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1. INTRODUCAO

O termo flavondide foi introduzido em 1952 por Geissman e Hinreiner (1) e
emprega-se hoje, em sentido lato, para designar os compostos com uma estrutura de
quinze dtomos de carbono numa configuragdo Cg-C3-C, isto é, dois anéis benzénicos (A
e B) ligados poruma estrutura com trés 4tomos de carbono que pode ou n3o formar um
terceiro anel. Conforme a natureza desta estrutura de ligacdo assim surgem as
diferentes classes de flavondides (2), entre as quais se encontra a das flavonas,
constituida pelos anéis A e B ligados por um heterociclo (¥-pirona), designado por anel
C

A designacao de flavona fol introduzida pela primeira vez em 1895 por
Kostanecki e Tambor (3) para indicar a 2-fenilbenzopirona cuja estrutura ainda nao
estava estabelecida.

Na Fig1 apresenta-se a estrutura deste composto com indicagao da numeragio

actualmente aceite para os seus atomos (4).

Flavona

(2-Fenilbenzopirona)

Podem ocorrer modificagdes na estrutura béasica de qualquer das classes de
flavonoides, nomeadamente por hidroxilagdo do nfcleo flavondide, metilagio ou

isoprenilagdo de grupos hidroxilos ou do nfticleo flavondide, formagdo de metileno-
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dioxidos a partir de grupos orfo-di-hidroxilos, dimerizagdo, formagio de "bissulfatos”,
glicosilagao de grupos hidroxilos (originando O-glicosilflavondides) ou directamente do
nacleo flavondide (originando C-glicosilflavonéides). Destas modificagoes, as mais
frequentes s&0 a hidroxilagso e a posterior glicosilagio ou metilagio desses hidroxilos
(4).

Os flavonéides sao constituintes normais das plantas verdes, formando um dos
mais numerosos e variados grupos de compostos naturais. A fmporténcia destes
compostos & enorme n3o s6 porque contribuem para a coloragiio das plantas mas,
também, porque muitos deles sao fisiologicamente activos e alguns apresentam
interesse terapéutico (56). |

£ necessario recuar até 1936 para encontrar a primeira referéncia & utilizacao
dos flavondides em terapéutica. Nessa época Rusznyak e Szent-Gyorgyi (7) observaram
queo &cidoascorbico era incapaz de curar afecgdes caracterizadas pela fragilidade dos
capilares ou aumento da sua permeabilidade, enquanto que preparagdes impuras
daquela substancia ( extractos de Capsicum annmuum e Cirus  fimon) conseguiam
facilmente tratar esta afecgao. Um fraccionamento destes extractos mostrou que a
fracgdo activa era constituida por flavondides que, administrados por via endovenosa
no homem, em pouco tempo restabeleciam a resisténcia capilar normal. Estes
invesligadores propuseram o nome de vitamina P para as substancias responsaveis
pelaacgao sobre apermeabilidade capilar. ,

Desde entao, a investigagao efectuada sobre os efeitos farmacol6gicos destes
compostos mostrou o seu interesse terapéutico em diversas situagoes clinicas. -
Havsteen, em artigo de revisao publicado em 1983 e intitulado "Flavonoids, a Class of
Natural Produts of High Pharmacological Potency” (8), reune uma numerosa lista de
efeltos terapéuticos até entdo comprovados ou atribuidos aos flavondides. A se refere o
seu interesse como antl-inflamatérios e a sua aplicagdo no tratamento de doengas tao
diversas como a diabetes melitus, alergias, ilcera duodenal, dor de cabega, etc.

Os flavondides tém sido também apontados como agentes anti-microbianos
(9,10), potenciais protectores hepaticos (11), e anti-agregantes plaquetarios (12,13,14).

A diosmina € um heterosido flavonico natural cuja estrutura quimica
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Fig. 2

Este composto foi isolado em 1925 por Oesterle e Wander a partir de
Scrophularium nodosa, e Hyssopus  offcinaks, assim como de vérias espécies de
Confum, Barosma, Hedeoma, Menka Toddalia e Linaria (16), tendo a sua estrutura
sido estabelecida em 1930 por Lovecy (17).

Posteriormente este flavondide foi encontrado em numerosas plantas,
nomeadamente em Rutaceas por Arthur, (1819) nas flores de Sophora por Briggs (20) e
na casca de limao por Horowitz (21). Também E. Milheiro isolou a partir de Galum
mollugo um produto que designou por “gomesosideo” (22) e que Pol6nia e Pol6nia
identificaram como sendo a diosmina (23).

Ter4 sido E. Milheiro o autor dos primeiros trabalhos sobre a actividade
farmacoldgica da diosmina ao mostrar, em 1939, que o principio activo isolado de
Gallimn  mollugo  tinha acgdo terapéutica sobre algumas doengas do figado,
principalmente sobre a chamada ictericia catarral (24). S6 em 1960 aparece novo
trabalho sobre a actividade farmacolégica da diosmina, desta vez da autoria de Schibata,
que anuncia o seu poder espasmolitico, e em 1968 surge o primeiro estudo que poe em
evidéncia a sua actividade vitaminica P (25). Posteriormente, foram publicados
diversos trabalhos sobre o metabolismo (26), propriedades toxicolégicas (27) e actividade
farmacologica (28-32) deste flavondide, pondo em evidéncia o seu tropismo para as

veias.



Este principio activo foi introduzido na terapgutica devido as suas propriedades
flebotropicas, como protector vascular, no tratamento de afecgOes venosas
caracterizadas por sinais de fragilidade capilar e ainda em situagdes de insuficiéncia
venosa cronica.

Entre os efeitos farmacologicos apontados como responsaveis pela sua
actividade terap8utica refere-se que a inibigao da catecol-O-metiltransferase (COMT) por
este firmaco conduz a um bloqueio da inactivagdo da noradrenalina (NA). Este
bloqueio leva & elevagdo de niveis de NA que podem explicar o aumento do tonus da
parede venosa.

Este heterdsido natural foi obtido posterformente por Zémpler e Bognar, por
semi-sintese a partir da hesperidina (7-ramnogluctsido da 573 -tri-hidroxi-4'-
metoxiflavanona), da qual pode considerar-se um produto de desidrogenagao (33). Mais
tarde, também Lorete obteve a diosmina a partir daquela flavanona, utilizando a N-
bromossuccinimida em presenca de per6xido de benzoflo como desidrogenantes (33a).

Actualmente quase toda a diosmina comercializada se obtém sinteticamente,
livre de contaminantes. (34).

O interesse por este principio activo de baixa toxicidade tem-se mantido a
avallar pelo nGmero de trabalhos apresentados ao "IV European-American
Symposium on Venous Discascs” (1987)no decorrer do qual foi apresentada uma nova
especialidade farmacéutica cujo principio activo é constituido por 90% de diosmina
(35-42), e por outros trabalhos publicados mais recentemente (43-51).

A diosmina ¢ terapeuticamente usada em diversos paises, integrada no grupo
dos medicamentos venotropicos. Entre nos, presentemente, existem quatro
especialidades farmacéuticas, duas das quais com o principio activo constituido
exclusivamente por diosmina de sintese (52). Em Espanha, das trés especialidades
existentes, apenas duas sao constituidas exclusivamente por diosmina sintética (53),
enquanto que em Franga, das quatro existentes, trés sdo constituidas por diosmina
sintética (54), | | |

A diosmina caracteriza-se por uma acentuada hidrofobia, que dificulta a sua

experimentagio farmacolOgica em Orgdos isolados e a sua administragdo por via
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endovenosa.

Sabe-se que a modificagao molecular é um dos métodos mais usado para obter
novos farmacos, por ser um dos mais recompensadores (55). Basicamente, consiste em
tomar um composto de natureza quimica bem determinada e de acgao farmacolégica
conhecida e a partir dele sintetizar e ensaiar novos compostos que sejam congéneres ou
analogos estruturais. Os objectivos pretendidos podem ser varios, nomeadamente obter
produtos farmacologicamente superfores ou que apresentemn propriedades mais
desejaveis. Daf ter surgido a ideia de tentar modificagdes moleculares da diosmina, com
a finalidade de a torar hidrossoliivel, de modo a melhorar a sua biodisponibilidade e

“ainda permitir outras vias de administragao, que ndo a oral, nomeadamente a via
endovenosa.

O trabalho que agora se apresenta e do qual se foi dando noticia em diversos
congressos (56-59), foi iniciado em 1981 por sugestao do Prof. Doutor J. Polonia e teve
como objectivo a obtengao de derivados hidrossolfiveis da diosmina, terapéuticamente
activos.

Pelo que se conhecia acerca de transformagdes ja descritas para outro
flavonoide de reconhecido interesse terapéutico, a rutina (60-61), e pela anélise de um
trabalho de Cavallini e Mazzucchi sobre a obtengao de um novo farmaco hidrossoltvel
( 62), decidiu-se fazer o estudo da carboximetilacao e da 2-hidroxietilacao da diosmina,
bem como ensaiar a esterificagdo deste composto por acgao do cido clorossulfGnico,
pois nao havia qualquer publicagdo nesta &rea. Neste estudo encarou-se,
fundamentalmente, o estabelecimento das condigées reaccionais capazes de conduzir 3
transformagao completa da diosmina com obtengao dos correspondentes derivados
dissubstituidos. Como se obtiveram invariavelmente misturas de derivados mono e
dissubstituidos da diosmina procurou-se quantificar a composi¢#o dessas misturas nas
diferentes experiéncias efectuadas. ﬁ

Entretanto, em finais de 1987, fomos surpreendidos pelo langamento de um
novo produto, derivado da diosmina, designado como "mistura standard de derivados

5-mono (B-hidroxietil) diosmina, 3-mono (@ hidroxietil) diosmina e 53"-di-@-




hidroxietil) diosmina" ( 63,64). A mistura destes trés derivados constitul o principio
activo de um novo medicamento incluido pela primeira vez no Indice Naclonal
Terapéutico de 1990, o qual se encontra, como a diosmina, integrado nos medicamentos
venotropicos. Este facto veio evidenciar o interesse do trabalho que estava a ser
realizado e incentivar o seu prosseQuimento.

No que se refere aos derivados 2-hidroxietilados, para além da sua obtencao em
condigdes reaccionais que se desconhece serem ou nao coincidentes com as usadas por
A Orjales(63), conseguiu-se a separagao dos trés derivados obtidos, encontrando-se cada
um deles devidamente caracterizado. Quanto aos ésteres sulfiricos da diosmina e aos
derivados carboximetilados nao ha conhecimento de que tenham sido referidos
anteriormente na literatura e dai parecer-nos que o trabalho que se apresenta ¢ inédito.

Os ensaios farmacolégicos realizados com a mistura dos derivados
carboximetilados obtidos (derivado monocarboximetilado em C-3” e dicarboximetilado)
mostram que esta mistura mantem o efeito inibidor sobre a actividade da COMT, tal
como foi observado para a diosmina (65).

Nao h4, ainda, dados sobre os efeitos farmacoldgicos dos diferentes derivados
isolados; seria, entretanto, de interesse um estudo neste sentido, j& que é l6gico admitir
que se possa verificar, tanto uma certa diversidade quanto aos efeitos dos diferentes
derivados como ainda esperar que, pela introdugzo de novos grupos quimicos, surjam

outras acgOes farmacolégicas.
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| 2. PREPARACAO DE DERIVADOS HIDROSSOLUVEIS DA DIOSMINA

Resultados e disctissao
2.1. CARBOXIMETILACAO DA DIOSMINA
2.1.1. Estudo das condiges de reacgdo

Inspirados num trabalho de Carl Miiller sobre a rutina (61) decidiu-se fazer um

estudo semelhante aplicado & diosmina, com o objectivo de conseguir a sua

carboximetilagao total.

A diosmina (Fig 3) apresenta na sua estrutura dois grupos fendlicos, um em

(-5 outro em C-3’, possuindo reactividade diferente.

R - -
am (1-6)Glc 0

‘ Fig3

Sabe-se que sao frequentes as ligagdes de hidrogénio intramoleculares nos
compostos flavonicos hidroxilados em C-5, nos quais se encontra o conjunto o-
hidroxiacetofenona. Seré, portanto, de prever, no caso da diosmina, a formagao de uma
ligacdo de hidrogénio entre o grupo fendlico em C-5 e o oxigénio do grupo carbonilo do

anel adjacente (Fig 3a).



Ram(1-6 ) Glc - 0 0

Fig 3a

As ligagdes de hidrogénio, neste caso, sdo relativamente mals fortes por
levarem a formagao de um anel de sels &tomos, podendo a sua existéncla diminuir a
reactividade do grupo fendlico (66). Em consequéncia deste facto e dependendo das
condiges reaccionais usadas, poder-se-4 obter o derivado dicarboximetilado, um
derivado mono ou evidentermente uma mistura de derivados.

Contrariamente ao que Carl Miiller fez para a rutina, decidiu-se efectuar as
reacgdes com a diosmina em condigdes estequiométricas para a carboximetilagdo total
ou com um excesso de reagentes, a fim de se obterem, tanto quanto possivel,reacgdes
completas. Decidiu-se, no entanto, manter a composigao da mistura-reagente (M) usada
por aquele autor [CICH,COOH, 10g (0,1058 mol) + NapCQj3 , 10g (00943 mol) + HyOaté
perfazer 50ml}, isto & manter um excesso de carbonato de s6dio para tornar areacgdo

quantitativa.
2CICH,COOH + NayCO3 ——> CICH2COONa + HyO + COp
Numa primeira fase a diosmina (1) fol transformada no seu derivado dissédico

(I1) por reacgao com solugdo de hidroxido de sédio. Seguidamente, a reacgao deste sal

com cloroacetato de sodio permitiu transformar os grupos fenéxidos dos carbonos
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C5 e C3 nos grupos -OCHpCOO (ill). Este composto, acidificado com  dcido
cloridrico, levou & obtengao do derivado dicarboximetilado (IV). No final da reaccao
verificou-se também a existéncia do derivado monocarboximetilado em C-3'(V). O
derivado monocarboximetilado em C-5 (VI), apesar de esperada a sua formagao em

menor quantidade, ndo foi detectado (Esquema 1, pag12).
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O estudo foi iniciado partindo de uma amostra de diosmina (500 0,0082mol)
que se fez reagir com solugao aquosa de hidréxido de sodio até solubilizagio completa
da amostra. Para conseguir esta solubilizagdo houve necessidade de ultrapassar a
quantidade estequiométrica de hidroxido de sédio (0,66 g 0,016 mol), apesar de se ter
favorecido a reacgao com agitagao magnética e aquecimento (60-80°C).

Este facto nao surpreendeu, j& que a existéncia de uma ligagdo de hidrogénio
intramolecular entie 0 grupo fendlico em C-5 e o oxigénio do grupo carbonilo
adjacente diminui a reactividade desse grupo fenolico, diminuindo igualmente a
solubilidade do composto ( 66).

A reacggo do sal sodico da diosmina com 78 mi (0,0164 mol) de M (quantidade
estequiométrica relativa ao cloroacetato de sodio) foi feita em baldo adaptado com
refrigerante de refluxo e agitagdo magnética, em banho de silicone (60-63°C). Ap6s
arrefecimento, a acidificagao da solugao (S) deu origem a um residuo (R1) que depois de
separado e analisado mostrou ser constituido por diosmina, a qual foi recuperada e
usada em novos ensaios. Como era de prever, ao baixar o pll do meio reaccional, a
diosmina que nao reagiu insolubilizou-se, enquanto que os derivados
carboximetilados  eventualmente formados, agora na forma 4cida, desde que
hidrossolaveis, deverdo pertmanecer em solugao.

A fase aquosa (S1), concentrada & secura, originou um residuo (R2) que
posteriormente foi extraido por metanaol a frio. |

A exiracgao foi executada em cadinho filtrante, renovando sucessivamente o
solvente até se verificar por TLC que a extracgao tinha sido completa, designando-se o
residuo resultante por R3. Esta operacao foi demorada e exigiu um certo consumo de
metanol, mas, apesar deste inconveniente, decidiu-se nao recorrer & extrac¢do continua
(Sohxlet), a fim de evitar a eslerificagao dos grupos carboxilos existentes na molécula,
visto que, em presenga de metanol e 4cido mineral, com aquecimento, havia condigdes
paraaformacao de ésteres metilicos (67). Com a extracgdo a frio minimiza-se ainda a
interferéncia do cloreto de sédio existente no meio reaccional, uma vez que este

composto, ligeiramente solivel em metanol a quente, passaria para a solugdo
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metanodlica e, ao ser insolubilizado pelo éter, iria fazer parte do residuo final.

A solugdo metandlica (52 ) adicionou-se éter étilico em excesso, que
insolubilizou os compostos extraidos pelo metanol (Esquema 2). O residuo final,
designado por DCM (derivados carboximetitados), indicou a massa do produto bruto
resultanie da carboximetilagao da diosmina. Este valor e a massa de R1 forneceram

uma indicagao grosseira da extengdo da reac¢do e foi o processo usado, inicialimente,

para avaliar o resultado da experiéncia.

Solugdo S
| HC1 S0%
Y
Residuo _ Solugo
R St
Concentracdo
-Residuo
R2
| Extracgdo com metanol
Residuo Solugdo metandlica
R3 S2
0(C2Hs) 2
pcH

Esquema 2 - Tratamento da solugBo S

- Apls esta primeira experiéncia, que ndo permitiu a reaccdo completa da

diosmina, decidiu-se fazer novos ensaios variando os seguintes parametros:

-pH do meio reaccional (por variagao das quantidades de hidréxido de
sOdio e / oude reagente M)
- Terperatura

- Tempo de reacgao.
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Ao utilizar excesso de reagentes teve-se em consideragdo o seguinte:

a) Com um excesso de hidroxido de sodio, a solucdo manter-se-3
suficientemente alcalina para comportar M sem que o pH do meio reaccional baixe para

valores que comprometam a solubilizacao da diosmina.

b) Desde que a diosmina permanega na forma sodica, poder-se-a usar um

excesso de M, de modo a favorecer a formagao do produto final.

Ao operar-se com excesso dereagentes estdvamos, contudo, precavidos contra o
facto de se poder verificar uma reacgo paralela que leve 4 obtencao de Acido glictlico, ja

que este composto se pode formar por reacgao entre 0 acido cloroacético e o hidroxido
de sodio(68).
| CICHy COOH
CO32- aq,
o  acmeoo
N P

HOCHCOO"

u

4

HOCHpCOOH

5



O 4cido glicolico, devido 3s suas caracteristicas de solubilidade (solvel em
4gua, metanol e éter) (68), seria extraido pelo metanol conjuntamente com os derivados

carboximetilados e permaneceria em solugao.
No decorrer deste trabalho e no sentido de estudar as melhores condigdes da

carboximetilagao, além da experiéncia descrita anteriormente (Exp.1), foram feitas

varias outras que se resumem no Quadro L
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Pela andlise do Quadro |, pode verificar-se o seguinte:

a) Nas Exp. 1, 2,3, 4 e 5 obteve-se sempre diosmina por reagir (RI).

b) Com uma solugdo de diosmina sodica a pH = 115-118, & medida que se
aumentou o volume de M, observou-se um aumento de R1 e, simultineamente, uma

diminuicao de DCM. (Exp. 2,3 e 4).

¢) O aumento da temperatura (Exp.2) favoreceu a reacgdo (aumento de DCM e

diminuicao de R1).

d) Nas Exp4, 5 e 6 registouse uma diminuicio de Rl1, possivelmente
resultante do aumento do pH do meio reaccional, visto ter-se mantido constante o

volume de M.

e) Na Exp. 6 conseguiu-se, pela primeira vez, a reac¢do completa da diosmina

{auséncia de R1).

f) As Exp.7, B e 9, realizadas em meio fortemente alcalino (pH>13), conduziram
de novo ao aparecimento de R1, apesar de ter sido aumentado o volume de M e

prolongado o tempo de aquecimento.

g) Na Exp. 10, realizada a pH =121 e com um volume de M igual ao ensajado
nas Exp. 56,7 e §, observou-se:
- auséncia de R1
-aumento de DCM

- diminuigao do tempo de reacgao

h) As Ixp.11 e 12, comparadas com a Exp. 10, mostraram que o aumento de M

conduz a uma diminuigao de DCM, embora continue a verificar-se a reacgao completa
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da diosmina (auséncia de R1).
i) A Exp.10 foi repetida a diferentes temperaturas (70-73°C ; 80-83°C), sem que

tenha sido observado aumento de DCM mas apenas uma ligeira diminui¢o do tempo

de reacgao (Exp.13 ¢ 14).

212. Anélise do produto bruto resultante das diferentes experiéncias

O estudo do DCM referente a cada experéncia foi iniciado verificando o seu
comportamento em TLC.

Cada amostra foi cromatografada simultdneamente com a diosmina tendo sido
ensaiados varios adsorventes e diversas fases moveis na tentativa de se encontrar um
sistema capaz de resolver a mistura (69,70) (Parte experimental). Do estudo realizado
concluiu-se que em placas de celulose e usando como fase movel uma solugao aquosa
de 4cido acélico a 30% (v/v) se conseguia uma boa scparacao dos componentes das
amostras. Na revelagdo dos cromatogramas utilizou-se a luz U V (366 nm).

£ sabido que a partir da utilizagao da luz UV (366nm) antes e ap6s a aplicagdo de
certos reveladares quimicos é possivel obter algumas informagoes acerca da estrutura
dos flavondides. No presente trabalho os reveladores utilizados com este objectivo
foram : vapores de uma solugio concentrada de amania (71,72) e solugao metandlica de
cloreto de aluminio a 5% (73). Utilizou-se ainda, como revelador quimico, uma
solugao de FeClg a 2,5% (74).

’ A revelagao dos cromatogramas referentes aos DCM resultantes das diferentes
experiéncias mostrou, em todos os casos, duas manchas com as caracteristicas que se

resumem no Quadro 2.
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Quadro 2: Caracteristicas cromatograficas das manchas & e 2

Detecgéo
Mancha Rf*
UV(zesnm)  Vap.amonia AlClz
(Uv 366nm)  (UYZ66nm)

& azul amarela szul
. fluorescente fluorescente fluorescente 0,74

¥/ castanha amarela amarels
escurs ~ fluorescente 0,54

*Em placa de celulose desenvolvida em ac. acético: agua (30:70)

Os resultados obtidos levaram a inferir que o produto bruto deveria ser
constituido por dois compostos de natureza flavénica responsaveis pelas manchas
formadas. A mancha 2 seria devida a um composto com o grupo fendlico em C-5
ocupado; amancha & deveria corresponder a um composto como grupo fendlico em

C-5 livre (71,72,73).

213. Separagio e purificacdo dos constituintes flavénicos existentes no
produto bruto resultante das diferentes experiéncias

Com a finalidade de isolar estes compostos recomeu-se & cromatografia
'preparativa de adsorgao em placa, utilizando o mesmo adsorvente e fase mével

escolhidos para a cromatografia analftica (Parte experimental).
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Apos o isolamento dos compostos correspondentes a cada uma das manchas
atras referidas, 0 seu controlo analitico mostrou que o composto correspondente a
mancha 2 se alterou subsequentemente, originando trés novas manchas muito
proximas, que observadas a luz UV de 366 nm mostraram fluorescéncia amarela,
fluorescéncia azul e cor castanha, ndo tendo sido possivel separa-las. Na cromatografia
preparativa em placa apenas se conseguiu isolar o composto correspondente 2

mancha b.

Com o objectivo de se conseguir uma melhor separagao, decidiu-se explorar as
possibilidades da cromatografia de adsorgao em coluna. Depois de terem sido
expetimentados, como adsorventes, gel de silica, poliamida ou celulose e ensaiadas
diversas sequéncias de eluentes, (75,76), decidiu-se optar por uma coluna de celulose
(enchimento a seco) e usar como eluente a mesma mistura de solventes usada para a
cromatografia preparativa de adsorgao em placa ( sol. aquosa de 4cido acético a 30%
v/v).

A elui¢do, acompanhada com luz UV (366nm), permitiu recolher varias
fraccdes as quais analizadas por TLC, mostraram que apenas o composto
correspondente 3 mancha 4 se encontrava isolado. Com esta técnica também nao foi
possivel isalar o composto correspondente @ mancha 2 , que novamente mostrou
desdobrar-se. |

Concluiu-se, portanto, que a cromatografia preparativa de adsorgao em placa e
em coluna nao se revelaram eficazes, na medida em que, exigindo um tempo de
analise longo, podem implicar possivefs alteragdes nos compostos em solugao.
Entretanto, a cromatografia em coluna apresentou sobre a técnica anterior a vantagem
de permitir um maior rendimento na separagao do composto referente 4 mancha &

(Parte experimental).

Tentou-se ainda a cromatografia preparativa em papel (técnica descendente),

ensaiando varias fases moveis, entre as quais acido acético em diferentes concentragbes
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(77). Com esta técnica também nao foram obtidos resultados satisfatérios.

Em face dos resultados obtidos admitiu-se que a cromatografia liquida de alta
pressao (HPLC), pelas suas caracteristicas, seria o processo indicado para a separagao
destes compostos. Esta técnica cromatogréfica provara ja ser de grande interesse na
andlise de flavondides como mostra o trabalho de revisao de Kingston (78) e, em 1982
(79,80), prespectivara se a sua wlilizagdo no isolamento e determinagio quantitativa
destes compostos pelo que se resulveu aplica la ao isolamento dos derfvados obtidos na
carboximetilagao da diosmina. |

O estudo prévio da base do método (81,8283) e a pesquisa realizada (84-87)
levaram a concluir que para a andlise a efectuar seria adequado utilizar um sistema em
fase reversa. Para fase mavel foi ensaiada uma mistura de metanol e 4gua usando
acido acético como "supressor ionico”. Dos ensaios realizados, modificando a
compuosicao percentual de fase movel e as condi¢Oes de detecgo, concluiu-se que
usando uma fase estacionaria RP-18 (10 pm) era possivel uma separagao satisfatOria
com elui¢do isocratica de uma mistura de metanol, dgua e acido acético (45:53:2),
usando para a detecgao o comprimento de onda de 254 nm.

Nestas condicises foi possivel analizar o produto bruto resultante de cada uma
das experiéncias efectuadas, sendo de realgar que todas as amostras ensaiadas
mostraram um pico principal, bem isolado, a mais elevado valor de tempo de retengao.
Exemplifica-se o que se diz com os cromatogramas obtidos nas mesmas condi¢des
analiticas comos CMD) resultantes das Exp. 2,6 e 10 (Fig4,5 e 6, pag25, 26 e 27).

| Com o objectivo de conseguir uma melhor resolugdo da parte inicial do
cromalogramaallerouse  a  composicdo  percentual  da  fase  moével  referida
anteriormente para metanol, dgua e acido acetico (40:5822). Com esta fase movel obteve-
se uma melhor separacao dos picos mais significativos dos cromatogramas referentes
ao produto bruto resultante das Exp.2 e 6 ( Fig7 e 8pag28e 29).

Foi usando uma fase movel com esta composicao percentual (pH=3,1) e uma
coluna preparativa RP-18 (40um) que se iniciou a separagao dos componentes do DCM

referente as diferentes experiéncias. A fim de manter a eficiéncia da coluna e evitar os
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picos com caudas demasiado longas, tipicas dos flavonoides, ndo se analizou de cada
vez mais de 100 mg de amostra {2 ml de uma solugao a 50 mg/ml). Exemplifica-se com
o cromatograma correspondente a separagao de 100 mg de DCM resultante da Exp. 6

(Fig.9,pag.30).

O controlo analitico, também por HFLC, das diferentes fracgdes recolhidas,
mostrou que apenas tinham sido isolados os compostos correspondentes aos picos 6e 7.
Foram infrutiferas as tentativas feitas com esta coluna no sentido de melhorar a
resolugao do cromatograma (modificagdo da composicao percentual da fase movel,
variagdo do fluxo, tentativas varias de anélise em gradiente). Foi ainda testada a fase
movel usada por Wulf e Nagel (metanoldgua: dcido acético - 30:65:5) (84), sem que
tenha havido melhoria na separa¢do. A mistura ensaiada com 2% de acido acético
(pH=31) mostrou ser suficientemente acidica para a separagdo em causa e apresentou
sobre a mistura de Wulf e Nagel (pl1=2,5) a vantagem de ser menos agressiva para a
coluna. A mistura de acetonitrilo e 4gua, ensaiada em diferentes proporgoes, também se
mostrou ineficaz. _

SO a utilizagdo de uma coluna semi-preparativa, também RP-18, permitiu
separar os componentes de menor tempo de retengao. Com esta coluna optimizou-se a
resolugao cromatogréafica damistura das fracgdes 1, 2, 3, 4 e 5, tendo-se conseguido, por
diminuigdo da quantidade de metanol na fase méovel (MeOH:H,O: AcOH - 35632 ),
obter todos os picos separados (Figi0Opag3l). Nestas condi¢tes foi possivel
cromatografar, de cada vez, 20 mg de amostra e recolher separadamente as fracgdes
correspondentes a cada pico.

As fracgdes recolhidas na separagao foram concentradas e seguidamente
liofilizadas, sendo os compostos isolados, por sua vez, analizados por HPLC e, sempre
que necessario, recromatografados, até se obter para cada composto um Gnico pico.

A andlise cromatogrifica em placa e a analise espectral no UV mostraram que
apenas os compostos 4, 6 e 7 apresentavam caracteristicas de flavonas. O composto 4
correspondia @ mancha 2 (TLC) enquanto o composto 6 correspondia @ mancha &

(TLC). Os cromatogramas representados nas Fig. 11 e 12 (pag32) mostram estes
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compostos isolados.

O composto 7 desde logo surpreendeu pela dificuldade que apresentou em ser
solubilizado. Pelo ponto de fusao (F) que mostrou e pelo seu espectro de 1V,
sobreponivel ac da diosmina (23), concluiu-se que se tratava deste composto,
possivelmente formado por decomposi¢do do produto bruto em solugdo aquosa. Esta
hip6tese foi confirmada ensaiando o comportamento de uma solugdo aquosa de CMD
conservada & temperatura ambiente durante 5 dias. A identidade do residuo formado
nestas condigoes foi estabelecida por comparagao de dadosde F, IV e RMN!H com
uma amostra auténtica de diosmina.

Este facto levou a que as amostras analizadas posteriormente fossem
dissolvidas em metanol: agua (95 : 05) e utilizadas no mesmo dia. Esta medida
revelou-se eficaz, como pode ser comprovado pelos cromatogramas (Fig4041 e 42), que

serdo apresentados posteriormente.
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Resposta do detector

Tempo de retengao min.

Fig. 4 - Cromatograma (HPLC) referente ao DCM resultante da Exp.2
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Fig. 5 - Cromatograma (HIPLC) referente

Tempo de retencgao,min.

aoc DMC resultante da Exp. 6
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Resposta do detector
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Fig. 8 - Cromatograma (HPLC) referenle ao DCM resullante da Exp. 6
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214 Elucidag8v estrutural dos compostos flavénicos separados

A andlise estrutural dos compostos isolados foi estabelecida a partir de dados de

UV, IV, RMN IH, RMN13C e EM (FAB)
COMPOSTQS6

O espectro de 1V (Fig 13, pAg41 ) mostrou uma banda de absorgao larga, entre
3500 e 3300 cm !caracteristica de grupo hidroxilo, bandas de estiramento de ligacao
C=C de anel aromatico em 1610, 1510 e 1500 eml e em 2930 em! uma banda
caracteristica de estiramento de ligagao C-H (nos grupos CHy e CH3). Mostrou ainda
uma banda em 1655 (:m'1, referente & ligagao C=0 do esqueleto flavénico, e bandas em
1370 e 1260 cm 1, atribuiveis a grupo fendlico, (88). A ligagao C=0 de acido carboxilico &
evidenciada por uma banda em 1730 em’! (89),

A espectrofotometria no UV-VIS dos flavonoides foi exaustivamente estudada
por T.|. Mabry e col (90). £ uma técnica importante para a analise da estrutura basica
destes compostos, pois permite localizar os grupos hidroxilos livres existentes nas
moléculas pela andlise do espectro em metanol e em metanol adicionado de
determinados reagentes de deslocamento.

Para o composto em andlise, o espectro de UV em metanol mostrou uma banda
de absorgao em 341,5 nm (banda I), e outra banda (banda 11) desdobrada em dois picos,
designados por banda Ila e banda Ilb, em 2700 e 2530 nm, caracteristicas de uma
flavona dissubstituida em C-3’e C-4" (91,92).

A adigao de acetato de sadio & solugao metandlica do composto ndo provocou
deslocamento batocrémico na banda 11, o que permitiu admitir que o grupo fendlico
em C-7 se encontrava ocupado (93). Os espectros em metanol com cloreto de aluminio e
em metanol com cloreto de aluminio e &cido cloridrico mostraram-se tipicos de uma 5-
hidroxiflavona evidenciando quatro picos de absor¢ao (bandas Ia, Ib, I1a e IIb) deslocados

batocromicamente em relagao a sua posicdo original (Fig 14, pag42). O deslocamento
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batocromico da banda I (em MeOll) para a banda la (em MeOH+AICl3+HC)) foi de

38,5nm, o que sugeriu a existéncia de um grupo fenolico livre em C-5 (Quadro 3).

Quadro 3: Absorg8o no UV do composto 6

Solvente e Reagentes

Maximos de Absorgéo

A ,nm
MeOH 341,5 270,0 253,0
MeOH+AIC!3 3795 3520 2765 263,0
MeOH+AIC1 3+HCI 380,0 347,5 295,0(i) 279,0 2615
MeOH+NaOAc 1338,0 2715

(i) - inflexao

O cloreto de aluminio complexou o grupo formado pelo carbonilo e o hidroxilo

em C-5, sem que a adi¢ao de acido cloridrico provocasse efeito hipsocrémico (94)

(Fig15).
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Os resultados até aqui obtidos levaram a inferir que apenas o grupo fendlico em
C-3" se encontrava ocupado. Este facto foi confirmado por espectroscopia de
ressondncia magnética nuclear, RMN, técnica preciosa para a determinacdo estrutural
dos compostos flavonicos (95,96).

Oespectrode RMN!H, do composto em anélise (Fig 16, pag43), mostrou todos
0s sinais atribuivels & diosmina (Fig16a,pag44) (97) excepto o sinal referente ao protao
do grupo fendlico em C-3". Este espectro evidenciou ainda um singuleto em & 4,73, cuja
integracao mostrou corresponder a dois protoes.

Aplicando aregra e as constantes de Shoolery, calculou-se o valor de & para os
protdes metilénicos do grupo O-OCH,COOH. O valor calculado foi de 501 e o valor
tedrico encontrado em tabela é de 5,09 (98). Em face destes resultados e ap0s observagao
do espectro do 4cido fenoxiacético (99), deduziu-se que o singuleto a & 4,73 é atribuivel a
protdes metilénicos do grupo carboximetilico.

Nao foi encontrado no espectro qualquer sinal correspondente a protao
carboxilico entre os valores de 132 e 100. Este facto nao surpreendeu, ja que o protao
carboxilico troca rapidamente com os protoes da dgua ou de hidroxilos alcodlicos (100).

O espectro de RMNYC (Figl7, pag45) estudado comparativamente com o
espectro que obtivemos da diosmina (Fig. 18 e 18a, pag46 e 47), e no qual fizemos a
atribuicao dos valores de & a partir dos dados referidos na literatura para a aglicona da
diosmina, a diosmetina (101,101a), e para a hesperidina (102), mostrou, para além dos
sinais referentes & diosmina, mais dois sinais a & 170,03 e & 65,65 (Quadro 4, pag36). O
sinal a & 170,03 é atribuivel a um carbono carboxilico (103), enquanto o sinal a campo

mais alto (3 65,65) pode resultar do carbono do grupo O-CH2- (104).
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Quadro 4: Comparagdo de dados de RMN 13¢ da diosmina e do composto 6

Atamo DIOSHINA COMPOSTO 6
de 8(ppm) &(ppm)
carbono DMSO DMSO

C2 162,60 162,79
c3 103,78 103,99
C4 181,90 161,80
CS 161,26 160,99
Ccé 89 60 99,52
c? 164,20 163,75
c8 94,60 94 67
co 156,95 156,80
Ci0 105,50 105,33
c-1° 122,90 122,36
c-2 113,09 112,08
c-3 146,90 147,57
C-4 151,15 192,14
C-5° 112,34 110,56
C-6’ 119,04 120,22
c-1 99,90 99 51
c-2- 72,97 12,97
c-3 76,29 76,12
C-4” 70,87 70,50
C-57 75,54 75,54
C-6” 66,76 66,03
c-1 100,52 100,38
c-2 70,35 70,22
c-3 69,60 69,55
c-4 72,13 12,02
C-5 68,27 68,23
C-6" 17,86 17,69
-0CH3 56,30 55,66
-0CH,- 65,65
-CO0OH 170,03




Os dados até agora referidos levaram a admitir que o composto em analise
deveria corresponder ao derivado monocarboximetilado em C-3" da diosmina (V). Para

confirmar a sua estrutura recorreu-se a espectrometria de massa.(105)

Astécnicasdeionizagdopordesadsorgao vieram permitir a obtencao directa de
espectros de massa de compostos de natureza polar com baixa volatibilidade e /ou
termo-instaveis (106,107). Entre estas técnicas, a fonizagao por dtomos rapidos (FAB) é
das mais recentes e a de maior sucesso, pois permite obter massas exactas de compostos
altamente polares e de elevado peso molecular, e a partir da fragmentacio obtida
colher-se uma importante informacgao estrutural.

Introduzida em 1981 por Barber (108,109) e Vikerman (110), fdi rapidamente
objectodeestudo de vérios investigadores (111-116). A espectrometria de massa com
ionizagao por bombardeamento por dtomos rapidos foi aplicada a flavonbides em 1983
por Norjo Saito e colaboradores (117), tendo sido, desde entdo, publicados alguns
trabalhos aplicados aestes compostos (118-121).

Face as possibilidadedestatécnica, decidiu-se aplica-la ao composto em analise,
para determinagao da sua massa molecular e confirmagao da estrutura. Para o efeito e
atendendo as caracteristicas polares do composto, escolheu-se paramatriz o glicerol (G),
ja que a amostra se mostrou facilmente solivel neste polidlcool.

Referentes ao composto 6 mostram-se dois espectros de massa FAB de ides
positivos, obtidos em dois centros de espectrometria de massa.

O primeiro espectro (Fig19, pag48), obtido no Analytical Sclences Center
(PCMU) , mostrou claramente o ido molecular protonado IM+HJ* = 667, com uma
abundancia relativa de 5500% do pico base. Este ido justifica para o composto em
andlise a formula molecular (3 Hag Oq7. O espectro mostra ainda um fragmento a
m/e 359, com 21,24% do pico base, correspondente a aglicona do composto.

O segundo espectro, feito no Midwest Center for Mass Spectometry (Fig 20,
pag49), do mesmo modo que 0 anterior, mostra o ido molecular protonado [M+HI*=

667. De referir ainda os picos correspondentes ao glicerol, a valores de m/e: 185 2GHY),
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369 (4GH*) e 461 (5GH*) (111)
A Fig 21 (pag50), representa uma expansao da zona de m/e 300400, que

confirma a massa do pico a m/e 359, o qual ngo tinha ficado marcado na Fig, 20 (pag49).

Este pico corresponde 2 aglicona protonada do composto [358+H "

A Espectrometria de Energia Cinética de Ioes de Massa Seleccionada (Mass
Analysed lon Kinetic Energy Spectrometry, MIKES) (122) permite a obtengio do
espectro de umiao cuja massa se seleccionou. Quando da obtengao do segundo espectro
foi seleccionado o iao protonado {M+H]* =667 para registo do espectro dos fragmentos
desse ido. Com o objectivo de aumentar quer o nimero quer a intensidade desses
fragmentos, foi utilizado o hélio (He) como gas de colisdo.

O espectro obtido (MIKES, CA) (Fig 22-24, pag. 51,52) & dominado pelos ioes
resultantes da perda de um [(M+H)-146]* e dos dois acticares {(M+H)-146-162]* da parte
glicosidica da molécula. Estes fragmentos sio claramente indicativos nao sé da massa
molecular de cada a¢ticar mas, também, da sequéncia da ligagao dos mesmos a aglicona
(glucose seguida pela ramnose), visto a perda do segundo agticar envolver  um
fragmento com mais 16 uma que a perda do primeiro agticar,

Nesta fragmentacao ocorre, provavelmente, uma protonagio no oxigénio da
ligacao glicosidica, seguida de quebra da ligagao oxigénio-agticar, com transferéncia de

hidrogénio, formando-se um alcool (ou fenol) protonado (120) (Fig25).

ocn OH
2C0




O pico a m/e 359, agora confirmadamente resultante da fragmentacdo da

molécula em estudo, corresponde d aglicona protonada do composto (QH*) (Fig 26).

0 CH,,COOH

Fig26

Depois doespectrodemassa FAB de i0es positivos, que mostrou n2o haver na

amostra sinal de maior massa molecular, o espectro MIKES, C A do iao [M+HJ* =667

~ confirmou a estrutura do composto e as dedugdes até aqui efectuadas com os outros
métodos de andlise estrutural (Fig27). ‘

A elucidagao estrutural deste novo composto hidrossoluvel foi apresentada em

comunicagao ao 1 Congresso Hispano-Portugués de Quimica Terapéutica (57).

0 CHZCOOH

Ram (1-6)Glc- 0.~

7-O-Ramnoglucosil-5-hidroxi-3°-carboximetoxi-4"-metoxiflavona (V)
Fig27
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tainda de interesse referir o seguinte:

~ -Oespectrode massa FAB, obtido da primeira amostra enviada para analise
(Fig 28, pag 53), para além do iio molecular esperado [M+H]*=667 e do pico
correspondente & aglicona protonada [358+H]*, mostrou um pico com mais 22
unidades de massa. Este pico, nitidamente atribuivel a [M+Na]?, levou a ponderar se o
composto estaria na forma de 4cido livre (V), como sal sodico (VII) ou como uma
mistura de ambos, pois a presenga de s6dio ha amostra pode dar picos (M+Na)*, quer o

sddioesteja ou nao ligado ao grupo &cido. Acontece também que o sal sédico do acido

carboxilico pode dar em FAB o pico [M+HJ*.

Sabia-se que um dos aspectos mais importantes datécnica FAB eraapreparacao
da amostra, havendo necessidade de minimizar a interferéncla do sédio (116). O
espectro referido mostra nitidamente que a amostra continha sédio, como indica a
presenga dos picos intensos a m/e 115 [ G+Na J*, m/e 207 { 2G+Na |*, m/e 299
[3G+Na]* eam/e 391 [4G+NaJ*. Este factolevou & necessidade de alterar o processo de
purificagdo da amostra, nomeadamente a eliminagdo do s6dio. Com este objectivo

actuou-se em trés vertentes:

a} Submetendo todo o material de vidro utilizado a um tratamento

destinado a eliminar o sédio (116).
b) Acidificando mais fortemente a solugao 5, levando-a a pH=1,2.

c) Fazendopassarasolugao aquosa do produto bruto (CMD ) por uma coluna

contendo uma mistura de resinas permutadoras de catides e anides (123).

As amostras dos compostos, isolados apoOs estas alteragtes no protocolo de
trabalho, foram analisadas por espectrometria de absor¢io atémica, n3o revelando a
presenga de sodio. Este facto pdde ser confirmado pela observacao dos espectros FAB

obtidos posteriormente.
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1 - Me OH
2 - MeOH + Na 0 Ac

1 - Me OH

2 - Me OH + l\ll.'fl3

3 3 - MeOH + I\IC13+HC1
T
200 300 400
Fig. 14 - Espectros no UV do composto 6
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FOSTO4

O espectro de IV do composto 4 (Fig 29, pag. 58) permitiu observar as bandas
caracteristicas dos varios grupos quimicos da estrutura flavonica, sendo de realgarque a "
banda de absorgdo referente a ligagao C=0 do nficleo flavonico se encontra em 1630
em, o que sugeriu que o grupo fendlico em C-5 estava ocupado (88). Observou-se
ainda uma banda em 1730 cm™, correspondente a ligacao C=0 de acido carboxilico (89).

Os espectros de UV em metanol, em metanol adicionado de cloreto de
aluminio e de cloreto de aluminio e 4cido cloridrico  sugeriram a presenca de uma
flavona dissubstituida em C-3" e C-4’, na qual o grupo fentlico em C-5 se encontrava
ocupado, j& que o terceiro espectro nao evidenciou alteragdo na localizagdo das bandas
de absorgao (91,92 ,94). O registo do espectro em metanol, ap6s adigao de acetato de
stdio, também nao mostrou deslocamento batocrémico na banda I, facto indicativo

de que o grupo fendlico em C-7 se encontrava ocupado (93) (Fig,. 30, pag. 59) (Quadro 5).

Quadro 5 : Caracterfsticas no UY do composto 4

Solvente e Reagentes | Maximos de Absorcéo
A, hm
MeOH - 3410 266,0 252,5
MeOH+AIC] % 342,5 270,0 253,5
MeOH+AIC] 3 +HCI 341,0 276,0 266,0
MeOH+NaDAcC - 333,0 266,0

A substituicdo do grupo fendlico em C-5 foi confirmada por RMNIH, que
revelou estar igualmente ocupado o grupo fendlico em C-3". O espectro de RMN'H do

composto em analise impuro, (Fig 31, pag60), estudado comparativamente com o

espectro da diosmina, indicou claramente o desaparecimento dos picos correspondentes
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acsprotdesfenolicos referidos, que na diosmina aparecem sob a forma de singuletos a
56132 (OH em C-5)e § 95 (OH em C-3). Oespectro mostrou ainda, para além dos sinais
atribuiveis a diosmina um singuleto a § 483, cuja integracdo revela ser devido a 4
protoes metilénicos do grupo carboximetilico (98,99).

Em face do que se tem vindo a referir admitiu-se que o composto pudesse
corresponder ao derivado dicarboximetilado da diosmina (IV).

Aanalise do espectrode RMNI8C (Fig32, pag61) veio reforgar esta hipotese, ja
que, para além dos sinais atribuiveis & diosmina (Quafro 6, pag56) mostrou mais
quatro sinais a & 170,02, 169,67, 65,79 ¢ 64,95 Destes sinais, 0s picos a campo mais baixo
de & (170,02 e 169567) podem corresponder a carbonos carboxilicos (103), enguanto os
picos a campo mais alto (65.79 e 64,95) sao atribuiveis a carbonos de grupos -OCH,-(104).

O espectro de massa FAB de ioes positivos ( Fig33,pag62) mostrou um ido
molecular com o valor esperado [M+H]* = 725, nao havendo sinal de maior massa
molecular. £ ainda de referir um pico a m/e. 417, [416+H]* correspondente & aglicona
do composto. Este pico, desde que resultante da fra gmentacao do jao molecular, justifica
a estrutura do composto.

Oespectro de MIKES, CA do ido [M+HI*= 725 (Fig34, pag63) permitiu
confirmar esta fragmentagao, revelando a existéncia de um fragmento de m/e 579,
correspondente & perda de 146 uma, (FH2+) e outro de m/e 417, resultante de nova
perda de 162 um.a. (Fig35, pag 64). Este Gltimo corresponde 4 aglicona protonada do
composto{(QH,*) (Fig36).

0 CH2 COOH

HOUCCHZO o

Fig36
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Quadro 6: Comparacio de dados de RMN13C da diosmina e do composto 4

186,67 e 170,02

_ Atomo DIOSMINA COMPOSTO 4
de 8(ppm) &(ppm}
Carbono DMSO DMSO
£2 162,80 160,78
c3 103,78 106,50
c4 181,90 176,01
€S 161,26 160,28
6 99,60 99,07
c7 164,20 161,10
cs 94,80 96,62
9 156,95 158,60
} C10 105,50 109,06
c-1 122,90 122,68
C-2 113,09 112,65
c-3 146,90 147,19
-4 151,15 151,69
-5 112,34 112,20
C-6 119,04 118,18
i c-1 98,90 99,61
‘ c-2 72,97 72,93
-3 76,29 76,17
c-4 70,87 70,63
-5 75,54 75,44
C-6 66,78 68,19
C-1 100,52 100,31
c-2 70,35 70,24
c-3 69,80 69,64
\ c-4 72.13 71.90
-5 66,27 69,31
C-6 17,86 17,65
~0CHz 56,30 55,66
-0CH,~ 64,95 & 65,79




O espectro revela ainda a existéncia de um pico a m/e 359, (Fig37,pag65),
resultante do anterior por perda de 58 uma, para o qual deverao contribuir os dois

fragmentos isomeros apresentados na Fig, 38.

0 CH,,CO0H
OCH,
3
H
+ 0.~ 0
H |
~
HOOCCH.,0 O CH O

2

Fig38

Ainformacao obtida com osespectros de massa FAB e MIKES, CA confirmam
para o composto em andlise a formula molecular C3pH34019 € a estrutura prevista
pelos restantes métodos de analise estrutural (Fig39).

A elucidagdo estrutural deste derivado hidrossoltvel da diosmina foi apresentada no

XI Congresso da Sociedade Fortuguesa de Quimica (59).

0 CHZ COCH

Ram(1-6)G1c-

HOOCCHZO ]

7-0O-Ramnoglucosil-5,3"-bis(carboximetoxi)-4"-metoxiflavona (IV)
Fig39
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1 - Me OH
2 - MeOH + NaOAc

nm 200 300 400 500
1. GO0
1 - Me OH
5\, 2 - MeOH + AICL,
3 - Me OH + AICI, + HCI
8BS
0. 000 : l
nm 200 300 400 500

Fig. 30 - Espectros no UV do composto 4
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215. Determinagio da percentagem relativa dos derivados formados nas

diferentes experiéncias

Depois de identificados os constituintes flavonicos resultantes de
carboximetilagdo da diosmina, recorreu-se 3 HPLC para determinar a percentagem

relativa de cada derivado no produto bruto.

Nesta analise utilizou-se para a detecgao o comprimento de onda de 254 nm,

valor para o qual ambos os derivados apresentam 0 mesmo valor de log €(390).

Os cromatogramas, correspondestes ao DCMresultante das Exp.2 e 6, (Figd041,
pag67, 68) traduzem as situagdes mais favoraveis verificadas no estudo da
carboximetilagio, enquanto o cromatograma correspondente ao DCM resultante da
Exp. 10, (Fig. 42, pag.69) mostra uma das situagbes em que 0 produto bruto é constituido
por menor percentagem de derivados carboximetilados.

O derivado monocarboximetilado em C-3° foi em todas as experiéncias o
composto que se formou em maior quantidade (50, 81% - 86,71%), enquanto o derivado
dicarboximetilado ndo representou, em qualquer experiéncia, mais do que 1234% do

produto bruto (Quadro 7).

Quadro 7: Dados comparativos de HPLC relativos 8s Exp. 2,6 e 10

% de areas

Composto

Exp. 2 Exp.6 Exp.10
Derivado
monocarboximetilado 86,71 60,87 50,81
em C-3° :
Derivado
dicarboximetilado 4,91 12,34 11,02

Total: (91,62) (93,21) {(61,83)
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216. Hidrélise dos derivados monocarboximetilado em C-3° e dicar-

boximetilado da diosmina e caracterizagio da agliconas resultantes

O método geral de hidrdlise acida para O-glicosilflavondides (124) que foi
iniclalmente  ensaiado para o derivado monocarboximetilado, mostrou-se
inconveniente, pois, a par da rotura da ligagso glicosidica, verificou-se a esterificacao da
fungdo acida existente na molécula. Este facto pode ser observado porespectrometria de
massa (E M), utilizando como técnica de ionizago o impacto electronico (I E) (Fig 43,
pag71). _ .
Além do ido molecular (Mt 372), os fragmentos a m/e 329 e m/e 313 s3o
claramente indicativos de que, naquelas condigoes reaccionais, 0 metanol esterifica,
pelo menos em parte, a fungao 4cido (125) (Esquema 3, pag72). Para este composto
(VIID), cuja fungdo éster identificAmos pela reacgido com a hidroxilamina (126) ndo

houve oportunidade de fazer outros ensaios (Fig44).

H CH
ocC 2COO 3

Fig44

‘ A hidrolise completa dos heter6sidos foi conseguida submetendo os compostos
a um aquecimento com HCl a 20%, a 125-130°C, durante 50 minutos (Parte
experimental). Estas condi¢des foram estabelecidas ap6s realizagdo de varios ensalos,

com controlo da reacgdo por cromatografia em camada fina,




( %< & IoTIadns BATJEB[3I 3PEPTSUIUT 3p SOITY )

ITIA o}sodwod op (3I) eSSew ap o0x}1a3adsy : ¢y By

é‘ BAT]BI3I 3peprsuajuy ©

0sg 00¢ 0s?Z 00¢ 0sl1 oLt
1 3 ] ] 1l
/. _ 1 g7 T T ~ . T
_ mNn_ flLe th &z Nmﬁ 41 _
e L 7A R
s N
00s .
€61
Mzuo
MIUOOUNIUD

8se

001




IIIA o3sodwod op oedejusuwbery ep earjejaxdiajur asajodIH - ¢ ewanbsy
(eyver *, mE-__D
(s) €€t ! T.L:u . r

»@i azan
.:

zy e ‘Catv]
" ho

HOX,. o, \_/
TR N
0 oIt ._ 7 NF e

e T
| Is mf L,

h_i a.

nm‘_
(001} 84¢ 0 :o

(9) mn_ N

+

(v) gvt'

c\//\ ~ou

n:u 0 /.
z
. gccu HJ O
+
(v) 6z¢
(€) si¢
0 O An:usn N c o o :H_u
i |
6¢- fv- P
A%IIII . == | £
HJ0-2 * ’ Son /n/ / /:.\r/\\,,c:
20 03°HY  fy53005%H0 0=
__uc . N

0 €
. —l{ HJ 00D :u 0
+




AGLICONA RESULTANTE DA HIDROLISE DO DERIVADO MONOCARBOXI -
METILADO EM (C-3" (IX)

O espectro de IV do composto cristalizado (Fig45,pag78 ) mostrou bandas de
esﬁramento de ligagao C=C (anel aromatico) em 1610, 1590, 1570 e 1550 cm‘l, e em 2930
em’l uma banda de estiramento de ligacdo C-H. Mostrou ainda em 1655 em uma
banda tipica de ligagdo C=0 do esqueleto flavénico de 57 di-hidroxiflavona, em |
1165 cm 1 umabanda caracteristica do anel benzénico 5-7 dissubstituido, e em 1730
cm! uma banda de estiramento de ligacao C=0 de acido carboxilico (88,89).

Os espectros de UV em metanol adicionado de cloreto de aluminio e em
metanol adicionado de cloreto de aluminio e &cido cloridrico, mostraram-se
caracteristicos de uma 5-hidroxiflavona, evidenciando um deslocamento batocrémico
da banda I (em MeOH) para a banda Ia (em MeOH+AICl3+HCl) de 400 nm (94). O
registo do espectro em metanol antes e ap6s adi¢do de acetato de s6dio mostrou um
deslocamento de 2695 para 2780 nm. Este deslocamento de 85 nm ¢ indicativo da

existéncia de um grupo fendlico livre em C-7 (93) (Fig46, pag79)(Quadro 8).

Quadro 8 :Absorcfo no UV do composto IX

Solvente e Reagentes Haximos de Absorgio

A, hm
MeOH 342,5 269,5 242,5
MeOH+AICI% 3770 352,5 296,0(i) 2790 260,0
MeOH+AICI 3+HCI 382,5 341.,5 294,0(i) 280,0 258,0
MeOH+NaQAc 362,0 311,0 278,0

(i) - inflento
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Este facto, associado ao resultado obtidoem TLC em placade celulose e usando

cbmo fase mével solugdo de acido acético a 30% (diminuicdo do Rf do composto em
anélise cromatografado comparativamente com o composto inicial), fez admitir ter
sido conseguida a hidrélise do composto. Esta hip6tese foi confirmada pela anélise do
espectrode RM N'H que mostrou, para além do desaparecimento dos sinais atribuiveis
aos protoes dos agticares, 0 aparecimento de um singuletoa 8 10,78, referente ao protao
do grupo fendlico em C-7. Neste espectro (Fig 47,pag 80) pode ainda observar-se um
singuleto a § 12,87, correspondente ao grupo fendlico em C-5, um singuleto a § 388
originado por 3 protoes correspondente aos protdes do grupo-OCHz em C-4" e os
restantes sinais referentes aos protoes do ntcleo flavonico (96). O espectro nao mostrou
qualquer sinal correspondente ao protao fendlico em C-3°, mas um singuleto a campo
mais alto (& 4,83), atribuivel aos protdes metilénicos do grupo carboximetilo (98,99)

O espectro de RMNBC ( Fig 48, pg81)confirma o desaparecimento dos sinais
atribuiveis aos carbonos dos agticarese comparado com o espectro da diosmetina (101)
(Quadro 9, pag75) mostrou mais dois sinais a & 16984 e & 6489. Destes sinais, o
primeiro (8 169,84) é atibuivel a um carbono carboxilico (103), enquanto o segundo

(3 64,89) pode resultar do carbono do grupo O-CHp- (104).
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Quadro 9: Comparacfo de dados de RMN!3C da diosmetina e do

composto IX
Atomo - Diosmetina Composto IX
de : 8(ppm) Slppm )
Carbono (DMS0) {DMSO)
Cc-2 163,60 162,89
c-3 104,00 103,71
C-4 181,80 181,64
C-5 161,70 161,27
-6 99,00 - 98,76
c-7 164,40 | 164,03
c-8 94,00 93,91
c-9 - 157,09 157,18
C-10 103,70 103,71
c-1r 123,30 ” 122,55
Cc-2' | 113,10 C 112,08
c-3 146,90 147,19
C-4 151,20 152,05
C-5° 112,10 110,65
C-6' 118,70 | 120,36
-OCH3 55,80 - 55,75
-0CH2 ‘ | 64,59
-COOH - 169,84

Prosseguiu se a andlise do composto por espectrometria de massa (IE).

As flavonas foram dos primeiros flavondides a ser analisados por
espectrometria de massa (1E) A sua fragmentagao por IE ocorre fundamentalmente por
dois mecanismos, correspondendo o mecanismo 1 a uma clivagem retro- Diels-Alder -

(Fig 49) (127)
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Mecanismo - 1 Mecanismo-11

com transferéncia
de H®

lMecanismo-—I

Y o \L \l

( ( +/or HC = c—<>—] SEC-O

l

[A,+H]+ AT’ | Ehi | B
Fig49

O espectro de massa (IE) do composto em estudo (Fig50,pag82) mostrou um i3o
molecular (M*)a m/e 358 correspondente  f6rmula de estrutura esperada. A anélise
do espectro mostrou, entre outros , os picos a m/e 314 e m/e 206, que justificam a
substituicdo no anel B(Esquema 4,pag 83). O pico am/e 314 corresponde a uma perda
deCO,, enquanto o pico a m/e 206 corresponde a uma fragmentacao do esqueleto

flavénico pelo processo 1 (retro-Diels-Alder) (Fig 51).

+
OCH -
B |/l\I OCH |
+
HO\/\\‘[/()\ij\/ | J@\/\O CH2C00I|—|.
N : c,
\l/ |/‘ . //C 0 3
: ’d
OH 0 o e .
314 (3) : B, . , 206 (3)

1

Fig 51
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Osresultados obtidos levaram a atribuir a0 composto em analise a estrutura
que se apresenta na Fig 52,

0 CH,COOH
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1 - Me OH
2 - Me OH + Na O Ac

ABS
Q. 000 h :
nm 200 300 400 T 500
1. GO0
1 - Me OH
2 - MeOH + AICL,
1 3 - MeOH + AICL, + HCl
8BS
Q. 000 ' ‘ :
nn 200 300 o 400 ) 500

Fig. 46 - Espectros no UV do composto IX
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AGLICONA RESULTANTE DA HIDROLISE DO DERIVADO DICARBOXIME-

TILADO (X)

O espectro de UV em metanol mostrou-se caracteristico de uma flavona
dissubstituida em C-3’e C-4" (91-92). Ap6s adigdo de acetato de sédio, o novo espectro
mostrou um deslocamento batocrémico na banda 1], de 8 nm, indicativo da existéncia
de um grupo fendlico livre, em C-7. (93) O espectro em metanol adicionado de cloreto
de aluminio e 4cido cloridrico n#o evidenciou alteragdo significativa na localizagdo

das bandas de absor¢do, o que levou a inferir que o grupo fendlico em C-5 se

encontrava ocupado (94), (Fig53, pag87),(Quadro 10).

Este facto foi confirmado pela observagdo do espectro de IV do composto
recristalizado (Fig.54,pag88) que, além do desaparecimento da banda atribuivel aos
grupos OH alcodlicos, mostrou uma banda a 1630 em'], caracteristica da ligagdo C=0de

7-hidroxiflavonas {88). O espectro mostrou ainda uma banda forte a 1730 em'l,

caracteristica daligacdo C=0de acido carboxilico (89).

Quadro 10: Absorcéo no UY do composto ¥

Solvente e Reagentes

Maximos de Absorgdao

A,nm
MeOH 341,5 270,0 255,0
MeOH+AICI3 | 352,0 279,0 260,0
MeOH+AIC13+HC] 348,0 261,0 257,5
MeOH+NaDAc 358,0 313,5 278,0
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A andlise estrutural do composto foi continuada com a observagdo do espectro

de massa (IE). Este espectro, apesar de apresentar um pico molecular muito pouco
intenso, o que € caracteristico de polidcidos (128), mostrou numerosos picos
elucidativos da estrutura do composto (Fig55,pag 89) (Esquema 5,pag 90)
Osidesdem/e 373 (perdade CH3C(5) e m/e 372 (perda de COy), sdo claramente
indicativos da substituicio no nacleo flavonico. Para este Gltimo pico poderao

contribuir as duas estruturas isomeras que se apresentam na Fig, 56.

0O CH *
if:3 !

‘/’\\/0 CH3

//—[:;cnzcnnn HO\],//\{O\! ,\/J

HO\/\/O‘\/<I | N : .
i ! r\—= ™ N +
N T e 0 CH_COOH '

I
\|/ HOOCCHY @
HOOCCH 0 A I N\, 0 CH
373 (4) _ , -
' !
CH,0 Y 372 (7)

Fig 56

A partir do i3o molecular (M™416), a perda de 58 uma. origina um pico a

m/e 358, que é o pico base. A partir deste verifica-se uma quebra tipica de &cido

carboxilico (129), correspondendo a uma perda de COpH (/e 313), e uma perda de CO,

(m/e 314). Além destas fragmentacdes ha ainda a assinalar as clivagenscaracteristicas

do ntcleo flavonico com formaco dos ioes A1t [ A+ H ]+, Atz co, mt e Bits
- CHz'(127)

Em face do exposto pdde atribuir-se ao composto em andlise a seguinte

estrutura(Fig.57).
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1. 000

1 - Me OH
2 - MeOH + NaOAc

BES
Q. 000 T
nm 200 . 300 400 ~ bid
1. G400
1 - Me OH
2 - Me OH + I-\l(:].3
3 2 3 3 - MeOH + I\lCl3 + HC1
8ES
0.000 L o ‘
nm 200 300 400 500 |

Fig. 53 - Espectros no UV do composto X
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2.2. 2-HIDROXIETILACAO DA DIOSMINA
2.2.1. Estudo das condigdes de reacgdo

Foi novamente tendo como base uma transformago descrita para a rutina (60)
que se estudou a 2-hidroxietilagao da diosmina.

A 2-hidroxietilagdo das fungdes fendlicas da diosmina pode fornecer
teoricamente trés compostos: 0 derivado mono (2-hidroxietilado) em C-3'(XIl), o
derivado mono (2-hidroxietilado) em C-5 (XII) e o derivado 2-hidroxietilado em C-5 e
C-3" (XI). (Esquema 6,pag 92).

Entretanto, em face do que ja foi referido acerca da reactividade dos grupos
fen6licos da diosmina (66) e dos resultados obtidos no estudo da carboximetilagao deste
flavondide, admitiu-se, desde logo, a hipOtese de ndo se isolar o derivado 2-
hidroxietitado em C-5. Tal nao aconteceu, porém, como se vera, uma vez que fol
possivel isolar e caracterizar os trés derivados acima referidos.

A diosmina, depois de transformada no seu sal s6dico, foi posta a reagir com o
2-cloroetanol, aquecendo-se a mistura durante um periodo de 5-8 horas. Esta solugdo foi
submetida a um tratamento semelhante ao utilizado para a obtengao do produto bruto
no caso da carboximetilago ( Esquema 2, pag14). O residuo obtido, agora designado por

DHE, forneceu a massa do produto bruto resultante da 2-hidroxietilagdo da diosmina.

Com base num raciocinlo semelhante ao referido para a obtengao dos derivados
carboximetilados, pag15 alineas a) e b), e em face da experiéncia obtida com aqueles
compostos, iniciou-se 0 estudo da 2-hidroxietilagdo da diosmina trabalhando com
uma quantidade estequiométrica de 2-cloroetanol relativamente 3 diosmina sodica
para a reacgio nos dois grupos fenolicos. Seguidamente, tentou-se melhorar as
condigdes reaccionais por modificagdo do pH da solugao inicial e variagdo da
quantidade de 2-cloroetanol.

As experiéncias realizadas encontram-se resumidas no Quadro 11, pag, 93.
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A anélise deste Quadro 11 mostra que:

a) a reacgdo completa da diosmina com 2-cloroetanol na proporgao

estequiométrica 1: 2, (relativamente 3 diosmina dissodica) foi conseguida a pH=12,2

(Exp. 21);

b) para o mesmo pH iniclal da solugdo da diosmina (pH=123), ao ser
aumentada a quantidade de 2-cloroetanol (Exp. 22,23, 24 e 25), observou-se:

- diminuigao do tempo de reacgdo e aumento da massa de DHE (Exp. 22 e 23),
tendo-se obtido o melhor resultado a pH=12,0, com um excesso de 0,003 mol (39,6%) de
2-cloroetanol (Exp. 23)

- diminuigao da massa do produto bruto nas Exp. 24 e 25, realizadas a pH<12,0

- diosmina por reagir, (R1), ao ser utilizado um excesso de 100% de 2-
cloroetanol (Exp.25). Nesta experiéncia, o pH da mistura reaccional, ao baixar para 11,7,
ndo permitiu que a diosmina se mantivesse na forma sédica para poder reagir

t_otalmente.

c) na Exp. 26, realizada em meio mais alcalino e fazendo a diosmina sodica
reagir com 2-cloroetanol na propofgao de 1.2 (pH=125), foi conseguida a maior massa

de produto bruto € um dos menores tempos de reacgao;
d) a Exp. 23 foi repetida a temperaturas superiores (70-73°C e 80-839C), sem que
tenhasido observado aumento do DHE ou diminuigao do tempo de reacgdo (Exp. 27 e

28).
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2.2.2 Anélise do produto bruto resultante das diferentes experiéncias

O estudo analitico do produto bruto resultante das diferentes experiéncias fol
feito em TLC, utilizando vérios adsorventes e diferentes fases méveis. O sistema que
conduzit a uma melhor separagdo era constituido por placas de celulose

desenvolvidas em solugdo aquosa de &cido acético a30% (v/v).

A revelagsio dos cromatogramas, utilizando luz UV (366 nm) antes e depois de

submeter a placa a acgdo de vapores de aménia ou de a pulverizar com solugao
metandlica de cloreto de aluminio a 5% (71,7273), mostrou a existéncia de duas
manchas para o DHE correspondente 4 Exp. 26 (Quadro 12), e trés manchas para o
DHE obtido nas restantes experiéncias (Quadro 13 ).

Quadro12: Caracteristicas cromatograficas das manchas a e b

referentes ao DHE resultante da Exp.26

Deteccdo Rf
Mancha
U¥366nm Yap. de amonia AlClz (8) (b
(UY 366nm) {UY 366nm) '
a azul amarela azul 0,76 0,70
fluorescente fluorescente fluorescente
b castanhs amarela amarela . 0,51 0,58
2aCUrs fluorescente

Rf (a): em placa de celulose desenvolvida em A&cido acético: agua (30:70)

Rf (b): em placa de celulose desenvolvida em &cido acético: dgua (50:50)
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Quadro 13: Caracteristicas cromatograficas das manchas a, ax e b

referentes ao DHE resultante de qualquer das restantes

experiéncias

_ Detecgdo Rf

MHancha
Uv{ 366nm) Yap, smbnia AlCI3 (a) (b)
{1J¥y366nm) {UY366nm)

a azul amarela azul 0,77 0,73
fluorescente fluorescente  fluorescente

ax ‘ azul-clars amarels azul-clara 0,68 0,66
fluorescente fluorescente  fluorescente

b castanha amarela amarela 0,52 0,57
e3cura fluprescente

Rf (8): em placa de celulose desenvolvids em cido acético: dgua (30:70)

Rf {b): em placa de celulose desenvolvida em dcido acético: dgua (50:50)

Os resultados obtidos mostraram que o DHE referente & Exp. 26 possuia uma

composigao diferente da dos restantes. Este produto bruto deveria conter um

componente flavonico com um grupo fendlico livre em C-5

(mancha b), e outro com

um grupo fendlico em (-5 ocupado (mancha a ), enquanto que o produto bruto

resultante das restantes experiéncias mostrava mais uma mancha (mancha ax), a qual

poderia ser atribuida a outro composto também com um grupo fendlico em C-5

ocupado (73).
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2.2.3. Separacdo e purificagio dos constituintes flavénicos

Dadas as dificuldades sentidas na separagao dos derivados carboximetilados, decidiu-se

recorrer, desdelogo, d HPLC em fase reversa. Para fase méovel ensaiou-se uma mistura
de metanol, agua e acido acético em diferentes proporgdes, apenas mantendo fixa a
percentagem de acido acético (2%).

Pelo estudo analitico do produto bruto resultante de cada experiéncia
confirmou-se que para 0 DHE correspondente 8 Exp.26 se obtinham apenas dois picos
cromatograficos (pico A e pico B ) (Fig58pag98), enquanto que para os (DHE)
correspondentes asrestantes experiéncias  se obtinha um terceiro pico (AX), situado
entre os dois picos principais. Exemplifica-se com os cromatogramas referentes as Exp.
20e 23 (Fig 59 e 60, pag98e 99 ).

Iniciou-se a HPLC preparativa com uma fase mével igual a utilizada em HFLC
analitico, constituida por metanolagua:acido acético ( 60:38:2), tendo-se obtido, isolada,
a fracgdo correspondente ao pico B, o mais intenso, e comum a todas as experiéncias
( Figb1, 62, pag100 e 101 ) '

Esta fracgdo, depois de analizada por HPLC, mostrou nao se encontrar
suficientemente pura, tendo sido recromatografada nas mesmas condigdes
cromatograficas, até se obter um so pico (Fig, 63 e 64, pag, 102).

Afracgao correspondente ao pico A, igualmente comum a todas as experiéncias,
nao foi obtida suficientemente pura, tendo sido necessario recromatografa-la em
coluna semi-preparativa, variando a composi¢do percentual da fase mével Depois de
se terem optimizado as condigdes de andlise na coluna semi-preparativa, foi
conseguida uma boa separagdo dos picos Ae AX usando, como fase movel, metanol:
agua: acido acético (50:58:2) (Fig65, pag103).

Todas asfracgtes recolhidas foram tratadas de molde a eliminar a fase mével e
0s compostos resultantes recromatografados até se obter um s6 pico em HPLC (Fig66 e

67, pag104).
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Resposta do detector

Tempo de retengao,min

Fig. 58 - Cromatograma (HPLC) refe-
rente ao DHE resultante
da Exp. 26

Resposta do detector

Tempo de retencao,min

Fig. 59 - Cromatograma (HPLLC) referente
ao DHE resultante da Exp. 20
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Resposta do detector

“a {

-

Tempo de retengdo,min.

Fig. 60 - Cromatograma (HPLC) referente ao DHE
resultante da Exp. 23
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Fig. 61 - Cromatograma (HPLC) referente

25 mg ( 0,5 ml de sol. a 50 mg/ml ) de DHE

resultante da Exp. 23
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Resposta do detector

—5.57

Tempo de retengao,min

Fig. 63 - Cromatograma (HPLC) referente
ao composto B, impuro

3. 8¢

Resposta do detector

Tempo de retengdo,min

Fig. 64 - Cromatograma (HPLC) refe-
rente ao compsto B,isolado
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Fig. 66 - Cromatograma (HPLC) refe-
rente ao composto A,isclado
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Fig. 67 - Cromatograma (HPLC) re-
ferente ao composto AX,
isolado
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2.2.4. Elucidagdio estrutural dos compostos flavénicos separados

A analise estrutural dos compostos isolados foi realizada por UV, IV, RMN!H e
RMNC ¢ confirmada, apOs hidrélise acida, por caracterizagdo das respectivas
agliconas (UV, 1V, RMNIH, RMNBCe ME) e agtcares (GCe /ou TLC).

COMPOSTO A

O espectro de UV em metanol evideﬁdou a presenca de uma flavona
dissubstituida em C -3’e C-4" com bandas de absorgio maxima em 3660, 2655 e 2430
nm. O registo do espectro em metanol, ap6s adigzo de acetato de s6dio, nao mostrou
deslocamento batocromico da banda I, factoindicativo de que o grupo fendlico em C-7
se encontrava ocupado. O espectro em metanol adicionado de cloreto de aluminio e
em metanol adicionado de cloreto de aluminio e 4cido cloridrico ndo evidenciou
alteracao significativa na localizago das bandas de absorcao.

Estes factos levaram a admitir que o composto em estudo mantinha a ligagao
glicostdica em C-7, e que 0 grupo fen6lico em C-5 se encontrava ocupado (91-94) (Fig68,
pag112) (Quadro 14, pag106).
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Quadro 14 : Absorgéo no UV do composto A

Solvente e Reagentes Méximos de Absorgéo
A,nm

MeOH - 336,0 265,5 243,0

MeOH+ AlCl3 337,5 265,0 2415

MeOH+AICIg+HCI 340,5 266,0 241,0

MeOH+NaDAc 333,0 263,5

Pelo estudo do espectro de RMN!H pode confirmar-se que além do grupo
fendlico em C-5 também o grupo fendlico em C-3'se encontrava ocupado, pois o
espectro nio mostrou qualquer sinal atribuivel a estes protdes. Na realidade, o espectro
de RMN!H,(Fig 69,pag113), apesar de obtido em mas condigoes de resolugao do
aparelho, mostrou claramente que nao existia qualquer sinal atribuivel a protoes
fenolicos, tendo revelado, para além dos sinais referentes 3 diosmina, mais um sinal a
8 4,12. A localizagiio deste sinal , apesar de mal resolvido , levou a admitir a hipGtese de
ser referente aos protdes dol(s) grupo(s)-OCHy CHy OH (130, 131).

Esta hip6tese foi reforgada pelo estudo do espectro de RMNBC (Fig 70 e 70a,
pag114 e 115). De facto, o espectro deste composto, quando comparado com o da
diosmina (Quadro 15, pag107), mostrou mais quatro picos atribuiveis aos carbonos dos
dois grupos -OCH, CHy OH. Conseguida a expansao da escala entre os valores de 8
55,75 e 7548, o estudo do espectro levou a atribuir os valores § 59,67 e 5942 aos
carbonosdogrupo-OCH), e os valores a campo mais baixo (8 71,62 e 70,83) aos carbonos
ligados ao grupo hidroxlico -CHoOH (104,132).




Quadro 15: Comperacéo de dodos de RNN]3C da diosmina e do

composto A
Atomo Diosmina Composto A

de &(ppm) &(ppm)

Carbono DMSO DMSO
c-2 162,80 160,38
c-3 103,78 107,06
C-4 181,90 181,46
C-5 161,26 159,90
C-6 89,60 08,71
c-7 164,20 161,06
C-8 04,80 96,94
C-9 156,95 158,71
C-10 105,50 109,62
c-1 122,90 123,04
Cc-2 113,09 112,14
C-3 146,90 148,44
C-4 151,15 151,97
C-5 112,34 110,48
C-6 119,04 119,70
C-1 99 90 99,32
C-2 72,97 73,88
c-3 76,29 81,92
c-4 70,87 70,59
C-5 75,54 75,48
C-6 66,76 66,03
C-1 100,52 100,44
c-2 70,35 70,44
c-3 69,680 69,63
C-4 72,13 72,04
C-5 68,27 68,40
C-6 17,86 17,84

-OCH3 56,30 55,76

-0CH,- 59,68 & 59,42

-CH,0H 71,62e 70,64
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Pelo que foi exposto até aqui admitiu-se ter sido isolado o derivado 2-
hidroxietilado em C-5 e C-3"da diosmina (XI).

A fim de se confirmar esta hipotese, 0 composto em andlise foi submetido a
uma hidrolise acida (Parte experimental). Desta hidrolise, controlada por TLC, além da
fracgao aquosacontendoa parte glicosidica, resultou um residuo que cromatografado
paralelamente com o composto inicial em vérios sistemas cromatograficos maostrou
um valor de Rf que permitiu deduzir estar-se em presenga de um composto menos
polar. Este residuo (AH), depois de recristalizado de metanol, mostrou uma pureza
suficiente para permitir a sua identificacdo.

O seu espectro de UV em metanol mostrou-se praticamente paralelo ao
espectro do composto de partida. Ap6s adicao de acetato de sodio, 0 novo espectro de
UV mostrou um deslocamento batocrémico na banda I1 de 2655 para 2735 nm (Fig71,
pag116) (Quadro 16). Este deslocamento de 8 nm, indicativo de existéncia de um grupo
fendlico livre em C-7, permitiu admitir ter havido quebra de ligagao glicosidica em C-
7, (93) facto j4 sugerido pela diminuigdo do Rf do composto em anélise, em placa de

celulose, e usando como fase move! solugao aquosa de acido acético (133).

Quadro 16: Absorcéo no UV do composto AH

Solvente e Reagentes Maximos de Absorcoe

A, Am
MeOH 336,5 265,5 2415
MeOH+AICI3 337,0 265,5 241,0
MeOH+A1ICIz+HCI 337,59 2635,0 2420
MeOH+NaDAC 335,5 3130 273,5
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O espectro de massa (IE) da aglicona em estudo (Fig 72,pag117) (Esquema 7,
pag118) mostrou um pico correspondente ao ido molecular M*388 muito pouco

intenso e um pico am/e 31 que confirma a existéncia de uma fungao "alcool primario”

300 a partir do pico a m/e 344 (135). Os picos am/e 345 e m/e 359, correspondentes,
respectivamente, a uma eliminagado de CH3CO e CHO, sdo bem elucidativos da

presenca, em C-5 e C-3,'de um grupo -OCH,CH,OH (Fig, 73).

+
o CHZCH20H

(134). Evidenciou ainda um pico metaestavel (M*) a m/e 262, que justifica o pico am/e
|

| o m/e 359

Fig73

O mesmo acontece com os picos a m/e 370 e m/e 357, que justificam esta
mesma substitui¢ao no ntcleo flavénico. Para cada um destes picos podem contribuir

as estruturas isbmeras que se representam na figura seguinte (Fig.74).
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m/e 370

CHZ m/e 357

Fig74

Os factos acabados de expor levaram a atribuir &4 aglicona do composto em

andlise a estrutura (XIV) (Fig.75).
OCH 2 CH2 OH

HO CH_CH
2 20 0

Fig75

Para a caracterizagdo dos constituintes da fraccdo glicosidica da molécula
recorreu-se a cromatografia em fase gasosa(CG).

A solugao aquosa-acida resultante da hidrdlise, depois de passada por uma
coluna de poliamida (136) foi liofilizada e o residuo obtido tratado de modo a
{ransformar o0s ag(icares presentes nos respectivos éteres trimetilsililicos (137). Os
derivados obtidos foram cromatografados nas condigoes referidas por Markham (138) e
osseus tempos de retengao comparados com os dos éteres trimetilsililicos obtidos, nas

mesmas condigtes, com amostras auténticas de glucose e ramnaose.
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Injectando separadamente 0,1yl da amostra em estudo e de cada um dos

padrdes, obtiveram-se 0s cromatogramasque se mostram nas Fig, 76, 77 e 78 (pag119 e
120) respectivamente com a solugao em ensaio, com a glucose, e com a ramnose.

Os dois picos observados para cada agficar correspondem as formas % e B, as
quais coexistem nas amostras (139,140).

Injectando, nas mesmas condicoes experimentais, 0,1l de solucdo de uma
mistura em partes iguais de amostra e de substancias de referéncia (glucose+ramnose)
obteve-se o cromatograma que se mostra na Fig 79 (pag. 121). Neste cromatograma
verificou-se um aumento da drea dos picos pelo facto de a amostra ter sido enriquecida
nos seus constituintes (ramnose e glucose) quando se Ihe adicionaram os padroes.

Em face dos resultados obtidos, pudemos concluir que durante o processo de
hidroxietilagdo n3o foi afectada a parte glicosidica da molécula da diosmina.

Em resumo:
O estudo realizado para o composto A, correspondente ao pico A, permitiu
concluir que este composto que se mostrou muito solivel em dgua era um heter6sido

derivado da diosmina com dois grupos -OCH;CH,OH, ligados um em C-3" e o outro

em C-5. (Fig80).

0 CH, CH,, OH (.

Ram (1-6)Glc -0

HO
OCH,CHO O

7-O-Ramnoglucosil-5,3"-bis (2-hidroxietoxi)-4"-metoxiflavona (XI)
Fig 80
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1. GO0
1 - Me OH
1 >2—Me0H+NaOAc
8BS
Q. 000 , -
m 200 300 400 500
i
1, 400
| 2 3
1 - Me OH
1 2 - MeOH + AlCl3
3 - MeOH + A1C13+HCI
BBS
Q. 000 . T
nm 200 300 . 400 : 500

‘ Fig. 68 - Espectros no UV do composto A
|
|
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1. GO0

! 1 - Me OH
2 - Me OH + NaQO Ac
8BS
0. 000 : :
o 200 300 400 500
\
|
1. 000
1 - Me OH
2 - MeOH + Al 013
3 - Me OH + A1C13 + HC1
8BS
0.000 | - —

nm 200 300 400 500

Fig. 71 - Espectros no UV do composto AH
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Fig. 77 - Cromatograma (CG) referente a 0’1F1 de
glucose trimetilsililada .

v

o
.
!

Fig. 78 - Cromatograma (CG) referente a
0'1Pl de ramnose trimetilsi -
lilada.
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COMPOSTO B

O espectro de 1V, (Fig81,pag130), revelou a presenca de bandas caracteristicas
do nficleo flavonico e por comparagdo com o espectro de IV da diosmina (23)
permitiu esperar-se uma semelhancga estrutural entre estas substancias.

O espectro de UV em metanol mostrou-se caracteristico de uma estrutura
flavonica dissubstituida em C-3'e C-4" (91,92). O registo do espectro em metanal, apOs
adicao de acetato de sodio, ndo mostrou deslocamento batocrémico na banda 1, facto
que levou a admitir que o grupo fendlico em C-7 se encontrava ocupado (93). O
espectro em metanol adicionado de cloreto de aluminio e em metanol adicionado de
cloreto de aluminio e 4cido cloridrico mostraram-se tipicos de uma 5-hidroxiflavona,
evidenclandoquatrobandasde absor¢aodeslocadasbatocromicamente emrelagao a sua
posigao original. O deslocamento batocrémico da banda I (em MeOH) para a banda la
(em MeOH+AICl3+HCI) de 42,5 nm, foi indicalivo da presenga de um grupo fendlico
livre em C-5 (94) (Fig82,pag131) (Quadro 17).

Quadro 17: Absorgdo no UY do composto B

Solvente e Reagentes Maximos de Absorgdo

A, nm
MeOH : 342,0 270,0 251,5
MeUH+AlC\3 386,5 358,5 296,5(i) 275,5 265,5
MeQH+AICI3+HCI 384,5 352,5 296,5(i) 277,5 264,0
MeOH+NaOAc - 3390 27,5

(i) - inflexgo
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Aandlise doespectrodo RMNIH (Fig 83,pag132) mostroy, para além dos sinais
atribuiveis 3 diosmina, a presenga de mais um multipleto centrado a 3 41, que integra
quatro protores, ndo se verificando, entretanto, qualquer sinal correspondente ao grupo
fendlico em C-3’, que na diosmina aparece sob a forma de um singuleto a & 95.

Baseados nestes dados pdde inferir-se que o grupo fentlico em C-3’estava
ocupado e que o multipleto poderia corresponder aos quatro protdes metilénicos do
grupo-OCH,CHyOH ligado em C-3 (130,131).

O estudo do espectro de RMN1B3C (Fig84 e 84a, pag 133 e 134) também
contribuiu para esta dedugao, visto que quando comparado com o espectro da diosmina
mostrou mais dois sinais a & 5948 e & 70,65, atribuiveis aos carbonos do grupo -
OCHoCHyOH. O valor 3 59,48 é atribuivel ao carbono do grupo - OCH; e o valor a
campo mais baixo (& 70,65) ao carbono do grupo - CH,OH (104,132). (Quadro 18 pag.
124).
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Quadro 18: Comparacdo de dados de RMN'3C da diosmina e do composto B

Atomo Diosmina Composto B
de 8(ppm) 8(ppm)

Carbono DMSO DMSO
c2 162,80 162,86
c3 103,78 104,00
C4 161,90 181,99
C5 161,26 161,09
Cé 99,60 99,42
c7 164,20 163,83
ca 94,80 94,92
R 156,95 157,71
c10 105,50 105,37
c-v 122,90 122,65
c-2 113,09 112,01
Cc-3 146,90 147,76
c-4 151,15 152,39
C-5 112,34 110,71
C-6 119,04 120,22
C-1 99,90 99 86
c-2 72,97 73,02
C-3 76,29 76,20
C-4 70,87 70,46
C-5 75,54 75,58
C-6 66,78 66,01
c-1 100,52 100,45
C-2 70,35 70,25
c-3 69,60 69,53
C-4 72,13 71,97
C-5 68,27 68,23
C-6 17,86 17,71
-OCH3 56,30 55,65
-0CHp- 59,48
-CHo0H 70,65
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Os resultados até agora descritos levaram a admitir para o composto B a
estrutura (XII) correspondente ao derivado mono(2-hidroxietilado) em C-3', a qual foi

confirmada pela caracterizagao dos produtos de hidrélise acida do composto.

A hidrolise total do composto B controlada por TLC, foi conseguida por
aquecimento, a 130°C durante 50 minutos, de uma solugao do composto em HCl a 20%
(Parte experimental). Desta hidrolise, para além da fracgdo aquosa, onde foram
identificados os agticares ramnose e glucose , resultou um residuo insolavel que foi
separado. Este residuo, (BH), depois de lavado com é&gua para eliminar vestigios de
4cido, foi recristalizado de metanol.

O espectro de IV do composto recristalisado (Fig 85, pag 135) mostrou as bandas
caracteristicas do nfcleo flavOnico, entre as quais, em 1165 cm'l, uma banda de anel
benzénico 5,7 dissubstituido (88)

Os seus espectros de UV em metanol adicionado de cloreto de aluminio e em
metanol adicionado de cloreto de aluminio e &cido cloridrico evidenciaram as
caracteristicas ja referidas para o composto de partida, isto é bandas de absorgao
deslocadas batocromicamente em relagdo & sua posicao original. O deslocamento
batocrémicoda banda I (MeOH) para a banda Ia (em MeOH+AICI3+HCI) de 41,5 nm,
indicou que o grupo fendlico em C-5 se encontrava livre (94). O registo do espectro em
metanol, antes e apds adicdo de acetato de sodio, mostrou um deslocamento
batocrémico de 2705 para 2785 nm indicativo da existéncia de um grupo fendlico
livre em C-7 livre (93) (Fig 86, pag136) (Quadro 19, pag126).
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Quadro 19 : Absorgdo no UV do composto BH

Solvente e Reagentes Méximos de Absorclo

A, nm
MeQH 3415 2705 2435
MeOH+AIC]g 3855 357,5 296,0(i) 277,5 262,5
HBUH*A]C‘3+HC1 383,0 352,5 294,0(i) 279,5 260,5
MeQH+NaDAC | 366,0 314,0 278,5

{i) - inflexfo

A anélise do espectro de RMN'H do composto BH (Fig87,pag137), confirmou '
ter havido hidrdlise, pois além de nao mostrar os sinals atribuivels aos protoes dos
aglicares, ainda permitiu observar um singuleto a & 1091, atribuivel ao protdo do
grupo fendlico em C-7. Este espectro, comparado com o espectro de RMN 1Hda aglicona
da diosmina, diosmetina, (Fig87a, pag138) revelou todos os sinais referentes a este
composto  excepto o singuleto referente ao protdo fendlico em C-3', e ainda um.
multipleto entre 5409 e 414 . Este multipleto, que integra para quatro protdes, pode
ser atribuido aos 4 protoes metilénicos do grupo -OCH,CHyOH (130,131).
| O espectro de RMN13C (Fig88, pag139) confirmou a inexisténcla de sinais
atribuiveis aos carbonos dos agficarese comparado com o espectro da diosmetina (101)
(Quadro 20, pag127) mostrou mais dois sinais a 8 5953 e & 7065, atribuiveis aos
carbonos do grupo -OCH,CH,OH (104,132). Estes  dois sinais aparecem a valores de &

muito proximos dos obtidos no espectio de RMN 13C do heterdsido em estudo.
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Quadro 20 : Comparacdo de dados de RMN'3C da diosmetina e do
composto BH

Atomo Diosmetina Composto BH
de 5 (ppm) 8 (ppm)
carbono DSMO R DSMO
C-2 163,60 163,24
Cc-3 104,00 103,77
C-4 181,80 181,63
C-5 161,70 161,34
C-6 99,00 : 98,76
c-7 164,40 164,08
C-8 94,00 93,97
C-9 157,09 ' 157,28
c-10 103,70 103,77
c-1 123,30 122,93
c-2 113,10 112,09
c-3 146,90 148,41
C-4 151,20 152,42
Cc-5 112,10 111,17
C-6 118,70 120,09
-0CH3 55,80 55,70
-0CH,- ' 59,53
-CH,0H ' 70,65

Pelo espectro de massa (IE) (Fig89pag140) pdde verificar-se que a massa
molecular do composto (M*-344) é compativel com a estrutura prevista.

Osidoesde m/e 301 e m/e 326 confirmaram a substituicdo no ntcleo flavonico
(Fig 90).
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+

ECHZCH OH

m/e 301
OH O m/e 326

Fig 90

O pico base (m/e 300} corresponde a uma decomposicao do M* (m/e 344),
como se pode deduzir pela presenga de um M* de m/e 262. As restantes fragmentagdes
(Esquema 8, pag.141) estao de acordo com os esquemas previstos para a fragmentagao do
nicleo das flavonas (127).

Em face do que até aqui foi exposto foi atribuida & aglicona do composto em

andlise a estrutura (XV) (Fig 91).

OCH_C
H, HZOH

Fig 91
Aidentificagao dos constituintes dafracgao aquosa-acida resultante da hidrdlise

foi conseguida por cromatografia em fase gasosa.

Pelos resultados obtidos, semelhantes aos descritos na pagina 110, pode
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concluir-se que Os agticares presentes eram a glucose e a ramnose.

Conclusao:
O composto em analise, referente ao pico B cotresponde ao derivado mono-
(2-hidroxetilado) em C-3'da diosmina (XID) (Fig92). Este composto mostrou-se

faciimente soltivel em 4gua sol(ivel em metanol e praticamente insolGvel em éter,

cloroférmio e acetona.

0 CH2 CH2 OH

7-O-Ramnoglucosil-5-hidroxt-3"-(2-hidroxietoxi)-4 -metoxiflavona (X11)

Fig92

129



g 03sodwod op Al ou 013}23ads3y- 1g “614

(,-10D) YISWNNTATM
[efa]eld Qo felekal CO8. 008! [slelole

130

{:-AD) HESWNNSAYM

LT

1



1 - Me OH

2 - MeOH + NaOAc
ABS
0. 000
nm 200
1. 600
-1 - Me OH
2 - MeOH + AlC1
2 3
1 3-MeOH+A1013+HCl
8BS
Q. 000 :
nm 200 300 400 500

Fig. 82 - Espectros no UV do composto B
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1. GO0

1 1 - Me OH

2 - MeOH + NaOAc

8BS
o 000 - , :
nm 200 300 400 500
1, (00
3 1- Me OH
3 2- MeOH + Al Cl3
3- Me 0H+A1(213+HC1
8ES
0.000 |- : | —
nm 200 300 400 500

Fig. 86 - Espectros no UV do composto BH
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COMPOSTO_AX

Oespectro de UV em metanol pds em evidéncia a natureza flavénica do
composto. O registo dos espectros em metanol, apds a utilizagdo dos reagentes de
deslocamento ja referidos para os compostos A e B, levaram a  admitir que os grupos

fenolicos em C-5 e C-7 se encontravam ocupados (91-94) (Fig 93 pag 146) (Quadro 21).

Quadro 21: Absorcgdo no UV do composto AX

Solvente e Reagentes Méximos de Absorcdo
A,nm
MeOH 336,0 265,5 255,5
‘ MeOH+AICI 3 337,5 266,0 258,0
MeOH+AICI 3+HC I 337,0 266,0 258,0
MeOH+HaDAC 337,0 265,5 255,0

(1) - inflexdo

Esta dedugao pdde ser confirmada pela andlise do espectro de RMN!H
(Fig94,pag 147 ), que nao mostrou qualquer sinal atribuivel ao protao fendlico em C-5,

que na diosmina aparece sob a forma de umssinguleto a § 13,2
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A andlise do espectro de RMN!H na zona de campo mais baixo e a comparagao
do mesmo com os espectros de RMN!H da diosmina e dos compostos A e B (Quadro
22) evidenciou a presenga de um singuleto a 3 944, o qual integra um protao,

indicativo de que o grupo fendlico em C-3" se encontrava livre.

Quadro 22: Comparac#o de dados de RMN'H da diosmina e dos compostos

A AX e B
T4 Diosmina Composto A Composto AX Composto B
& (ppm) s(ppm) 8(ppm) ~ 8(ppm)
DMSO DMSO DMSO DMSO
OHem C-5 13,20 ' — — 12,91
OHem C-7 —_— — — —
OHemC-3 9,49 — 9,44 —

Com base nosdados até agoradescritos deduziu-se que o composto em estudo
deveria corresponder ao derivado mono(2-hidroxietilado) em C-5 (XIII), isémero do
derivado mono(2-hidroxietilado) em C-3" (XII), correspondente ao composto B . Este
composto s6 nao foi isolado na Exp.26.

Para confirmar a estrutura proposta, submeteu-se o composto a uma hidrdlise
Acida nas condigtes j4 descritas. A aglicona (AXH), depois de extraida do meio
reaccional com acetato de etilo (133), foi recristalizada de metanol e analisada.

O seu espectro de RMN!H (Fig 95, pag148), comparado com o espectro da
diosmetina, revela a auséncia do singuleto referente ao protao fen6lico em C-5 e mostra
mais um multipleto entre 3 402 e & 414, referente a 4 protdes, 0 que confirma a
existéncia de um grupo -0CHpCHyOH na sua molécula. (130,131).

Em face dos resultados até agora descritos e comparando os valores de & dos
protoes fendlicos da diosmetina com os valores encontrados para a aglicona do

compostoB (BH) e parao composto em estudo (AXH) (Quadro 23), pode concluir-se
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que o grupo - OCH,CHyOH se encontra ligado em C-5.

Quadro 23: Comparac8oc de dados de RMN'H da diosmetina e dos
compostos BHe AXH

LI Diosmetina Composto AXH Composto BH
& (ppm) 8(ppm) , 8(ppm)
DMSO DMSO DMSO
OHemC-5 12,90 — 12,94
OHemC-7 10,89 10,79 10,68
OHem C-3’ 9,47 945 —

A espectrometria de massa (IE), (Fig96, pag149), (Esquema 9, pag150), nao
permitiu, como se esperava, distinguir esta aglicona da aglicona do composto B. As
fragmentagdes observadas no espectro de massa de ambos 0s compostos seguem
caminhos muito semelhantes. Como o grupo - OCH,CHp,OH ocupa posictes
diferentes na molécula, podia, em principio, esperar-se obter picos Ay* e By*
inteiramente distintos (141). Tal nao aconteceu, possivelmente devido a labilidade do
grupo - CHpCHyOH, que desaparece facilmente sem permitir ser observado nas
fragmentagoes do nticleo. Em ambos os compostos o ido molecular perde CHy,=CHOH
(decomposigao confirmada por um M* a m/e 262), para dar um 3o de m/e 300, e perde

CH3CO para dar novo iao de m/e 301. A clivagem caracteristica do ntcleo flavonico €
observada nos dois compostos, originando iGes Af‘ ' Bf‘ e fragmentos destes i0es.

Em ambos os casos 0 M & bastante abundante (72% do pico base para o composto
BH; picobase no composto AXH) . Para os dois compostos, como alids para a aglicona

do derivado dissubstituido, verificou-se uma perda de 29 uma. a partir do ido de m /e

300, que deve corresponder a uma perda sequencial de H e CO. Esta fragmentagao que
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ja se observara para as agliconas dos derivados carboximetilados, tem vindo a ser
estudada por Guidugli e col. (143,144).

Em face do exposto, pdde concluir-se que a aglicona do composto em anélise,
(XVI), de massa molecular 344 (C1gH440;), apresentaum grupo -OCHy CHy OH que
oespectro de RMN!H mostrou estar ligado em C-5 (Fig97).

i0CH_ CH o
HOC 2 20

Fig 97

Afidentificagado dos constituintes da fracgsio aquosa-acida resultante da hidrolise
foi realizada por TLC, comparando o comportamento cromatogréafico da amostra em
estudo com amostras auténticas de glucose e ramnose (145), tendo os resultados obtidos
levado a concluir que os agtcares presentes na amostra eram aqueles dois compostos.

Emface do exposto, concluiu-se que o composto em andlise, (composto AX), o
qual se mostrou facilmente solivel em &gua e solivel em metanol, corresponde ao
derivado mono (2-hidroxietilado) em C-5 da diosmina e apresenta a estrutura indicada

na Fig9s.

OH

ocH
3

N

Ram(1—6)(;1c_o\[/A

HOCH_CH _C 0
2C 20

7—O-Ramnoglucosﬂ-5 (2-hidroxietoxi)-3"-hidroxi-4"-metoxiflavona (XIII)
Fig98
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&R

Loy
[®]

1 - Me OH
2 - MeOH+NaOAc

1 1 - Me OH
2 - MeOH+Al Cl3

3 - MeOH+ AL C13+HCI

Fig. 93 - Espectros no UV do composto AX
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2.2.5. Determinagdo da percentagem relativa dos derlvados formados

nas diferentes experiéncias

Recorreu-se 3 HPLC para determinar as percentagens dos diferentes derivados
existentes no produto bruto obtido em cada experiéncia,

O Quadro 24, mostra o resultado obtido nas Exp. 20, 23 e 26 (Fig 99,100,101,
pag152,153,154), usando para a detecgdo o comprimento de onda de 254 nm, onde os

trés derivados apresentam valores proximos delog £ (A:40; AX: 40; B:42).

Quadro 24: Comparag8o de dados de HPLC relativos és experiéncias 20,

23e 26
X de Areas
Composto -
Exp. 20 Exp.23 Exp.26

Derivado
mono(2-hidr oxietilado) 0,876 1,38 —_—
em C-5
Derivado
rono{2-hidroxietilado) 73,584 76,65 | 69,83
em C-3°
Derivado
2-hidroxietilado 23,974 21,975 , 26,24
emC-5eC-3°

Total: (95,434) (100) (96,07)

A andlise do quadro mostra que nas trés experiéncias o produto bruto é
constituido maioritdriamente pelo derivado mono(2-hidroxietilado) em C-3’, enquanto
que o mono (2-hidroxietilado) em C-5, conforme se previa, é o composto que existe em

menor quantidade, nao se chegando a formar na Exp.26.
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23. ESTERIFICACAO DA DIOSMINA FELA ACCAO DO ACIDO CLOROSSULFONICO

A sintese de sulfatos de flavondides tornou-se indispensavel para a obtengao
de amostras com a finalidade de serem comparadas com produtos naturais ou usados
como substractos e padroes em estudos enzimaticos.

Napreparagaodestesderivados tém sido utilizados diversos métodos, entre os
quais se conta o que usa o acido sulfadmico, que foi o escolhido para a obtengdo de
amostras de diosmetina mono e dissulfato (em C-3" e C-7), com o objectivo de as
comparar com compostos naturais isolados. (146 e 147).

Embora com objectivo diferente dos referidos, decidiu-se ensaiar a esterificacdo
da diosmina pela acgdo do 4cido clorossulfénico a fim de transformar os grupos
fendlicos dos carbonos C-5 e C-3'nos grupos-OSO3H.

O acido clorossulfonico foi utilizado por Cavallini e Mazzucchi, que com ele
obtiveram, a partir de duas cumarinas simples, uma mono e outra orfo-di-hidroxilada,
0s respectivos ésteres mono e dissulfaricos. Com a transformag3o referida aqueles
autores conseguiram atingir o objectivo pretendido, que era tornar hidrossolveis os

compostos iniciais (62).

231. Estudo das condi¢tes de reacgéo

A semelhanca do que foi fefto no estudo da carboximetilacdo e da 2-
hidroxietilagao, iniciou-se o estudo da esterificagdo da diosmina por ac¢do do 4cido
clorossulfonico fazendo reagir esta, depois de transformada no seu sal sddico, com
quantidadeestequiométrica de acido clorossulfénico (1 mol de diosmina sédica: 2 mol
de acido clorossulfonico).

Emface das caracteristicas do4cido clorossulfénico (148), houve que manter o
baldo com a solugdo de diosmina sodica mergulhado em gélo picado e adicionar o
acido clorossulfonico gota a gota, a fim de minorar a reacgdo violenta daquele com a

agua. A mistura fol colocada em banho de silicone a 60-63°C, com agitacio e refluxo.
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Ao fim de 30 minutos ja era nitido o residuo formado, pois o pH do meio reaccional
baixou demasiado, e em consequéncia dessa variagido de pH a diosmina presente
insolubilizou-se.

Depois de se adicionar solugdo de hidroxido de sé6dio até pH=12, voltou a
submeter-se a mistura ao aquecimento referido anteriormente. Esta solug2o (S), depois
de arrefecida, foi acidificada e o residuo formado (R1) separado por filtragao.

Ao pretender-se concentrar a solugio resultante (51), verificou-se que tal ndo
era possivel pelo processo habitual, em virtude da baixa volatilidade do acido
clorossulfénico, obtendo-se um residuo pastoso. Deste facto inferiu-se que um processo
de ladear esta dificuldade, embora comprometendo o rendimento da reacgao, era
trabalhar com uma quantidade de écido clorossulfénico inferior 3 estequiométrica.

Neste sentido, fez-se reagir a diosmina (2,00g ; 00033 mol) solubilizada em
solugao de hidroxido de sddio, com acido clorossulfonico (0,3 mi ; 0,0045 mol), ficando
o meio reaccional com pH=12.

Aps acidificagao da solugio S, apesar de se obter umresiduo consideravel, que
fol separado (R1), foi possivel concentrar & secura a solugdo resultante (S1)tendo-se
obtido um residuo acastanhado (R2). Este residuo foi submetido a um tratamento
semelhante ao referido para a obtengdo dos derivados carboximetilados (Esquema
2,pag 14). O residuo final obtido, designado por DS, mostrou-se completamente sol(ivel
em agua. ,

Esta experiéncia, Exp.30, foi repetida a temperaturas diferentes, 70-73°C e 80-
839C, (Exp31 e 32) tendo-se obtido A temperatura de 70-73°C uma diminui¢do de R1 e |
um ligeiro aumento da massa de DS (Quadro 25, pag 157).
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Quadro 25 : CondicSes reaccionais usadas has diferentes experiéncias

Exp. n 30 n 32
Condicdos

Keacecronars
Diosmina 2,0 2,0 2,0
gl mol) {0,0033) (0,0033) {0,0033)
MaOH 0,8 0,8 0,8
g{ mol) {0,02) (0,02) {0,02)
C150zH 0,3 0,3 0,3
m1{mol) (0,0045) (0,0045) {0,0045)
pH | 12 12 12
Ternperstura
(°C) 60-63 70-73 80-83
Tempo de
Aquecimento (horas) 8 8 8
R1 0,61 0,40 0,52
(9)
05 0,81 0,92 0,69
(9)

232. Estudo analitico do produto bruto resultante das diferentes

experiéncias

O produto  bruto resultante da  esterificagdo da diosmina pelo acido
clorossulfénico foi analisado por TLC em placa de celulose, tendo mostrado duas

manchas com grande mobilidade em agua. As manchas obtidas apresentavam forma de
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langa, caracteristica de flavondides contendo na sua estrutura um ou mais grupos
-0503 - (146).
O Quadro 26 mostra os resultados obtidos em placa de celulose usando como

fase movel a 4gua e uma solugao de acido acético a 50%

Quadro 26 : Dados de Rf e mobilidade electroforétice referentes as

manchasaeb

Rf Detecclio Mobilidade
Mancha electroforetica®
Agua Acido acético UY366nm AlClx
a S0% (UY266nm)

8 0,9 0,75 azul az2ul 1,8
fluorescente fluorescente

b 0,81 0,61 castanha amarela 0,8
sscura fluorescente

* Relativa ao 3-sulfato de quercetina
Em papel watman 3 mm; HCOOH a 3% : AcOH a 8% (1:1), pH=2,2; 120 min a 400 V

A electroforese em papel (149), realizada nas condigdes descritas por Willlams
e Harbome (150), mostrou duas manchas que se moviam em direcgdo ao anodo com
mobilidades diferentes. As mobilidades, relativamente ao 3-sulfato de quercetina, sao
de 08 e 1,8 (Quadro 26).

Os resultados expostos levaram a admitir a existéncia, no produto bruto, de um
derivado com um grupo -OSO3H em C-3" e outro com este grupo simultdneamente
em C-3"e C-5. (Fig102).
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Fig 102

O derivado monossubstituido em C-3"(XVI) seria o responsavel pela mancha b
(TLC), que mostrou uma cdr castanha mudando para amarela fluorescente ap6s
pulverizagdo com AlCly, facto caracteristico de flavonas 5-hidroxiladas (73) e
corresponderia @ mancha com menor mobilidade electroforélica. O derivado
dissubstituido (XVIII), logicamente mais polar em virtude da presenga dos dois grupos
-O503H, corresponderia a mancha a(TLC) e seria responséavel pela mancha com maior

mobilidade electroforética(151).

A separagdo destes compostos esta a ser feita por HPLC, em fase reversa,
utilizando uma coluna RP-18 e como fase movel uma mistura de metanol, dgua e acido
acético. |

Infelizmente até a4 data ndao foi possivel obter qualquer dos derivados
suficientemente puros para serem caracterizados. No entanto, tudo leva a crer que seja
possivel a purificagdo e pasterior caracterizagao destes heterdsidos por espectrometria

de massa (FAB), processo que tem vindo a mostrar-se muito Gtil na determinagao

- estrutural de flavonas contendo na sua estrutura grupos - OS03 (146,152).
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3.CONCLUSOES

As conclusdes mais importantes a tirar do que se expds, s3o as seguintes:

1. Aintrodugao na molécula da diosmina dos grupos funcionais - CHCHyOH,
-CHpCOOH e -SO3H nas posi¢des C-3" e /ou C-5 permite transformé-la em derivados

hidrossolGveis.

a) - Nas condigdes experimentais ensaiadas para a carboximetilacio da
diosmina (Exp. 1 - 14) nao se forma o derivado monocarboximetilado em C-5, obtendo-

se unicamente 0s derivados monocarboximetilado em C-3° e dicarboximetilado.

b) - O derivado monocarboximetilado em C-3" é o composto que se forma
em maior quantidade, sendo as condigtes ensaiadas na Exp.2 as mais favoraveis para a

sua formacao,

c) - O derivado dicarboximetilado obtém-se em maior percentagem nas
condigtes descritas na Exp. 6, sendo também nestas condigtes que se obtém um produto

bruto com maior percentagem de derivados.

a)- A 2-hidroxietilagdo da diosmina pode levar a formagao de dois ou de
trés derivados, conforme as condi¢des reaccionais usadas.
Nas condigdes experimentais adoptadas, (Exp. 20-28), apenas em meio mais alcalino
(pH=125), & temperatura de 60-63°C e usando quantidade estequiométrica de 2-
cloroetanol, (Exp. 26), nao se forma o derivado mono( 2-hidroxietilado) em C-5. Em
todas as outras condigOes ensaiadas formam-se sempre os trés derivados, embora em

proporgdes diferentes.

161




b) - O derivado mono (2-hidroxietilado) em C-3° é o composto que se
forma em maior quantidade, seguido do derivado 2-hidroxietilado em C-5 e C-3". O
derivado mono (2-hidroxietilado) em C-5 ou nao se forma (Exp. 26) ou forma-se em

quantidade muito pequena ( cerca de 1 %).

¢) - A Exp. 26 foi a que reuniu as condig¢tes mais favoraveis para a formagao

do derivado dissubstituido.

d) - Nas condigcoes descritas para a Exp. 23 foi obtido um produto bruto

constituido exclusivamente por derivados 2-hidroxietilados.

4 - 0 estudo ja efectuado para a esterificacdo da diosmina pelo acido
clorossulfonico leva a admitir que nas condigdes reaccionais ensaiadas (Exp. 30-32)

apenas se vetifica a substituicao em C-3" ou simultdneamente em C-3'e C-5.

5 - A cromatografia liquida de alta pressdo, em fase reversa, revelou ser uma
técnica eficaz para a separagao dos compostos obtidos. Uma montagem HPLC -EM
(FAB) constituiria, quanto a n6s, o método mais directo para a andlise de misturas

deste tipo de compostos.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

41 METODOS EXFERIMENTAIS E ESPECIFICACAO DOS MATERIAIS E INSTRUMENTOS
UTILIZADOS '

a) Os pontos de fusao, nao corrigidos, foram determinados em bloco de
Koffler.
b) Os solventes foram evaporados com auxilio de pressio reduzida e a
temperatura inferior a 50°C, usando um evaporador rotativo "Buchi R 110
c) Aspesagens foram efectuadas em balanga Mettler AE163,
d) A determinagao de pH foi feita utilizando um aparelho Bibby SMPy
e) Osespectros de IV foram registados com as substéncias dispersas em brometo
de potassio na concentragao de 1% e utilizando um espectrofotometro Perkin-Elmer,
modelo 257.
f) Os espectros de UV foram registados em espectrofotémetro Hitachi modelo
U-2000.
Os reagentes de deslocamento usados, foram obtidos de acordo com a técnica descrita
por Markham (153)
g) Para a obtengao dos espectros de ressonancia magnética nuclear foram
usados os seguintes aparelhos:
-Espectrometro Briicker FT, tipo AC 200, de 200 MHz para RMNIH
e 503 MHz para RMNIC;
-Espectrometro Variam X1-200, de 200 MHz para RMNIH e 503 MHz
para RMN13C
-Espectrometro Briicker CF-300, de 300 MHz para RMN!He 75,5 MHz
para RMN13C |
Foi usado como solvente o dimetilsulfoxido hexadeuterado e como referéncia
interna o tetrametilsilano. Os deslocamentos quimicos foram registados em unidades 8

e as constantes de acoplamento em Hz.
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h) ,
-Os espectros de massa com jonizagao por impacto electrénico a 70 eV

foram obtidos em espectrémetro Hitachi Perkin-Elmer, modelo RMU-6M

-Os espectros de massa com lonizagio por bombardeamento por atomos
rapidos foram obtidos usando um espectrometro de massa Kratos MS-50 de trés sectores
EBE. A fonte FAB usada foi uma fonte padrao equipada com um canhdo lon Tech, que
permite disparar &tomos de argon com a energia de 7 K eV. As amostras foram
dissolvidas em glicerol.

-Os espectros de colisao MIKES, CA foram obtidos usando o espectrofotémetro referido
anteriormente, por varrimento da voltagem do segundo sector eléctrico.

Foi usado o hélio como gas-alvo na camara de colisdo situada entre o sector magnético.
e 0 segundo sector eléctrico, sendo introduzido gas até se obter uma atenuagao da
intensidade do sinal da ordem dos 50%. Os dados foram processados com um sistema

de dados D5-55 com "software” feito no Midwest Center for Mass Spectrometry.

-Fara a obtengao de alguns espectros de massa FAB foi ainda usado um
espectrometro de massa VG 12-250 do FPhysico-Chemical Measurements Unit (PFCMV).
A substédncia em andlise foi dissolvida em glicerol e bombardeada por atomos de xenon

acelerados.

1)

-Para a cromatogradia em camada fina com caracter analitico e/ ou
preparativo foram usados como adsorventes Kielselgel 60 HF p54 = Art. 7739 da Merck
e celulose microcristalina Avicel (R) ,Art. 2330 da Merck ;

Fol feita uma suspensdo em agua e distribuida em camada sobre placas de vidro por
meio de espalhador "Quickfit". A espessura das camadas foi de 0,25 mm.

Na cromatografia com caracter analitico foram também utilizadas placas pré-
revestidas Kieselgel 60 Fpg54, com 0,2 mm de espessura, Art. 5554 Merck ; placas de

celulose com 0,1 mm de espessura, Art. 5552 da Merck; e placas de poliamida com 0,15

165




mm de espessura, Art. 5555 da Merck.

-Para a cromatografia em coluna o adsorvente utilizado foi a celulose

microcristalina, Art. 2331 da Mercki

- Na cromatografia em fase gasosa utilizou-se um cromatrografo Perkin-Elmer,
modelo 990, com detector FID e adaptado de um registador Perkin-Elmer modelo 561.

Foi usado como gas vector o azoto.

-Os cromatogramas de HFPLC foram obtidos nos seguintes aparelhos:

-Cromatdgrafo Perkin-Elmer série 3B, equipado com duas bombas e
programador de solvente, detector de UV Perkin - Elmer modelo LC - 75 de
comprimento de onda variavel, registador Perkin-Elmer, modelo 561 e integrador
Varian , modelo 4270

-Sistema de HPLC modular isocratico Gilson: Bomba modelo 302,
modulo manométrico modelo 802 C valvula de injecgdo Rheodyne modelo 7125
detector UV-VIS modelo HM/Holocrome, cabega analitica 5 SC, cabega preparativa
tipo 50 SC, registador potenciométrico Gilson

-A fase movel foi filtrada por filtros Scheleicher & Schuell (02 pm) e
desgasificada por ulta-sons a 50/60 Hz num aparctho Astrasons, 13 HT, durante 30
minutos.

As amostras foram previamente filtradas por filtros Millipore (045pm).

Nas determinagdes cromatogréficas realizadas por HPLC , ndo se procedeu a
correccao dos tempos de retencao e na determinagdo da percentagem relativa dos
componentes das misturas ndo se usaram factores de resposta nem de calibragao,

fazendo corresponder a area total dos picos a 100%.

)) Para a liofilizagao utilisou-se um liofilizador Multi-Dry FTS Systems, Inc,

166




1) Na electroforese foi usada uma tina de electroforese Gelman Sciences.

m) Os solventes usados foram produtos analiticamente puros ou para sintese
da firma Merck e os utilizados para HPLC foram produtos para ‘“cromatografia
(Lichrosolv)". Os espectro no U V foram obtidos a partir de solugtes feitas em metanol -
para espectroscopia, Art. 6002 da Merck.

A 4gua desionisada usada tinha uma resistividade superiora 18 M 1.

n) A diosmina utilizada foi diosmina de sintese cedida gentilmente pelos
Laborat6rios VITGRIA. |
Os reagentes utilizados foram produtos analiticamente puros (ou para sintese) da firma |

Merck.

0) A resina permutadora de aniOes e catides usada, foi a ELGACAN (114,
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4.2, OBTENCAQ DOS DERIVADOS CARBOXIMETILADOS DA DIOSMINA (Exp. 6)

Em balao de colo esmerilado fez-se reagir a diosmina (5,00 g ; 0,0082 mol) com
150 ml de hidréxido de sddio a 20% (3 g ; 0,075 mol). A solugdo obtida adicionou-se,
gota a gota, com agitagdo, 18 ml de uma solucéo de 10 g de CICH,COOHe 10g de
Nay)Cy em HZO: até perfazer 50 ml (pH=122).

A reacgao foi conduzida com agitagdo e aquecimento sob refluxo em banho de
silicone (80-83°C). O aquecimento foi mantido até nio se observar formagdo de
precipitado ap()sacidiﬁcavq:ao dasolugao(este ensaio foi realizado de 30 em 30 minutos,
em tubo de ensaio, com I gota da solugdo adicionada de 1 ml de HCla 50%). Depois de
arrefecida A temperatura ambiente, a mistura foi acidificada com HCl a 50% até pH=1,2.
Aposconcentragdosobpressdoreduzida, o residuo obtido foi transferido para cadinho
filtrante. Este residuo foi submetido a uma extracgdo repetida com metanol e
controlada por TLC. A solugdo metandlica resuitante da extracgdo adicionou-se éter
etilico em excesso e a suspensao formada foi deixada em repouso no frigorifico durante
24 horas. A suspensdo foi filtrada por cadinho filtrante com auxilio do vazio e o
residuo ebtido, depois de lavado com éter, foi seco com uma corrente de ar quente e,
seguidamente, em estufa, a 379C.

Obtiveram-se 3,5 g de um sdlido de cor amarela-clara.

4.2.1. Estudo analitico do produto bruto formado ( DMC)
O produto bruto formado mostrou-se muito soldvel em agua, solivel em

metanol, facilmente solivel em metanolagua (9505), praticamente insoltvel no

clorofOrmio, éter e acetona.
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Cromatografia de adsor¢io em camada fina

No Quadro 27 indicam-se alguns dos sistemas cromatograficos usados neste estudo

Quadro 27: Sistemas cromatograficos e reveladores usados

Sistema Adsorvente Fase movel Reveladores
Cromate
grafico
SC1 Celuloze Acido acéticoAgua (50:50) UY. (266 ren)
Sol metandlicads AIC1z0 5%
Sc2 Celulse dcidh sckticoAgua {30:70) UV. (366
ol metandlicade AlCTz a5%
SC3 Gelede Slica fcetato de etito: Slcool abeol utor: UWESm)
HFZH rretaol feoproparol: batanol:
anua; &cid 1or mico
(80:19:13:1520209)
T4 Gele de Silica deetatn de etilo: acido for mico: UY.(254 om)
HF 254 écido acético: Sgue Sol de FeClz a2 5%
o129
SCS Gelede Slica Clorofbr mio: acetone: &cido Uv.(Z¥mm)
HF254 formico  (75:165:85) %l e Fe1za2,5%
SCé Celulose n- Butanal: Acido ackticn: Sque UY. (266 nm)
(6:1:2) Sol metendlicade AlCI 38 5%
SC7? Celulose A UV (86 o)
Sol metendlicade AICI 28 5%
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Cromatografia liquida de alta presséo

As amostras foram dissolvidas numa mistura de metanol e dgua (9505) e

filtradas. As andlises foram efectuadas com eluigdo isocratica a temperatura ambiente.

Coluna: Alltech RP-18 (10pm) - 240x4,6 mm
Solventes: metanol
agua
acido acético
Deteccao: 254 nm
Volume de injecgao: 10 pl (solugdes a cerca de 1 mg/mi)

Velocidade do papel do registador e integrador: 5 mm/min

No Quadro 28 indicam-se as condigOes analiticas referentes aos cromatogramas

que se mostram nas Fig. 4567811 e 12 (pag 25-29e 32)

Quadro 28
CondigcGes cromatograficas
Cromatograma
Fase mdvel Fluxo Sensibilidade
(metanol:dgua: dc.acético) (ra)/rovin) (AUTS)
Fig. 4 45:53:2 1,0 0,04
Fig. 3 » 45:33:2 1,0 0,04
Fig. 6 45:53 2 1,0 0,04
Fig. 7 40:58:2 1,2 0,04
Fig. 8 40:58: 2 1,4 0,04
Fig. 11 43:55 2 1,2 0,08
Fig. 12 43:55 2 1,2 0,08
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4.2.2 SEPARACXO E PURIFICACAO DOS COMPONENTES FLAVONICOS DA MISTURA

DCM

4.2.21. Cromatografia de adsorgéo er camada fina

Cerca de 200 mg de amostra resultante da Exp. 2, depois de dissolvidos em
metanol:dgua (9505), foram cromatografados em placa de celulose, usando como fase
movel uma solugao de 4cido acético a 30% (v/v). Os produtos correspondentes as
manchas predominantes foram extraidos da celulose com uma solugao de metanol e
dgua (82). Ap6s eliminagdo do solvente foi isolado apenas o derivado

monocarboximetilado em C-3'(V) (240 mg). Rendimento : 12%.

4.2.2.2. Cromatografia de adsorgdo em coluna

Em coluna de celulose (30 g) foram cromatografados 200 mg de amostra
provenientes da mesma experiéncia dissolvidos em metanol: agua (9505), usando,
como fase movel, cido acético a 30% (v/v) e acompanhando a eluicdo com luz UV
(366 nm). As diferentes fracgdes recolhidas, depois de evaporado o solvente, foram
retomadas por metanol e comparadas por TLC, reunindo-se as que mostraram
semelhanga de comportamento.

Esta técniéa permitiu isolar, o derivado monocarboximetilado em C-3°(V)

(67,7 mg). Rendimento: 33,9%.

4.2.2.3. Cromatografia liquida de alta pressio

Preparacdo da amostra

O produto bruto, em solugdo saturada em metanol: dgua (9,505) foi passado
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por uma coluna (2 g) contendo uma mistura de resinas permutadoras de catides e
anites. A eluicio foi realizada com uma solugo de metanol e dgua (8:2) e a solugdo
resultante evaporada & secura sob pressao reduzida.

As amostras foram preparadas a 50 mg/ml a partir do residuo obtido, em

solugao de metanolagua (95:05) e filtradas.

Condi¢oes Cromatograficas

As anélises foram efectuadas em coluna RP-18 com eluigio isocrética a

temperatura ambiente

Condigtes referentes ao cromatograma representado na Fig, 9 (pag.30)

Coluna: Perkin - Elmer, Preparative -C18 (40 pm) Ser. n285, ref.0258-3001
Filtro de coluna:  Rheodyne 0,5 pm

Fase movel. MeOH: HyO: AcOH (40:58:2) pH=3,1

Detecgao: 254 nm

Volume de injeccao: 2 mi( solugao a 50 mg/mi)

Fluxo : 10ml/min

Sensibilidade : 256 AUFS

Velocidade do papel do registador : 10 mm/min

Condigdes referentes ao cromatograma representado na Fig, 10 (pag31)

Coluna: Alltech-Econosil C18 (10y), 250 X 7 mm, ser. n® PO72986-2
Fase mével: MeOH: HyO: AcOH (35:63:2)

Detecgaon:254 nm

Volume de injec¢do : 25 pl (solugdo a 10 mg/ml)

Fluxo : 4 ml/min

Sensibilidade : 0,64 AUFS

Velocidade do papel do registador e integrador: 5 mm / min
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A separagao realizada com esta coluna foi efectuada nas mesmas condigoes,

apenas modificando o volume de injeccado para 2 ml.

Tratamento dasfraccoes recolhidas

As fracgoes recolhidas foram concentradas até cerca de meio volume com

auxilio de pressao reduzida e a uma temperatura inferior a 40°C. Seguidamente, cada

fracgao fol transferida para um frasco apropriado e congelada a -70°C.

Os frascos contendo as amostra congeladas foram adaptados a um liofilizador

(modelo de jun¢do maltipla) com pressdo de 20 mm de Hg. Depois de retirada a agua,

os frascos foram fechadaos hermeticamente.

Com esta técnica, e partindo de uma amostra resultante da Exp. 2, o rendimento

obtido para a separagdo do derivado monocarboximetilado em C-3” foi de 39%.

423

Comportamento cromatografico dos flavondides isolados

O Quadro 29 mostra o comportamento cromatograficoem TLC dos derivados

monocarboximetilado em C-3” e dicarboximetilado da diosmina, usando irés sistemas

diferentes (SCq 5C) e 5SCy). A composicao destes sistemas € indicada no Quadro 27,

pag169)
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Quadro 29 : Dados cromatogréficos (TLC), dos compostos isolados

Rf Detecgdo
Composto
SC1 SC2 SC7 U¥3cenm  Yap. smdnia AlCl3
(UYZEEnin 3 (UV36Entn)
Derivado
monocar boxi- 060 0,47 0,74 castanha amarela amarelsa
metiladoern C-3° escura flusrescente

Derivado
dicarboxime-
metilado

069 0,75 0,89

flusrescente

arnarela azul
fluorescente

O Quadro 30 indica o tempo de retengdo (HPLC) dos heterdsidos isolados.

Estes valores foram obtidos nas condigdes cromatograficas descritas para 0s

cromatogramas representados nas Fig. 11 e 12 (Quadro 28 pag170)

Quadro 30: Dados cromatograficos (HPLC) dos compostos isolados

Composto Tempo de retencdo
(min)
Derivado
dicarboximetilado 5,8
Derivado :
monocarboximetilado em C-3° 15,5
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4.2.4 Caracteristicas fisicas e espectrais dos derivados mono-
carboximetolado em C-3" e dicarboximetilado da diosmina

4241 7 -O-Ramnoglucosil-5-hidroxi-3"-carboximetoxi-4"-metoxifla-
vona (V)

F = 198-2000C
Me
uv, AMOR  341,5,270,0,255,0 (loge: 4,0;3,9;3,9 )+AIC]3: 379,5
max
352,0 ;276,5 ;263,0 ;+AICIz+HCI:380,0 ;347,5 ;295,0(i);
279,0;261,5.+ NaDAc : 338,0;271,5.

cm"l, 2400, 2930, 1730, 1655, 1610, 1510, 1500, 1440,
o 1370, 1320, 1260, 1180, 1150, 1070.

<

Iv,

RMN1H ( 200 MHz, DMSO) ;212,9 (1H,5,5-0H); 7,68 (1H,ddJ=2,0 e

8,8 ;H-6"); 7,50 (1H,d,J=2,1;H-2);7,17
(1Hd,J=8,6 H-5),6,99(1H,5,H-3); 6,77
(1H,d,J=2,0; H-8),6,46(1H,4,J=2,1; H- 6);
5,08(1H,d, J=7,H-1da Glc); 4,73(2 H, §,-
Cﬂz-);4,54( 1H,s,H- 1da Ram};3,86 (3H,s,
0CHz};3,5-5,5 (H de agicares excepto dois
Hanomérices);1,1(3H,d,J=6,CHz da Ram).

RMN°C (755 Miiz, DMSO), 8: Quadro 4 pag 36

EM (FAB), m/e (int. rel). 667 [M+H]*{30), 359 [(M+H)-146-162]* (80)
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A.2.4.2  7-O-Ramnoglucosil-5,3"-bis (carboximetoxi)-4"-metoxiflavona

(Iv)
F=1950C

uv, A hm : 341,0; 266,0; 252,5 (loge:3,9 ;3,9 ;3,9);+AICIz:
342,5; 270,0; 253,5.; + AlCIz+ HCl: 341,0;276,0;
266,0 + HaDAc: 333,0; 266,0.

v
_Kbr _
IV, 7 cm~!. 3400, 2920, 2850, 1735, 1630, 1600, 1510, 1430,
mex 1360, 1265, 1180, 1150, 1060,

RMN 13C (503 MHz, DMSO) 8 : Quadro 6 pag56

EM (FAB), m/e (intrel). 725 [M+H]* {15); 579 [(M+H)-146]* (15);
417 [(M+H)-146-162]*(73)

- 4.25. Determinagdo da percentagem relativa de derivados obtidos

em diferentes experiéncias,

Os resultados referentes as Exp.2, 6 e 10 encontram-se reunidos no Quadro
7, pag, 66.

Ascondigdes analiticas referentes aos cromatogramas que se mostram nas
Fig 40,41 e 42, (pag67-69) sdo as seguintes :
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Coluna: Alltech RP-18 (10pm) - 240x4,6 mm

Fase movel . metanol : dgua: acido acético (42: 56: 2)
Deteccdo: 254 nm

Volume de injecgdo : 4 pl (solugdo a 1 mg/mi)
Fluxo : 1 mi/min

Sensibilidade : 0,04 AUFS

Velocidade do papel do registador e integrador: 5 mm/min

4. 2. 6. Ubtengdo e caracteristicas fisicas e espectrais das agliconas

resultantes dos derivados monocarboximetilado em C3°e
dicarboximetilado da diosmina

4.2.6.1. 57- Di-hidroxi - 3"- carboximetoxi- 4”- metoxiflavona (IX)

Dissolveram-se 998 mg do derivado monocarximetilado em C-3’em 90 ml de
HCl a 50%. A solugao foi mantida em banho de silicone (130°C) com agitagao e refluxo,
durante 50 minutos. A suspencao formada foi filtrada e o residuo obtido lavado com
dgua até reaccdo neutra (papel indicador universal). ApGs eliminagdo do solvente
(liofilizagao) obtiveram-se 50,7 mg de residuo que por recristalizacio de metanol
forneceu 30,6 mg de cristais de cOr amarela-claro correspondentes & aglicona do

composto inicial. Rendimento: 571%

F=275-2760C

Ma0OH
Uv, A mex MM 342,5; 269,5; 24250109 £ 4,3; 4,1; 4,3); + AlC)z:

377,0;352,5;296,0 (i); 279,0; 260,0; +AIC1 3+ HCI:
382,5; 347,5; 294,0(1); 280,0; 258,0; +NaDAc:

362,0,311,0,;278,0
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_KBr
IV, ¥ onl. 3360,2930, 2860, 1730, 1650, 1610, 1590, 1570,

max '
1550, 1510, 1435, 1365, 1255, 1170, 1150, 1075, 1040,

840.

RMNTH (300M Hz, DMSO) 8 12,87( 1H,8,5-0H); 10,87 (1H,5,7-0H); 7,69
(1Hdd,J=2 ¢ 8,8; H-6'); 7,53 (1H,d,J=2,1; H-
2°);7,16 (1H,d,J=8,7; H-5); 6,93(1H,8,H-3);
(1H,d,J=2,1;H-8);6,20(1H,d,J=2,2; H-6); 4,83,
(2H,8,- CHp-); 3,88(3H,s,0CHz).

RM N13C (755 Mz, 1DMSO), 8 - Quadro 9, pag 75

EM (IE), m/e (int. rel) 359[M+1]*" (25), 358 [M*7] (100), 329 (4),
314 (4),300 (17), 298 (10), 206 (4), 153
(13, 152 (3), 133(3), 124(4).

53"~ Bis (carboximetoxi)- 7- hidroxi - 4”- metoxiflavona (X)

Fez-se reagir 20,1 mg de derivado dicarboximetilado com 25 ml de HCl a 20%.

A solugio foi mantida em banho de silicone (130°C) a refluxo e com agitagao, durante

50 minutos. A mistura, que se mantinha limpida, foi arrefecida em agua com géloe a

massa cristalina formada foi separada por filtragao e lavada com agua arrefecida até

reacgao neutra. O residuo obtido foi dissolvido em dgua a quente e deixado em repouso

no frigorifico durante 24 horas, tendo fornecido 49 mg de cristais amarelos-palha.
Rendimento: 42,6%
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F = 190-192°C

M=0H
“Uv, A L 241,5; 270,0;255,0 (log € : 4,0;3,9;3,9;) ;+ AlClz:
352,0; 279,0; 260,5; +AICI 3+ HCI: 348,0; 281,0; 257,5;
+HMa0Ac: 358,0; 313,5;278,0.

_KBr
v, v 'Cm"lz 2925, 2860, 1730, 1630, 1610, 1500, 1440,

ax 1360,1330, 1260, 1165, 1060,1020, 835.

“EM (IE), m/e (int rel) 416[M*]1 (3); 373 (4); 372 (7); 358(100); 329(4);
314 (5); 313 {6);301 (18); 300 (84); 298 (22);
271(14); 257(17); 152(14); 153(52);152(14);
148(13); 133(16); 124(19).

4. 3. OBTENCAO DOS DERIVADOS 2-HIDROXIETILADOS DA DIOSMINA (Exp. 23)

Dissolveu-se com auxilio de agitagdo magnética, 220 g (00036 mol) de
diosmina em 30 ml de hidroxido de sodio a 2% (0,015 mol). A solugdo obtida (pH=12,3)
foi adicionada de 0,7 mi (00104 mol) de 2-cloroetanol e aquecida com refluxo, em banho
de silicone (60-63°C), mantendo a agitaco . De 30 em 30 minutos recolheu-se para tubo
deensaio | gota da solugdo 4 qual se adicionou 1 mit de HCl a 50%. O aquecimento foi
mantido até nao se observar qualquer turvagao neste ensaio.

Terminada a reacgao, a solugdo foi concentrada sob pressao reduzida, tendo-se
obtido um residuo castanho que foi transferido para tubo de centrifuga rolhado. Este

residuo foi extraido com metanol (extracgdo maltipla), tendo sido o fim da extracgio
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detectado por TLC. As solugiies extractivas, depois de filtradas, foram reunidas e a
solugao metandlica adicionada de éter etilico em excesso. Apos um repouso de 24 horas,
no frigorifico, a suspengao obtida foi filtrada por cadinho filtrante com auxilio do vazio
e o resicluo lavado com éter e séco. A secagem foi feita inicialmente com uma corrente
de ar quente e depois em estufa a 37°C.

Obtiveram-se 2,17 g de um solido de cor amarela-clara.

- 4.3.1. Estudo analitico do produto bruto formade (DHE)

O produto bruto mostrou-se muito soldvel em &gua, solavel em metanol,
ligeiramente solivel em etanol, praticamente insollivel em cloroformio, éter e

acetona.

Cromatografiaem camadadelgada

Os sistemas utilizados foram os SC1 e SC2 cuja composigao se encontra referida
no Quadro 27, pag 169, e os resultados obtidos encontram-se registados nos Quadros

12 e 13 (pag 95 e 96).

Cromatografia liquida de alta pressao

As amostras foram dissolvidas numa mistura de metanol e dgua (95: 05) e

filtradas. As andlises foram efectuadas com ilui¢ao isocratica a temperatura ambiente.

Condigoes analiticas referentes aos cromatogramas que se mostram nas Fig 58, 59, 60, -

63, 64,66 e 67 (pag 98,99,102 e 104 ).
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Coluna: Alitech RP-18 (10pm) - 240x4,6 mm
Fase mével: MeOH: H,O: AcOH (60:382)
Detecgao: 254 nm

Volume de injecgao: 3-5 pl( solugdo a cerca de img/ml)
Fluxo : 1mi/min
Sensibilidade : 005 AUFS

Velocidade do papel do registador e do integrador: 5 mm/min

4.3.2. Separagdo e purificagdo dos componentes flavénicos da mistura
DHE

4.3.2.1 Cromatografia liquida de alta pressao

As amostras foram preparadasa 50 mg/ml em solug:éo de metanolégua (9,50,5)
e filtradas .

Condigoes cromatogréficas referentes aos cromatogramas apresentados nas Fig, 61
e 62 (pag 100e 101)

Coluna: Perkin- Elmer - Preparative C18 (40um) ser. n238, ref. 0258-3001
Fase movel: MeOH: HpO: AcOH ( 60: 38:2) pH=35 -
Deteccao: 254 nm '

Volume de injecgao: 0,5 ml (solugao a 50 mg/ml)

Fluxo : 10 mi/min

Sensibilidade : 0,1 AUFS

Velocidade do papel do registador e do integrador 5 mm/min

Condigtes cromatogréaficas referentes ao cromatograma que se mostra na Fig 65,
pag 103. ‘

Coluna: Alltech- Econosil RP-18 (10pm)-250 x 7 mm, ser. n? PO72986-2
Fase mdével: MeOH: HZO AcOH (50 :48:2) pH=33

Detecg;ao 254 nm
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Volume de injeccao: 25l
Fluxo : 3 mi/min
Sensibilidade : 0,1 AUFS
Velocidade do papel do registador e do integrador: 5 mm/min

As fracgtes recothidas foram submetidas ao tratamento ja referido para os

derivados carboximetilados Com esta técnica cromatogréfica, partindo de 600 mg de

uma amostra resultante da Exp.23, foram obtidos: 242 ,0 mg de composto XII (40,3%),

48,6 mg de composto X1 (8,1%) e 11,6 mg de composto X1 (1,9%).

4.3.3 Comportamento cromatogréafico dos flavondides isolados

No Quadro 31 descrevem-se os resultados obtidos em placa de celulose e

usando como fase mdvel uma mistura de acido acético e agua em duas proporgoes

diferentes

Quadro 31: Caracteristicas cromatograficas (TLC) dos compostos

isnlados
Rf Detecg8o
Composto
*9CH #5C2 Uvze6nm AlCIz

(UY366nm)

Derivado

rrono{ 2~ hidroxietilado) 0,57 0,51 castanhs amarela

emC-% escura fluorescente

Derivado ’

mono{ Z- hidroxietilado) 0,66 0,68 azul-clara azul -clara

emC-5 fluorescente fluorescente

Derivado

2- hidroxietilado 0,73 0,77 azul azul

emC-5eC-% fluorescente fluorescente

*A composicAo dos sistemas SC1 e SC2 encontra-se referids no Quadro 27, peg.169
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O quadro seguinte mostra o tempo de retengdo dos diferentes derivados

analisados em HPLC.

Quadro 32: Caracteristicas cromatogréficas (HPLC) dos compostos

isolados

Composto Tempo de retengéo
{min)

Darivado '

mono( 2-hidroxietilade) em C-3° 5,57

Derivado ,

mono {2- hidroxietilado) emC-5 _ - 4,36

Derivado

2- hidroxietilado 3,61

emC-5eC-%

* As condighes cromatoqraficas sdo as referidas em 4.3.1.

4 3. 4 Caracteristicas fisicas e espectrais dos derivados 2-
hidroxietilados da diosmina

4341 7 - O - Ramnoglucosil - 53" - bis ( 2-hidroxietoxi ) - 4”- metoxiflavona
(XD

F =192-194°C

MOl
Uv, A lnm : 336,0; 265,5(i); 243,0 (loge: 4,3, 4,2; 4,3); +
max AICI3 :337,5; 265,0; 241,5; +AICIz+HC: 340,5;
266.0; 241,0; +NsOAc : 333,0; 263,5.
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RMNC (503 MHz, DMSO) 8 Quadro 15, pag, 107

EM(IE)m/e (intrel): 388 [M*](5);372 (18); 371 (34); 370(10); 359(5);
358 (11);357 (22); 345 (10); 344 (47); 327 (28);
326 (56); 325(18); 314(18);313(35); 312(16);
301(20); 300(100); 299(11); 298(39); 297(35);
296(20); 284(16); 271(10); 262(M*); 153 (15);
152(7);148(16); 133(20);124(8).

4342 7-O-Ramnoglucosil-5-hidroxi-3'-(2-hidroxietoxi)-4 -metoxiflavona  (XII)

F=158-159°C

MeOH
uv, A max nm : 342,0; 270,0; 251,5 {10g£:4,1,4,0;4,1); + AICI3:
7 386,5; 358,5; 296,5(i}; 275,5; 265,5;+ AlC1z+HCl:

384,5;352,5;296,5(i);277,5; 264,0;+ NaOAc: 339,0;

21,5

_KBr
IV’Vmax ’cm‘l: 3400,2920,1650,1610,1495,1435,1320,1255,1170,1140,
1125,1065,835

RMN'H (200 MHz,DMSOY}. $12,92( 1H,5.5-0H); 7,72(1H, dd, J=1,8¢ 8,6,
| H-6);7,61(1H,d,J=2,H-2');7,21(1H,d,J=8,6,H-5);

7,06 (1H,8,H-3);6,83 (1H,d,J=1,7;H-8); 6,46( IH,
d,J=1,7;H-6);5,06 (1H,d,J=6,7; H-1daGlc);4,55
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{1H,5,H-1 da Ram): 4,16-4,11(4H, m,-CH>CH>-);
3,87 (3H,5,0CHz)3,5 - 5,5 (H de sgiicares excepto
dois Hanoméricos); 1,06 (3H,d,J=6,1;CHzda Rem)

RMN'3C (50,3 MHz, DMS0),% : Quadro 18, pag. 124

4.3 4 3. 7-O-Ramnoglucosil-5-(2-hidroxietoxi)-3"-hidroxi-4™-metoxiflavona  (XIII)

F =160-162°C

MeOH
UV, A nmc o 336,0; 2655; 2555;+AICI3:337,5,266,0; 258,04
-
MCIz+HCL: 337,0; 266,0; 258,0; + NeOAc: 337,0;
265,5; 255,0.

RMNIH(ZUU MHz,DMSO): $9,44(1H,5,3'-0H); 7,66(1H,dd, J=2 ¢ 8,6; H-6");
7,54 (1H,d,J=2,H-2;7,28 (1Hd,J=8,6;H-5);
6,98(1H,5,H-3);6,78(1H,d,J=2,H-8) ;6,64 (1H,
d,J=2,H-6);5,17(1H,d,J=6,2;H- 1 daGic); 4,51 (1
H,5,H- 1 da Ram); 3,85 {3H, 5, 0CHz); 4,13-4,10
(4H,m,-CHoCHo-); 3,5 - 5,5(H de aglcares excepto
dois Hanoméricos); 1,08(3H,d,J=6, CHz da Ram}.
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4.3.5. Determinagdo da percentagem relativa de derivados obtidos em

diferentes experiéncias

No Quadro 24 (pag 151), mostram-se os resultados obtidos para os DHE
referentes as Exp. 20, 23 e 26.

As condigcOes analiticas referentes aos cromatogramas representados nas Fig,
99,100 e 101( pag. 152-154) s3o as seguintes:

Coluna: Alltech RP-18 (10 pm) 240 x 4,6 mm

Fase mével: MeOH: HyO: AcOH (57: 41:2)

Deteccao: 254 nm

Volume de injeccao: 4l (sol. a 1 mg/ml)

Fluxo: 1 ml/min _

Sensibilidade: 0,05 AUFS :
Velocidade do papel do registador e do integrador: 5 mm/min

4 3. 6. Obtencdo e caracteristicas fisicas e espectrais das agliconas

resultantes dos derivados 2-hidroxietilados da diosmina.

4.3.6.1. 5, 3'- Bis (2-hidroxietoxi) - 7-hidroxi-4"- metoxiflavona (XIV)

Fez-se reagir 3540 mg do composto XI com 30 ml de écido cloridrico a 20%,
submetendo a solugdo obtida a um aquecimento a 125-130°C durante 50 minutos. O
arrefecimento da solugao foi feito em agua com agjtacao e depois em gélo, de modo a
favorecer a cristalizagao do composto em solugao. Obteve-se uma massa cristalina que
foi separada porfiltragio. Este residuo, depois de séco, foi recristalisado da agua, tendo-

se obtido 10,0 mg de cristais amarelos palha. Rendimento: 50,76%.
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F=183-185%C

: MeOH

Uuv, A max /Y 336,5; 265,5; 241,5(10gc: 3,76; 3,67; 3,76) ;+ AlClz:
337,0; 265,5; 241,0; +AIC1z+HCl: 337,5; 265,0;
242,0; + NaOAc: 335,0; 313,0; 273,5.

EM (IE), m/e (intrel) 3881M"1(5);372(18);371 (34); 370 (10); 359
(5);358(11); 357(22); 345{10); 344(47); 327
(28); 326(56); 325(18); 314(18); 313(35),312
(16)301(20);300(100); 299(11); 298(39),;297
(35),;296(20);284(16); 271(10); 262(M*}; 153
(15);152{(7); 148(16);133(20); 124(8)

4362 5,7 - Di-hidroxi-3"-(2-hidroxietoxi)-4"-metoxiflavona (XV)

Féz-se reagir 50,80 mg do composto X1 com 50 ml de 4cido cloridrico a 50%. A
reacgdo foi conduzida com agitagao e aquecimento a 125-130°C durante 50 minutos.
Apos arrefecimento & temperatura ambiente formou--se uma suspensdo que foi

separada por centrifuga¢ao. O residuo obtido foi lavado com pequenas porgoes de dgua

arrefecida até reacgao neutra (papel indicador universal). O sélido obtido foi seco por

sucgao com auxilio do vazio e depois em pistola de Abderhalden. Apos recristalizagdo
de metanol obtiveramse 132 mg de cristais aciculares de cdr amarela-palha.

Rendimento: 493%

F=218-220%
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UV, A anm . 341,5; 270,5; 243,5(1og € 4,3;4,3,4,3) AICI3: 3855,
max 357,5;296,0(i); 277,5; 262,5; +AIC13+HC1:383,0; 352,5;
294,0(i);279,5;260,5.; + NaDAc: 366,0; 314,0; 278,5.

V.7 KB’, emel. 3475, 2920, 1655, 1610, 1505,1430, 1360, 1300,
max 1255, 1165, 1140, 1070, 853,

RMN'H (200MHzDMSO): § 12,93(1H,3,5-01);10,91( 1H,5,7-04);7,70
(1H,dd,J=1,7 ¢ 8,6, H-6');7,58(1Hd,J=1,8;H-
2');7,15(1H,d,=8,6; H-5);6,95( 1H,8 H-3};
6,53(1H,d,0=1,9;H-8);6,21(1H,d,J=1,9;H-6);
4,15-4,10(4H,m,-CHoCHz-);3,86(3H,s 0CHz)

RMN 'C (503 MHz, DMSO) §: Quadro 20, pag, 127

EM (IE), m/e (intrel): 345[M+1]17(16);344M71(72); 326(3);310(18);
300(100); 299(6); 298(7); 271(6); 262(M*);
257¢16); 229(5);153(10);152(4); 148(7); 133

{7);124(86).
436.3 5 - { 2-Hidroxietoxi) -7,3"-di-hidroxi-4"-metoxiflavona (XVI)

A 155 mg de composto XIII adicionou-se 25 ml de 4cido cloridrico a 20%,
submetendo a solugao obtida a um aquecimento a refluxo (125-130°C), com agitagao,

durante 50 minutos. ApOs arrefecimento, a solugao foi transferida para ampola de
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decantagio e extraida repetidamente com acetato de etilo. Os extractos organicos,
reunidos, foram levados A secura e o residuo obtido, depois de recristalizado de
metanol, forneceu 32 mg de cristais amarelos.

Rendimento : 39,13 %.
F=220-221°C

RMN'H (200MHz,DMSO).  $10,76 (1H,5,7-0H);9,45(1H,5,3'-0H) ;7,63
(1H,dd,J=2¢ 8,3;H-6"); 7,53(1H,d,J=2, H-2');
7,13(1H,4,J=8,6; H-5");6,69( 1H,5,H-3) ;6,61
( 1H,d,J=2,0; H-8);6,4 4(1H d,J=2,1 ;H-6);
4,11-4,02(4H,m,-CHoCHz- ) ;3,84(3H,8 0CHz)

EM (IE), m/e (int. rel): 345[M+1]+'(21); 344 [M+](100);301(18); 300

(95); 299(6);271(5); 262(M*); 257(16); 229
{12);153(23); 152(5); 148(9); 133(10); 124
(8).

4.3.7. Anélise dos agficares resultantes da hidrdlise acida dos derivados
2-hidroxietilados da diosmina

A solugdo resultante da hidrolise &cida foi transferida para ampola de

decantagdo e extraida com acetato de etilo. A fase aquosa resultante, depois de

transferida para um frasco apropriado, foi congelada a -70°C e tiofilizada. O residuo
obtido foi analizado por TLC ou CG por comparagdo com padrdes de glucose e

ramnose,
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4.3.7.1. Cromatografia em camada fina

No Quadro 33 indicam-se 0s sistemas cromatogréficos e reveladores utilizados

na identificagao da glucose e ramnose.

Quadro33:
Sistemas Adsorvente Fase movel Revelador
cromatografico
Piridina: acetato de
SsCa celulose etiloAcido acético:dgua Fialato de p-anisidina
(36:36:7:2)
SC9 celulose Butanol:Acido acético:dqua  Ftalato de p-anisidina
{3:1:1)
SCio silice Butanol:Acido acético:dqus  Anisaldeido-écido sul-
(2:1:1) firico

4.3.7.2 Cromatografia em fase gasosa

Preparagdo dos derivados_trimetilsililados

Fm baldo de colo esmerilado dissolveram-se 2 mg .de residuo resultante da
liofilizagao da fase aquosa em 08 ml de piridina e 04 ml de hexametildissilazano. A
solugdo obtida adicionou se 0,4 ml de clorotrimetilsilano. Tapou-se o baldo e agitou-se
durante 30 minutos. A mistura foi entdo concentrada & secura em evaporador rotativo
e oresiduo obtido adicionado de 0,8 ml de heptano. A solucao resultante fo utilizada

para analise.
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Utilizando a mesma técnica foram igualmente preparados os éteres

trimetilsililicos da glucose e da ramnose.

Condigoes analiticas referentes aos cromatogramas apresentados (Fig.76, 77 e 78,

pag 119,120 ),

Coluna: OV-1 3%

Temperatura da coluna: 180°C »
Temperatura do injector e do detector: SOUOC
Gas Vector: Np, 30 mi/min

Velocidade de registo: 10 mm/min

Sensibilidade; 1 x 64

4 4 OBTENCAO DOS ESTERES SULFURICOS DA DIOSMINA (Exp31)

Fez-se reagir 2,00 g (0,0033 mol) de diosmina com 40 mi (0,02 mol) de hidréxido
de sadio a 2%. A solugdo resultante adicionada de 03 ml (0,0045 mol) de &cido
~ clorossulfonico foi submetida a agitagdo e aquecimento em banho de silicone (70-
739C)) durante 8 horas. A mistura depois de arrefecida foi adicionada de 4cido cloridrico
a 50% até pH=3- 4 ¢ oresiduo obtido separado por filtragao (R1).

O filtrado foi concentrado A secura a pressao reduzida, tendo-se obtido um residuo
castanho escuro, o qual foi transferido para cadinho filtrante, onde foi submetido a
uma extracgao repetida com metanol, até esgotamento dos seus constituintes flavonicos
(controlo por TLC). A solugao metandlica resultante da extracgao adicionou-se éter

etilico em excesso. A suspensdo formada, depois de mantida no frigorifico durante 24
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horas, foi filtrada por cadinho filtrante com auxilio do vazio e o residuo obtido, depois
de lavado com éter, foi seco com uma corrente de ar quente e seguidamente em estufa,
a37°C.

Obteve-se 0,92 g de um solido de cor castanha-clara.

4.4.1. Estudo analitico do produto bruto formado

O produto bruto mostrou-se muito soltivel em agua, solivel em metanol,

ligeiramente solivel em etanol, praticamente insolGvel em éter.

Cromatografia_em_camada e fina

Os sistemas utilizados foram o SC1 e SC7 cuja composigao se encontra referida
no Quadro 27,pag 169 e os restltados obtidos encontam-se registados no Quadro 26,

pag. 157.
Electroforese em papel:
Condigoes analiticas:

Suporte: papel Whatman 3 mm

Electrolito: Acido formico a 3%: acido acélico a8 %: (1:1) pH=22

Tempo: . 120 min a 400 V/cm

Os resultados obtidos encontram-se registados no Quadro 26, pag, 158
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