo HO-3 somente reduz parcialmente este efeito sobre C-4,
como pode ser visto quando comparamos o flavonol 1, 8, 176,03

(HO-3) com o023, 178,09 (MeO-3). Embora o sinal da carbonila
possa fornecer informacdo quanto a substitui¢do em C-5, a dis-
tin¢do entre flavondis e seus 3-metoxi-derivados foi baseada nos
deslocamentos quimicos de C-2 e C-3. Comparando-se os dados de
1 com 2 foi possivel deduzir claramente que a metilacdo do HO-3
provocou uma desblindagem de Ad = 8,7 ¢ 1,9 ppm nos sinais de
C-2 e C-3, respectivamente. Um pequeno deslocamento nos sinais
de C-10 (+1,1) e nos dois carbonos do anel C, C-1’ (A3 = -1,1) e
C-4" (A= + 0,96) foi observado pela metilagio de HO-3."' Do
mesmo modo, através da comparacido dos dados da flavona 15 e
do flavonol 1 observou-se que a troca de H-3 por hidroxila causou
modificagdo nos deslocamentos quimicos de C-4 (A3 =+ 5,9 ppm),
C-2 (Ad=- 16,8 ppm) e C-4’ (A _= - 1,9 ppm).

Caracterizacio do anel B

Anel B mono-oxigenado

Os sinais dos carbonos do anel B dos flavondis 1 - 5, 15 e 16
foram facilmente assinalados, usando-se a influéncia dos efeitos dos
substituintes nos deslocamentos quimicos e a simetria promovida
pela presenca de um tnico substituinte oxigenado no anel aromaético.
Dois sinais no espectro de RMN *°C representando dois pares de
carbonos metinicos e os correspondentes deslocamentos quimicos
indicaram a presenga de funcdo oxigenada localizada em C-4’. O
maior deslocamento quimico dos sinais metinicos (em torno de &,
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130) € aproximadamente o mesmo deslocamento quimico encontrado
para o benzeno, revelando que estes carbonos ocupam posicdo meta
em relagdo a oxigenagéo,'? sendo, portanto, atribuido aos CH-2’ e
CH-6’. O deslocamento quimico do outro sinal (CH-3",CH-5") ¢
tipico de carbonos localizados em posicdo orfo em relagdo a uma
fun¢do oxigenada, cuja blindagem mesomérica desloca o sinal para
regido mais blindada (quando comparado ao benzeno) para cerca de
. 115 (flavondides 1, 2 e 15).

As substancias 1 e 2 apds a acetilagdo da HO em C-4’ forneceram
os derivados 5 e 4, respectivamente, que apresentaram mudangas
nos deslocamentos quimicos correspondentes aos carbonos ipso
(blindagem AS = - 9 ppm), orto (desblindagem, AS.= + 6 ppm) e
para (desblindagem A = + 8 ppm) como esperado.” Nestes valores
inclui-se o efeito de solvente, ja que, segundo Pelter et al,'® nos
espectros dos flavonoides o valor do deslocamento quimico dos
carbonos individualmente aumenta por cerca de 0,5 ppm quando se
troca o solvente o CDCI, por DMSO-d,.

Caracterizagdo de anel B 3’,4’-dioxigenado

Os flavondis desta categoria puderam ser apresentados em trés
grupos: um apresentando duas hidroxilas, 7 [BC: 114,92 (CH-2),
114,19 (CH-5) e 120,78 (CH-6’)]; dois representam uma hidroxila
e uma metoxila, 6 [SC: 115,53 (CH-2’), 111,26 (CH-5") e 120,34
(CH-6")]e11[5.: 114,79 (CH-2’), 110,69 (CH-5") e 121,73(CH-6")]
e cinco flavonoides com duas metoxilas, 8-10 [SC: 111,04 — 111,68
(CH-2),110,73-11,26 (CH-5") e 121,72 - 122,59(CH-6")], 12 [3
111,58 (CH-2), 111,41 (CH-5") e 122,73 (CH-6")] e 13 [3_: 111,19
(CH-2),111,19 (CH-5") e 122,26 (CH-6")]. Os produtos de acetilagdo
foram também considerados para confirmacdes estruturais. A com-
paracio destes deslocamentos quimicos permitiu também avaliar os
efeitos da conversio de uma hidroxila em metoxila e em acetoxila. A
localizacdo das fungdes oxigenadas em carbonos adjacentes tornou-se
relativamente facilitada pelos valores dos deslocamentos quimicos em
torno de &, 146 (C-3") e 151 (C-4’, posigao conjugada com o grupo
carbonila e, consequentemente, maior deslocamento quimico devido
ao efeito mesomérico retirador de elétrons da carbonila) exibindo
um efeito de blindagem de A .= 10 ppm que cada oxigénio exerce
no carbono orto. A posigdo certa da oxigenag@o dos flavondis 6 e 7
foi determinada através da comparacdo com os modelos I, II e ITI
(Figura 5)."* O flavonol 11 apresentou o anel B com 0 mesmo padréo
de oxigenagdo de 6, mas os espectros foram obtidos em CDCI, e
acetona-d, (6 € 7) e, por isso, tornou-se necessdrio a utilizagdo de
comentarios adicionais.

Na unidade parcial do modelo III (em relagdo a I, com anel B
semelhante ao de 7) e no flavonol 6 a troca da hidroxila em C-4’ por
uma metoxila produziu um deslocamento para regido mais blindada
(menor deslocamento quimico) de aproximadamente AS = - 4,0 ppm
no carbono 5’ (pode ser atribuido a efeito y do carbono metoxilico),
localizado em posicao orto. O C-1’localizado em posicao para apre-
sentou uma desblindagem de A6C= + 1,0. Os carbonos C-2’ ¢ C-6’
estdo dispostos simetricamente em relacdo a um eixo imagindrio con-
tendo C-1"e C-4’, sendo a diferenca dos deslocamentos quimicos dos
seus sinais atribuida a presenca do substituinte oxigenado em C-3’.
Devido ao oxigénio proteger mais o carbono metinico em orto do
que o localizado em posicdo para,' o sinal com menor deslocamento
quimico (em regido mais blindada) tornou-se facilmente atribuido ao
C-2’. O problema para determinar com relativa seguranca a posicio
ocupada pelo grupo metoxila pode ser resolvido levando-se em con-
sideracdo o efeito produzido pela metilagdo nos dois carbonos que
ocupam a posi¢ao para (C-1’ e C-6") em relac@o a posi¢ao que passou
pela modificag@o com a metilacdo. A comparacio dos deslocamentos
quimicos dos carbonos dos anéis B de 7 e 6 mostrou que o CH-6’ de 6
foi pouco afetado, enquanto no C-1" ocorre deslocamento para regifio

Quim. Nova

Figura 5. Valores dos deslocamentos quimicos para o anel B dos flavonoides
com oxigenagdo em 3’ e 4’

mais desblindada de A8C= 0,6 indicando a mudanca em C-4’.

Certamente, a acetilacdo da hidroxila presente no anel B de 11,
fornecendo o derivado 14, foi importante para confirmar inequivo-
camente os deslocamentos quimicos dos carbonos e definir o padrao
de substitui¢do da substancia 11.%

O efeito de metilagdo da hidroxila do C-3’ de 11, observado nas
substancias 8, 9, 10, 12 e 13, foi refletido no carbono em posi¢do
para, CH-6, que apresentou um deslocamento de AS = 1,0 ppm, e
orto, CH-2’, blindagem de A= 3,3 ppm.

Caracterizacio do anel A

A atribui¢@o dos deslocamentos quimicos dos dtomos de carbono
do anel A apresentou algumas dificuldades quando comparada com
a referente ao anel B, em decorréncia principalmente da assimetria
introduzida pelos dois pontos de ligagdo do anel A com o anel he-
terociclico C.

O sinal de C-10 (ndo oxigenado) pode ser mais facilmente
identificado pela comparagdo dos espectros de RMN *C-HBBD e
RMN BC-DEPT (ou APT), permitindo a distin¢do entre os sinais de
carbonos metinicos e quaterndrios, e pelo seu deslocamento quimico
comparado com os dos sinais dos carbonos quaternarios restantes oxi-
genados. O assinalamento dos sinais dos carbonos metinicos CH-6 e
CH-8 do anel A de flavonoéides do tipo floroglucinol € relativammente
mais dificil, mas foi monitorado pelo modelo quercetina depois de
consideragdes cuidadosas das correlagdes em espectro com interagao
de acoplamento a uma e trés ligacdes C-H'*. Os resultados mostraram
que o deslocamento quimico do CH-8 aparece com cerca de A =
5,0 ppm menor do que o do CH-6. Baseado no efeito que a metila-
¢do de HO-3 exerce sobre o carbono vizinho (CH-2"), revelando a
diminui¢do no deslocamento de AS = 3,3 ppm, tornou-se possivel
o comportamento andlogo também para o carbono CH-8 adjacente
ao carbono eterificado C-9, revelando-se deslocado para regido mais
desblindada que o CH-6 adjacente ao carbono C-5 hidroxilado. Sendo
assim, a auséncia do valor mais baixo (= 93 ppm) significa a presenca
de um substituinte nesta posicdo, ocorrendo também a correspondente
blindagem dos carbonos 7 e 9 por efeito mesomérico.
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Anel A 5,7-dioxigenados

Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos
CH-6 (3. ~ 98) e CH-8 (8, ~ 93) revelam modificacdo dependente
dos grupos substituintes presentes em C-5 e C-7 (Tabela 3).

Os espectros de RMN'H das substancias naturais 1-3, 6-9 e 15
revelaram sinal correspondente a hidroxila em ligagdo de hidrogénio
(HO-5) com o C-4 e permitiram reconhecer a presen¢a de funcdo
oxigenada adicional no carbono C-7. Os demais flavonoides com o
mesmo padrdo de oxigenagdo (5,7-dioxigenados) sdo os derivados
acetilados 4 e 5 e 10 e o metilado 9.

A troca da hidroxila em C-7 do flavonol 7 por uma metoxila, 1-3,
6, 8 e 15 ndo gerou modificacdo significativa nos deslocamentos qui-
micos nos carbonos ipso e orto, resultado que pode ser justificado pela
variac@o no uso de solventes na obtengio dos espectros de RMN *C.
O efeito de solvente revelado pela comparacdo de espectros obtidos
em acetona e DMSO permitiu observar desblindagem no carbono da
hidroxila fenélica de AS_= 0,6 ppm (carbono ipso) e blindagem de
0,5 no carbono orto, 0,3 no meta e 0,7 para.'® Os espectros de RMN
13C dos derivados acetilados 4, 5 e 10 revelaram blindagem C-ipso e
desblindagem nos carbonos orto e para, como esperado (Tabela 3).

Anel A 5,7,8-trioxigenado

Foram isolados trés flavondis com anel A 5,7,8-trioxigenado,
todos com grupo hidroxila em C-5 (11, 12 e 16), e dois foram usa-
dos para a preparagdo dos derivados acetilados 13 e 14, obtendo-se
assim produtos com grupo acetoxila em C-5. As outras duas fungdes
oxigenadas poderiam ocupar as posi¢des C-6 e C-7, C-7 e C-8 ou
C-6 e C-8 deste anel. A dltima alternativa foi descartada através de
argumentacao biogenética e pelo deslocamento quimico apresentado
pelo C-10, que € praticamente o mesmo dos flavondis com anel A
dioxigenado com oxigenacgdo em C-7, que protege C-10 por efeito
mesomérico. A caracterizagdo do anel A dos flavondis com padrio
de oxigenacdo 5,7,8-trioxigenados ou 5,6,7-trioxigenados nao pode
ser definida com a necessdria garantia pelo valor de deslocamento
quimico do carbono metinico, ja que foi encontrado um valor médio
(8., 95) para os deslocamentos quimicos de CH-6 e CH-8, observando-
se uma diferenca de aproximadamente A= 3 ppm que pode ser
tanto para o carbono CH-6 como para o CH-8 (como modelo pode-
se citar a substincia 8). Entretanto, os espectros de RMN BC dos
derivados acetilados 13 e 14, obtidos através de reacdo de acetilacdo
dos flavonéis 11 e 12 (conversao da hidroxila em C-5 em acetoxila)
revelaram, como esperado, os sinais dos carbonos em posi¢io orto
(CH-6 e C-10) e para (C-8) com maiores valores de deslocamento
quimico (8, , 104,00; &, ,, 111,70), que demonstram, claramente,
a menor densidade eletronica nestes carbonos (atenuagdo do efeito
mesomérico doador de elétrons do 4tomo de oxigénio ligado ao C-5).
Com base nestes valores de deslocamentos quimicos foi possivel
assegurar inequivocamente o carbono metinico como sendo CH-6 e
o quaterndrio C-10. Os carbonos localizados em posicao para (C-8)
também foram afetados, revelando uma diferenga de deslocamento
para regido mais desblindada de A = 6,0 ppm.

Aplicacgio de técnicas 1D (NOEDIFF e DEPT) e experiéncias
bidimensionais (2D)

A atribuicdo inequivoca dos 8H e 5(: das substincias naturais 1, 2,
6-8, 11, 12, 15 e 16 apoiou-se também nas técnicas de 2D de RMN
e nas modificacdes observadas nos dados espectrais dos derivados
3-5, 9-10, 13-14. Estes derivados também forneceram informacdes
adicionais importantes para elucidagdo estrutural.

Os espectros de RMN *C-DEPT 135° das substancias naturais 1
e 2, apresentaram 5 (1) e 6 (2) sinais de carbonos hidrogenados, sendo
quatro atribuidos a carbonos metinicos (1 e 2), uma metoxila (1) e duas
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metoxilas (2). Os espectros de HMQC permitiram estabelecer as corre-
lagoes diretas ('J ,,): CH-6 [3,/8.6,35/97,77 (2) e 6,32/97,47(1)], CH-8
[6,/0.6.74/92,37 (2) € 6,71/92,02(1)]; 2CH-3",5 [5,/8. 6,92/115,68 (2)
€6,32/115,47(1)]; 2CH-2,6" [8,/8.7,96/130,24 (2) € 8,06/129,6 1(1)].
As posicoes das metoxilas foram estabelecidas pelos espectros HMBC:
MeO-7/C-7, %], [8,/5. 3.84/164,91 (1) e 3,84/165,13 (2)]; H-6/C-7,
Ty [8,/8.6,32/164,91 (1) e 6,35/165,13 (2) ] e H-8/C-7, 2] ,, [8,/0,.
6,71/164,91 (1) € 6,74/165,13 (2)] e MeO-3/C-3,°] ., [3,78/137,86 (2)].
A acetilagio deste flavonol (1) forneceu o derivado 5, que foi usado
também para obtencdo do espectro de NOESY e observar mais uma
vez a localizagdo da metoxila em C-7 pelas interacdes espaciais com
os hidrogénios H-6 (5, 6,65) e H-8 (5, 6,84).

A interpreta¢do dos resultados obtidos pelas experiéncias 2D
de RMN dos derivados seguiu o mesmo procedimento e forneceu
informacdes adicionais tteis.

Os espectros de RMN 'H (1D e 2D 'H-'H-COSY) dos flavondis 6,
7 e 8 revelaram sinais de dtomos de hidrogénio atribuidos aos sistemas
AB do anel A e ABC do anel B. Estes sistemas foram confirmados
pelo espectro 2D 'H-'H-COSY de 7 através de picos transversais
correspondentes as interagdes spin-spin do H-6 (8, 6,25) com H-8
(8, 6,48) e do H-6’ (8, 7,57) com H-2’ e H-5". Os espectros de RMN
'H e RMN C ({'H} e DEPT) indicaram a presenga de uma MeO
em 7, quatro em 8 e 10 e cinco em 9. Os espectros HMQC de 7 e 8
foram usados para estabelecer as correlacdes dos carbonos metinicos
e metoxilicos (uma em 7 e quatro em 8). O valor do deslocamento
quimico do carbono metoxilico (8. 58,84) e o espectro HMBC através
da correlagio do MeO-3 (8, 3,86) com C-3 (8, 137,94, %] ) indicaram
indubitavelmente a presenca da metoxila em C-3 do flavonoide 7. O
espectro de RMN 'H do flavonoide 8 mostrou, além dos sinais das
metoxilas (com integracéo para 4 MeO) e dos sistemas AB e ABC,
sinal de HO-5 (hidroxila em ligagdo de hidrogénio com a carbonila
no C-4), permitindo a localizagio das 4 metoxilas nos carbonos C-3,
C-7,C-3’ e C-4’, mesmo sem conhecer até este ponto os valores dos
deslocamentos quimicos dos dtomos de hidrogénio de cada uma.
Os picos transversais correspondentes as interacdes heteronucleares
(J,) de C-3 (8, 139,40) com MeO-3 (5, 3,87), C-7 (5, 165,86) com
MeO-7 (3, 3.89), C-3’ (3. 149,18) com MeO-3" (§,,3,97) e C-4’ (5.
151,79) com MeO-4’ (8, 3,98) observados no espectro HMBC per-
mitiram definir o valor do deslocamento quimico para cada metoxila
e de cada carbono nao hidrogenado. O espectro de NOESY mostrou
interacOes espaciais das metoxilas MeO-7 (SH 3,89) com H-6 (SH 6,37)
e H-8 (8, 6,46), MeO-3"(3,, 3,87) com H-2’(3,, 7,70) e MeO-4’ (3,
3,98) com H-5’ (SH 7,00), confirmando, portanto, as atribuicdes dos
d,, dos grupos metoxilicos.

Os espectros de RMN 'H do flavonol 6 revelaram sinais para
os sistemas AB e ABC e para duas metoxilas em 8, 3,92 e 3,93. As
interagdes dipolares de MeO-4’ (5, 3,93) com H-5° (5, 7,11) e MeO-
7 (8, 3,92) com H-6 (3, 6,31) e H-8 (5,, 6,68) foram observadas no
espectro 2D NOESY, confirmando a caracterizacio estrutural de 6
como 3,3°,5-triidroxi-4’,7-dimetoxiflavona.

O flavonol permetilado 9 mostrou sinais de interacdo espacial
no espectro de NOESY das metoxilas MeO-7 (8, 3,93) com H-8 (3,
6,57), MeO-5 (5,, 3,96) com H-6 (5, 6,39), MeO-3’ (§, 3,98) com
H-2" (5, 7,74) e MeO-4’ (§,) com H-5’ (3, 7,02).

A principal diferenca observada na comparagio dos espectros
de RMN 'H dos flavondis 11 e 12 foi atribuida a presenca de uma
metoxila adicional em 12. Os anéis A de 11 e 12 contém somente
um atomo de hidrogénio isolado. Os sinais simples correspondentes
a estes atomos de hidrogénio aparecem em SH 6,41 (11) e SH 6,43
(12) nos espectros de RMN 'H e apresentaram correla¢des com
os carbonos metinicos em SC 95,83 e 95,60, respectivamente, nos
espectros de HMQC. O espectro HMBC de 11 mostrou correlacio
do H-6 (5, 6,41) através de duas ligacdes (*J,) com os carbonos
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C-5 (8. 157.49) e C-7 (8, 158.,56) e de trés ligagdes (*J,,) com C-8
(8. 129,07) e C-10 (8. 105,53). Estes dados permitiram assegurar a
localizag@o da metoxila adicional do anel A no carbono C-8.

O NOE (8%) observado no sinal de H-5" (8, 7,10) do derivado
acetilado 14, revelado pela irradiacdo na frequéncia de absor¢ao dos
hidrogénios metoxilicos representados pelo simpleto em J, 3,96
(MeO-4") no espectro de RMN 'H, serviu para confirmar a presenca
da metoxila em C-4’. Irradia¢@o nas frequéncias de absor¢ido dos
atomos de hidrogénio das duas metoxilas em BH 3,87 (MeO-3)e 3,94
(MeO-7) mostraram NOE de 1 e 2% nos sinais do H-2’ (5, 7,78) e
H-6’ (8, 7,76) e de 5% em H-6 (8, 6,41), respectivamente.

O espectro de NOESY do flavonol 12 mostrou interacdo das
metoxilas em MeO-7 (3, 3,96, MeO-3’ (8 3.98) e MeO-4’ (§, 3,99)
com os dtomos de hidrogénio H-6 (3,, 6,43), H-2" (5, 7,82) e H-5’
(8, 7,03), respectivamente. Estas informacdes serviram mais uma
vez para confirmacdo das posi¢des destas metoxilas.

Todos os flavonois naturais isolados de Solanum paludosum e S.
Jjabrense encontram-se descritos na literatura, porém poucos ou nenhum
dados espectroscdpicos existiam para as substancias. Os dados de RMN
'H ou *C para os flavonoides 1,719 2,7 6,°7,° 8,812, 15,"° e 16 foram
comparados com os da literatura. Os flavonoides 1, 6, 11, 12, 15 ¢ 16
foram registrados pela primeira vez no género Solanum.
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