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RESUMO

SILVA, Virginia Claudia da. Metabdélitos Especiais Isolados das Raizes de Andira
anthelmia (Vell.) Macbr., Andira fraxinifolia Benth. (Leguminosae) e das Folhas de
Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum. (Rubiaceae). Tese (Doutorado em Ciéncias,
Quimica Organica). PPGQO, Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, Brasil. 2006. 236 p.

A andlise das fracoes obtidas através de particdo com solventes e técnicas cromatograficas dos
extratos das raizes de Andira anthelmia, Andira fraxinifolia (Leguminosae) e das folhas de
Palicourea coriacea (Rubiaceae) conduziu ao isolamento de constituintes de diferentes
classes de metabdlitos especiais. De Andira anthelmia foram isolados o 4cido ursdlico,
biochanina A (5,7-diidroxi-4’-metoxiisoflavona), calicosina (4°,7-diidroxi-3’-
metoxiisoflavona), genisteina  (4’,5,7-triidroxiisoflavona), biochanina A  7-O-B-D-
glicopiranosideo, biochanina A  7-O-o-L-ramnopiranosil-(1—>6)- B-D-glicopiranosideo,
biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1—5)-B-D-apiofuranosil-(1—>6)-B-D-glicopiranoside,
genisteina  7-O-B-D-glicopi-ranosideo, engeletina  (rel-2R,3R-4’,5,7-triidroxi-3-O-o-L-
ramnopiranosil-flavanonol) € astilbina (rel-2R,3R-3’,4°,5,7-tetraidroxi-3-0O-0-L-
ramnopiranosilflava-nonol), 4cido p-hidroxibenzéico e o cerebrosideo, 1-O-f-D-
glicopiranosil-2-(N-2’-hidroxiacil-cis-en-amida)-3,4-dihidroxi-cis-alquenil. Das raizes de
Andira fraxinifolia isolaram-se sitosterol, estigmasterol, B-amirina, lupeol, uma mistura de
ésteres 3B-O-acil-lupeol, 4cido betulinico, 3-B-O-B-D-glicopiranosilsitosterol, biochanina A,
prateseina (3’,5,7-triidroxi-4’-metoxiisoflavona), isoengeletina (rel-2R,3S-4’,5,7-triidroxi-3-
O-a-L-ramnopiranosilflavanonol), isoastilbina  (rel-2R,35-3’,4’,5,7-tetraidroxi-3-O-a-L-
ramnopiranosilflavanonol) e a 5,7-diidroxi-3-0-o-L-ramnopiranosilcromona. Das folhas de
Palicourea coriacea foram isolados o acido ursélico; o alcaldide calicantina, a 2-hidroxi-3-
metil-antraquinona, a carboximidina conhecida como alantoina e os ésteres (£)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxicinamato de metila, (E)-4-hidroxi-3-metoxicinamato de metila, (E)-4-
hidroxicinamato de metila, (Z)-4-hidroxicinamato de metila, 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoato
de metila e 4-metoxibenzoato de metila. As estruturas foram identificadas pela andlise de
espectros de IV, Massas e RMN 'H e 13C, incluindo técnicas especiais 1D e 2D das
substincias naturais e derivados. Foram preparados alguns derivados que serviram para
auxiliar nas conclusdes das estruturas. O tratamento da isoflavona biochanina A com
diazometano seguido da reacdo com iodo/KOH em metanol, conduziu a formagdo de dois
novos derivados da isoflavona: rel-2R,3S-2,3,7,4’ -tetrametoxi-6,8-diiodoisoflavanona e rel-
2R.35-2,3,7,4’ -tetrametoxi-8-iodoisoflavanona. Foi realizado teste de atividade anti-
helmintica com a espécie Andira anthelmia e ensaio de atividade antioxidante com as espécies
Andira anthelmia e Andira fraxinifolia.

Palavras chave: Andira anthelmia, Andira fraxinifolia, Palicourea coriacea, derivados de
isoflavonoides, anti-helmintico, antioxidante.
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ABSTRACT

SILVA, Virginia Claudia. Special Metabolites Isolated from Roots of Andira anthelmia
(Vell.) Macbr., Andira fraxinifolia Benth. (Leguminosae) and the Leaves of Palicourea
coriacea (Cham.) K. Schum. (Rubiaceae). Thesis (Doctor in Sciences, Organic Chemistry).
PPGQO, Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, Brazil. 236 p 2006.

The analysis of fractions obtained by solvent partition and chromatographic tecniques of the
extracts from the roots of Andira anthelmia, Andira fraxinifolia (Leguminosae) and from the
leaves of Palicourea coriacea (Rubiaceae) led to the isolation of chemical constituents which
belong to different classes of special metabolites. From the Andira anthelmia were isolated
the wursolic acid, biochanin A (5,7-dihydroxy-4’-methoxyisoflavone), calycosin (4°,7-
dihydroxy-3’-methoxyisoflavone), genistein (4°,5,7-trihydroxyisoflavone), biochanin A 7-O-
B-D-glucopyranoside, biochanina A 7-O-o-L-thamnopyranosyl-(1—>6)- B-D-glucopyranoside,
biochanina A 7-O-f-D-apiofuranosyl-(1-5)-pB-D-apiofuranosyl-(1->6)-B-D-glucopyranoside
and genistein 7-O-B-D-glucopyiranoside, engeletin (rel-2R,3R-4’,5,7-trihydroxy-3-0-o.-L-
rhamnopyranosylflavanonol), astilbin (rel-2R,3R-3’,4°,5,7, -tetrahydroxy-3-0-o-L-
rhamnopyranosylflavanonol), catechin; p-hydroxybenzoic acid and a cerebroside, 1-O-f—D-
glicopyranosyl-2-N(2’-hydroxyacyl-cis-en-amide)-cis-alkenyl-3,4-dihydroxy. =~ From  the
Andira fraxinifolia were isolated B-sitosterol, stigmasterol, 3-amyrin, lupeol, a mixture of 3-
B-O-acyl-lupeol esters, betulinic acid, 3-B-O-B-D-glucopyranosylsitosterol, biochanin A,
pratesein  (3’,5,7-trihydroxy-4’-methoxyisoflavone), isoengeletin  (rel-2R,35-4°,5,7, -
trihydroxy-3-0-o-L-rhamnopyranosylflavanonol), isoastilbin (rel-2R,38-3°,4°,5,7-
tetrahydroxy-3-0-o-L-rhamnopyranosylflavanonol) and 5,7-dihydroxy-3-0-a-L-
rhamnopyranosylchromone. From the leaves of the Palicourea coriacea were isolated the
ursolic acid; the alkaloid calycanthine; allantoin; 2-hydroxy-3-methylanthraquinone; besides
the esters, (E) methyl 4-hydroxy-3,5-dimethoxycinnamate, methyl (F)-4-hydroxy-3-
methoxycinnamate, methyl (E)-4-hydroxycinnamate, methyl (Z)-4-hydroxycinnamate,
methyl-4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoate and methyl-4-methoxybenzoate. The structures
were identified by the IR, MS and NMR 'H and Be spectra data analysis, including special
1D and 2D techniques of the natural substances and some derivatives. The treatment of the
isoflavone biochanin A with diazomethane followed by the reaction with I,/KOH in methanol
yield two new isoflavone derivatives: rel-2R,35-2,3,7,4'-tetramethoxy-6,8-
diiodineisoflavanone and rel-2R,3S-2,3,7,4'-tetramethoxy-8-iodineisoflavanona. The anti-
helminthic activity with Andira anthelmia and the antioxidant activity assay with Andira
anthelmia and Andira fraxinifolia species were tested.

Keywords: Andira anthelmia, Andira fraxinifolia, Palicourea coriacea, isoflavone
derivatives, anti-helmintic, antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A obtencdo de substincias de aplicagdo imediata tais como perfumes, corantes,
pesticidas, medicamentos, etc., foi certamente o objetivo primordial das pesquisas em
produtos naturais. Nos ultimos anos essa pesquisa, tem alcancado uma larga amplitude e
diversificacao, fazendo com que este ramo da quimica organica seja reconhecido por abranger
desde a busca dos principios ativos bioproduzidos pelas plantas até as questdes relacionadas
com a biodiversidade, na tentativa de se compreender a evolu¢do da vida na Terra.

Durante muito tempo os metabdlitos especiais foram considerados como produtos de
excrecdo do vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes, propriedades bioldgicas
interessantes. Agora € reconhecido que muitos deles tém papeis vitais como mediadores em
interacdes ecoldgicas, como por exemplo, a defesa contra herbivoros e microrganismos, a
protecdo contra os raios UV, a atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes e
em interagdes alelopaticas (SANTOS, 2000).

A presenca de metabdlitos especiais em plantas € um exemplo de resposta evolutiva
em um determinado ecossistema, destacando-se a fungdo protetora destes contra outros
microorganismos e fatores ambientais. Neste ambito, nota-se a evidente relacdo entre a
evolucdo quimica dos metabdlitos e ecologia, com a possibilidade de algumas destas
substancias serem consideradas bons marcadores taxonomicos. As moléculas biomarcadas
tém em comum, rotas biossintéticas complexas, assim mesmo uma molécula simples, implica
na manifestacdo de inimeros cofatores e enzimas, que sao manifestacdes implicitas da espécie
(GOTTLIEB, 1982).

De fato, vé-se claramente que a pesquisa dos produtos naturais tem adquirido novos
horizontes; ndo somente se dedica a procura de substancias que sejam biologicamente ativas
como também a descoberta de novas substincias, assim como sua localiza¢do nas diversas
partes da planta como meio de identificagao do género ou familia.

O reino vegetal tem sido uma das mais ricas fontes de substincias organicas,
contribuindo de forma significativa para o fornecimento de uma grande diversidade de classes
e estruturas de metabolitos especiais (PINTO et al., 2002). No entanto, a atual velocidade de
extincdo da biodiversidade estd causando ndo somente a perda de compostos com valor
terapéutico e econdmico, mas também a codificacdo de interessantes genes para enzimas com
um uso potencial em melhoramento de plantas e estudos biossintéticos de novos produtos
naturais (BOLZANI et al., 1999). Sob este aspecto, cabe ressaltar que o Brasil possui uma das
maiores biodiversidades do mundo, e precisa rapidamente, desenvolver estratégias para o uso
sustentdvel de uma natureza bastante inexplorada cientifica e tecnologicamente.

Com a notdvel busca pela longevidade e melhoria da vida humana, a procura por
substancias naturais de importancia na terapéutica tem sido cada vez mais marcante. Dados
confirmam que cerca de 25% das prescri¢des dispensadas nos paises desenvolvidos durante os
ultimos 25 anos estavam relacionadas a medicamentos que continham principios ativos de
origem natural ou semi sintética, normalmente oriundos de plantas superiores (NEWMAN et
al., 2003). Em relacdo ao mercado mundial, cerca de 80% das pessoas utilizam plantas como
fonte primdria de agentes medicinais (PHILLIPSON, 1995).

Nessa busca incessante por substancias naturais, merecem destaque as técnicas
cromatogrificas modernas que aliadas aos métodos fisicos atualmente disponiveis, tém
contribuido muito nos trabalhos do quimico de produtos naturais, que tem conseguido
elucidar, com maior rapidez e precisdo, as estruturas das substincias isoladas. As técnicas
utilizadas na purificacdo das substancias organicas tém possibilitado a deteccdo e o
isolamento de quantidades suficientes para a realizacdo de testes bioldgicos e verificar a
ocorréncia de atividade farmacoldgica.



S3o muitas as contribui¢des proporcionadas pelo estudo dos produtos naturais que
resultaram na descoberta de diferentes classes de substincias de distintas categorias
terapéuticas (Figura 1; p. 2). Podem ser citados os agentes antimalariais quinina (I) e a
artemisinina (II), isolados das espécies Cinchona oficinallis e Artemisia annua,
respectivamente, que vém sendo usadas durante centenas de anos na América do Sul e na
etnomedicina chinesa (MATOS, 1991). O alcaléide quinolinico quinina inspirou, anos apés
seu isolamento, a descoberta dos derivados antimalariais do grupo das aminoquinolinas,
sendo a cloroquina um dos medicamentos mais vendidos do Mundo (MURRAY, 1996). Entre
os farmacos em uso até os dias de hoje também podem ser citados os alcaléides extraidos do
6pio (litex da papoula - Papaver somniferum L.), como a morfina (III) com potente agao
hipnoanalgésica e a codeina (IV) de acdo antitussigena (YUNES & CALIXTO, 2001);
glicosideos cardiacos digitoxina (V) e digoxina (VI) extraidos de Digitalis, embora
apresentem baixo indice terapéutico, sdo empregados no tratamento de insuficiéncias
cardiacas severas (FRAGA & BARREIRO, 1996). Na terapia contra o cancer, um dos
maioreas alvos na busca por plantas bioativas, destacam-se os alcaléides indol-
monoterpénicos vincristina (VII) e a vimblastina (VIII) isolados de Catharanthus roseus,
empregados no tratamento de linfomas e lencemia infantil (YUNES & CALIXTO, 2001); o
diterpendide taxol (IX), uma das mais promissoras descobertas, isolado da casca do caule de
Taxus brevifolia (WALL & WANI, 1996, 1998), e mais recentemente, a camptotecina (X),
um alcaléide extraido da arvore chinesa Camptotheca acuminata e derivados (PINTO et al.,
2002) amplamente utilizados na clinica.

E nesse contexto e diante de resultados tio promissores que o grupo de pesquisa em
quimica de produtos naturais da UFRRIJ tem contribuido para o desenvolvimento de vdrias
areas de conhecimento, gerando informagdes imprescindiveis e complementares sobre a
quimica e a biologia dos produtos naturais isolados das plantas brasileiras. Dentro desta linha
de pesquisa, realizou-se o estudo para identificagdo dos principais metabdlitos especiais
bioproduzidos por espécies dos géneros Andira e Palicourea. Este estudo certamente vai
ampliar o conhecimento da quimica das familias as quais esses géneros pertencem revelando
metabolitos que poderdo ser usados como marcadores sistemdticos. Com o incentivo e a
integragdo entre diferentes institutos de pesquisa, algumas substincias isoladas, extratos e
fracOes foram utilizados para avaliar atividade anti-helmintica e antioxidante nas espécies A.
anthelmia e A. fraxinifolia.

Figura 1. Exemplos de produtos naturais de importancia na terapéutica.
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Continuacfo da Figura 1. Exemplos de produtos naturais de importincia na terapéutica.

1.1

Objetivos

Isolar e purificar os constituintes quimicos das raizes de Andira anthelmia e Andira
Sfraxinifolia e das folhas de Palicourea coriacea.

Identificar as substincias isoladas utilizando-se métodos espectroscdpicos como RMN
He BC, uni- e bidimensionais e massas.

Preparar derivados com o propésito de facilitar a identificagio das substincias
isoladas e registrar novos constituintes na literatura.

Avaliar a atividade anti-helmintica dos extratos, fragdes e substincias isoladas de
Andira anthelmia.

Avaliar atividade antioxidante de extratos, fragcdes e substincias isoladas de Andira
anthelmia e Andiva fraxinifolia.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Generalidades Sobre a Familia Leguminosae e o0 Género 4#Zzra

A familia Leguminosae, é constituida por cerca de 18.000 espécies, distribuidas em
cerca de 650 géneros (HU et al., 2000). Ocorrem em todas as partes do planeta, com excecao
das regides Artica e Antértica, difundidas pelas regides tropicais e subtropicais, especialmente
zonas aridas ou semi-dridas; somente poucas espécies estendem-se distintivamente em zonas
temperadas (CRONQUIST, 1981). Esta familia destaca-se principalmente pela sua
significancia na natureza, representando quase um décimo de todas as espécies de plantas
floriferas, s6 compardvel em nimero de espécies entre as Angiospermas as familias
Orchidaceae e Asteraceae (RAVEN et al., 1996).

A taxonomia das Leguminosas tem gerado muitas controvérsias. Alguns autores como
SCHULZE-MENZ (1964) e BURKART (1952, 78, 79, 87), preferem manter a unidade da
familia (Leguminosae), reconhecendo para as mesmas as subfamilias Mimosoideae,
Caesalpinoideae e Faboideae (ou Papilionoideae). Outros elevam as trés subfamilias ao grau
de familia (Mimosaceae, Caesalpinoideae, Fabaceae ou Papilionaceae), reunindo-as na Ordem
Leguminales (HUTCHINSON, 1964) ou Fabales (CRONQUIST, 1968; TAKHATAJAN,
1969).

Uma particularidade da familia Leguminosae é o seu alto teor de flavondides. Esta
caracteristica ndo se deve somente ao grande nimero de flavondides de rara ocorréncia na
natureza, mas também a diversidade de esqueletos encontrados (HARBORNE et al., 1971).

A subfamilia Papilionoideae e/ou Fabaceae, possui distribuicio mundial, com a
maioria dos seus representantes (arvores e trepadeiras) nos tropicos e hemisfério sul, sendo as
espécies herbaceas e arbustivas nas zonas temperadas, principalmente na regido mediterranea.
Segundo POLHILL, 1981 esta subfamilia subdivide-se em 30 tribos com cerca de 440
géneros, incluindo entre outros Swartizia e Zollernia de Swartizieae, Andira e Dalbergia de
Dalbergieae, Tephrosia, Derris e Lonchocarpus de Millettieae, Medicago de Trifolieae,
Psoralea de Psoraleae, amplamente citados na literatura como fonte de substincias
biologicamente ativas e Phaseollus de Phaseoleae, como fonte de alimento.

O género Andira compreende o grupo de plantas popularmente conhecido por angelins
(MATOS, 1979), sendo representado por 29 espécies distribuidas na América tropical, com
duas subespécies na Africa (PENNINGTON & GEMEINHOLZER, 2000). O género é muito
diversificado e abundante, ocorrendo em florestas secas, Umidas e restingas da costa Atlantica
do Brasil, sendo algumas espécies adaptadas a sobrevivéncia as queimadas, freqiientes na
regido central do Brasil (PENNINGTON, 1995, 1996; PENNINGTON & LIMA, 1995). No
Brasil, foram encontradas 27 espécies e 7 variedades, sendo que o maior nimero de espécies
se encontra na Amazonia, decrescendo a medida que se aproxima do sul do pais, ndo sendo
encontrado nenhum representante do género no Rio Grande do Sul (MATOS, 1979). As
espécies mais abundantes encontradas no Brasil sdo A. racemosa, A. fraxinifolia, A. nitida, A.
frondosa, A. legalis e A. anthelmia (FARIA et al., 1986).

Todas as espécies do género Andira t€m grande potencial para uso como plantas
ornamentais, podendo ser empregadas tanto em jardins residenciais, parques e avenidas a
exemplo de A. fraxinifolia. A sua folhagem € densa e bonita, em geral de tonalidade verde
brilhante. Suas flores t€m colorac@o do rosado até o violdceo (MATOS 1979).

Algumas espécies apresentam elevado grau de dificuldade na identificagdo botanica,
particularmente devido a grande variabilidade na morfologia foliar. A confusdo na
denominacdo cientifica deste género foi citada por Lamarck em 1783, quando o destacou de
Geoffroea, por considerd-lo um género independente (MATOS, 1979). Segundo



PENNINGTON (1995) as hipdteses sistemdticas existentes para o género, sdo baseadas em
métodos intuitivos e ndo muito claros.

Os géneros Andira, Geoffroea e Sweetia, todos pertencentes a mesma subfamilia, sdo
citados como possuidores de acdo anti-helmintica. Em particular, € a casca da raiz de algumas
espécies destes géneros que se atribui tal atividade, as quais tiveram aplicacdo terapéutica
bastante difundida no fim do século XVIII sendo conhecidas como "Cortex Geoffroyae"
(LAPA BAUTISTA et al., 1976).

O género Andira foi bem divulgado na Europa desde 1755, onde médicos e
farmacéuticos de diversos paises preconizavam a industrializa¢do da casca, transformando-a
em po, com o qual procuravam obter uma droga de aplicacdo anti-helmintica (MATOS, 1979;
PENNINGTON, 1996). Na América do Norte, também ji era conhecido este principio
medicinal dos angelins, porém, estavam incluidos em espécies de outros géneros como
Hymenolobium, Geoffroea, Vatairea e Vataireopsis, entre outros (MATOS, 1979). No Brasil
usa-se o fruto e a casca para expelir vermes (MATOS, 1979; CORREA, 1984).

As propriedades vermicidas de A. anthelmia e a eficicia do pd, feito a partir do fruto
seco, contra nematdides da espécie Ascaris lumbricoides, foi suficientemente comprovada
pela acdo sobre a totalidade desses vermes intestinais, parasitas do homem (PECKOLT,
1942). Contudo, devido a sua toxidez, deve-se ter cautela no seu uso, pois em uma dose
elevada podem-se produzir sintomas, tais como, vomitos, diarréia, febre e delirio, podendo até
ser fatal (PECKOLT, 1942). SILVA et al. (2003) evidenciaram a toxidez in vivo dos extratos
aquosos de A. anthelmia e indicaram as raizes como a responsavel, dependendo da dose
administrada.

CORREA (1984) cita a acdo purgativa e vermifuga das sementes de A. fraxinifolia,
alertando, também, quanto ao seu uso devido a sua toxidez.

Em 1885, dada a multiplicidade de nomes, as espécies pertencentes ao género Andira
deixaram de ser usadas como anti-helmintica, sendo substituidas por agentes comerciais mais
constantes (MATOS, 1979).

2.1.1 Aspectos botanicos de 4Azdira fravinifolia Benthan, 1838 e Andira anthelmia
(Velloso, 1829) MaCbride (1934)

Segundo MATOS (1979), A. fraxinifolia (Figura 2; p. 7), € uma arvore pequena, com
cerca de 3 m de altura, raramente atingindo porte mais elevado (15 m). Ramos novos
ferrugineos, mais ou menos tormentosos, quase glabros, subsulcados; estipulas com até 6 mm
ou nulas, escuras e lanceolado-lineares, pilosas; estipulas ceticeas, de 1-5 mm de
comprimento. Folhas alternas ou subopostas, de 9-11 foliolos (-15), peciolos de 3,5-8 cm de
comprimento, com cerca de 2 mm de didmetro, glabros ou pubérulos; raque mais ou menos
sulcada com até 22,5 cm de comprimento; peciolos robustos de 1,5-3 mm de comprimento e
1,5-1,9 (-2,7) cm de largura, oblongos, ovado-oblongos ou lanceados, carticeos ou rigido-
cartdceos, glabros e opacos na face superior e pubescentes ou ligeiramente glabros,
posteriormente, na face inferior, base subarredondada ou obtusa, dpice curto-acuminado,
margens ligeiramente recurvas, nervuras principal impressa na face superior e saliente na
inferior. Panicula laxa, multiflora, com 15 (-18) cm de comprimento, ligeiramente tomentosa,
mais ou menos ruiva; bracteas com cerca de 4 mm. Calice com 4,5-5 cm de comprimento,
base obtusa, densamente adpresso-piloso, com pilosidade amarelada, dentes com cerca de 1
mm de comprimento € mais ou menos triangulares. Corola com cerca de 10 mm de
comprimento. Ovdrio sericeo, viloso, com estipe curto. Fruto ovado-oblongo, com superficie
aspera.

A. anthelmia (Figura 2; p. 7) é uma arvore pequena de casca cinzenta, ramos terminais
ruivo-tomentosos ou ligeiramente glabros. Estipula de 1,5-2,5 cm de comprimento,



geralmente caducas, lanceoladas, acuminadas. Folhas com cerca de 30 cm de comprimento,
peciolos comuns com 15-20 cm de comprimento, geralmente denso-tomentosos ruivos;
estipulas pequenas; foliolos 9-13, de 5-7,5 (-10 cm) de comprimento e 2,5-3 cm de largura,
oboval-elipticos ou oblongos, coridceos, glabros na face superior € molemente pubescentes na
inferior, base arredondada ou largamente cuneada, dpice acuminado, retuso, subarredondado,
as vezes, subemarginado, margens recurvas, nervuras salientes na face inferior. Paniculas
menores que as folhas, ruivo-tomentosas. Bracteas e bractéolas caducas. Célice ligeiramente
campanulado, com 6 mm, base obtusa ou ligeiramente atenuada, com dentes curtissimos,
subtriangulares, obtusos. Pétalas com o dobro do tamanho do cdlice; vexilo orbicular, com a
base subcordada, dpice emarginado; asas oblongas, com unha de mais ou menos 1/3 do seu
tamanho. Estame vexilar livre até a base, anteras ovado-oblongas. Ovario achatado, vilosos,
estipite menor que o cdlice; estilete muitas vezes piloso. Drupa oblonga, com célice obtuso,
possuindo semente tnica (MATOS, 1979).

As espécies A. anthelmia e A. fraxinifolia sdo praticamente indistinguiveis quando
jovens. As duas sdo drvores ou arvoretas nativas das florestas da costa atlantica, sendo a
primeira um pouco maior e freqiiente em areas periodicamente inundadas (matas ciliares ou
de baixadas aluviais), ao passo que, a segunda, é da submata de florestas em dreas nao
inundadas e de restinga (RIZZINI, 1971).



Tabela 1. Posicao taxondmica de A. fraxinifolia e A. anthelmia

Divisao: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneae

Subclasse: Archichlamydeae

Ordem: Rosales

Sub-Ordem: Leguminosineae
Subfamilia: Faboideae (Papilionoideae)
Tribo: Dalbergieae

Familia: Leguminosae

Género: Andira

Espécie: Andira fraxinifolia Benthan, 1838

Divisao: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneae

Subclasse: Archichlamydeae

Ordem: Rosales

Sub-Ordem: Leguminosineae
Subfamilia: Faboideae (Papilionoideae)
Tribo: Dalbergieae

Familia: Leguminosae

Género: Andira

Espécie: Andira anthelmia (Velloso,
1829) Macbride, 1934

Figura 2. Aspecto geral de exemplares de Andira anthelmia (A) e Andira fraxinifolia (B)

(SILVA, 2002).



2.1.2 Aspectos quimicos e biolégicos do género A zdzra

A revisdo minuciosa sobre a quimica do género Andira (SciFinder Scholar™ 2006 e
outras bases de dados) mostrou certa variedade de metabdlitos, predominando especialmente
isoflavondides e pterocarpanos.

Nas folhas de A. spectabilis foi identificado o aminodcido N-metil-tirosina (XI)
(ALOY & RABAUT, 1911), também encontrado nos frutos de A. legalis (ALMEIDA, 1973).
Este aminodcido € citado na literatura com os nomes de andirina, surinamina, geoffroyna,
ratanhina e angelina, dependendo da espécie na qual foi isolado MWAULUKA et al., 1975).

As raizes de A. araroba revelaram a presenca do fenol antracénico crisarobina (XII)
(1,8-diidroxi-3-metil-9-antrona) (TUNMANN, 1915), utilizado como agente queratolitico na
forma de ungiiento no tratamento local de diversas dermatoses como a psoriase, tricofitose e
eczema cronico (MATOS, 1991).

BRAZ FILHO et al., (1973) estudando algumas espécies de leguminosas brasileiras
isolaram da casca do tronco de A. parviflora os esterdides cicloartenona (XIII) e cicloartenol
(XIV) e a isoflavona biochanina A (XV). Biochanina A (XV) também foi identificada como o
constituinte majoritario das cascas da raiz e do cerne de A. humilis por LAPA BAUTISTA &
MORS (1975).

Dentre as espécies de Andira, a mais estudada até o momento € a Andira inermis. Os
trabalhos comegaram a surgir em 1962 com o grupo de COCKER et al. (1962a; 1962b), que
citam o isolamento dos pterocarpanos pterocarpina (XVI) e inermina (XVII) e da biochanina
A (XV) junto com uma pequena quantidade de 4cidos graxos de cadeia longa, presentes na
madeira desta planta.

LOCK de UGAZ et al. (1991) estudando as folhas dessa espécie isolaram as
isoflavonas formononetina (X VIII), daidzeina (XIX), 3’-metoxidaidzeina ou calicosina (XX),
genisteina (XXI), pseudobaptigenina (XXII) e o flavononol, taxifolina (XXIII). Isoflavonas
também foram encontradas nas raizes dessa espécie, substituidas em C-7 por duas ou trés
unidades de agticar: biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1—5)-B-D-apiofuranosil-(1—6)-3-
D-glicopiranosideo (XXIV), genisteina 7-O-f-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosideo
(XXYV) e lanceolarina 7-O-B-D-apiofuranosil-(1—6)-f-D-glicopiranosideo (XXVI) (SILVA
et al., 2000).

KRAFT et al. (2000; 2001; 2002) publicaram trés trabalhos com relagdo ao estudo
quimico e biolégico dos constituintes isolados de A. inermis. Em seu primeiro trabalho
estudaram as fragdes mais lipofilicas das cascas do tronco dessa espécie, e nestas, foram
isoladas seis isoflavonas: prunetina (XXVII), biochanina A (XV), genisteina (XXI),
pratenseina (XXVIII), formononetina (XVIII) e calicosina (XX). Através desse
fracionamento biomonitorado KRAFT et al. (2000) também puderam comprovar a atividade
contra cepas de Plasmodium falciparum in vitro das isoflavonas calicosina (XX) e genisteina
(XXI), responsdveis pela maior atividade antiplasmédica dentre as outras isoflavonas isoladas
desse extrato lipofilico, com valores de ECsg entre 2,0 pg/ml a 4,2 pg/ml para cepas sensiveis
a cloroquina e entre 4,1 pg/ml a 9,8 ug/ml para cepas resistentes a cloroquina.

Em 2001, KRAFT et al. relatam o isolamento de compostos com esqueleto do tipo 2-
arilbenzofurano-3-carbaldeidos das folhas de A.inermis. Esses compostos derivados de
flavondides ou pterocarpanos encontrados raramente na natureza, foram nomeados de
andinermals A (XXIX), B (XXX) e C (XXXI). A presenca dos O-glicosil-flavonondis
taxifolina-3-0-(3”-O-trans-cinamoil)-o-L-ramnopiranosideo (XXXII), astilbina (XXXIII),
engeletina (XXXIV), e as isoflavonas afrormosina (XXXYV), calicosina (XX), formononetina
(XVIII) e prunetina (XXVII) também foram relatadas nas folhas dessa planta. Nesse estudo
KRAFT et al. (2001) comprovaram o potencial antiplasmddico dos compostos andinermal-A
(XXIX), andinermal-C (XXXI) e taxifolina-3-0-(3”-O-trans-cinamoil )-o-L-
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ramnopiranosideo (XXXII) com valores de ECs, variando de 2,3 pg/ml a 10,3 pg/ml contra
cepas sensiveis a cloroquina e 3,9 pg/ml a 4,2 ug/ml contra cepas resistentes a cloroquina de
Plasmodium falciparum.

No terceiro trabalho, KRAFT et al. (2002) referem-se ao isolamento de dois
compostos com esqueleto tipo pterocarpano novamente nas folhas de A. inermis. Esses
compostos com um carbono extra no anel heterociclico, originados por cicliza¢io oxidativa de
uma 2’-metoxiisolfavona foram nomeados de andirol A (XXXVI) e B (XXXVII). Nesse
trabalho também foi descrito o isolamento de um composto com esqueleto tipo 2-aril-3-
hidroximetil-benzofurano nomeado de andidermol (XXXVIII).

Durante essa investigacao fitoquimica, KRAFT er al. (2000; 2001; 2002) puderam
constatar que as isoflavonas calicosina (XX), genisteina (XXI), formononetina (XVIII) e os
compostos 2-arilbenzofurano-3-carbaldeido, andinermal A (XXIX) e andirol A (XXXVI)
foram detectados em folhas de espécies de A. inermis coletadas no Panama e Africa enquanto
que andirol B (XXXVII) e andidermol (XXXVIII) foram encontrados apenas em espécies
africanas.

Figura 3. Substancias isoladas do género Andira.



XVIII: R, = OCH;, R, =R; = H
XIX: Rl = OH, RZ = R3 =H

XX: Rl = OH, R2 = OCH3, R3 =H
XXTI: Rl = R3 = OCH3, R2 =H

XVI:R=H
XVII: R = CH;

OH

XXn XXIIT

XXV:R =H XXVII: R, = H, R, = Ry = OH, R; = OCH;
XXVL: R = OCH; XXVIIL: R, = R; = R, = OH, R, = OCH;

Continuacao da Figura 3. Substancias isoladas do género Andira.

10



XXIX: Rl = R3 = OCH3; R2 =OH XXXI
XXX: R; = OCH;; R, = R; = OH

XXXII: R; = OH; R, =

XXXIII: R;= OH; R, =H
XXXIV: R;=R, =H

XXXVI: R = OCHj3
XXXVII: R=H

XXXVIII

Continuacao da Figura 3. Substancias isoladas do género Andira.
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2.2 Generalidades Sobre a Familia Rubiaceae e o0 Género ZPzlicourea

A familia Rubiaceae Juss. é a quarta maior familia das Angiospermas (ROBBRECHT,
1993) com cerca de 10.700 espécies, subordinadas a aproximadamente 640 géneros,
distribuidos principalmente pelas regides tropicais do Mundo (ROBBRECHT, 1988).

Segundo CRONQUIST (1981), esta familia pertence a ordem Rubiales; no entanto,
DALHGREN (1989) a posiciona na ordem Gentiales. Ainda segundo CRONQUIST (1968)
existem caracteristicas que unem as Rubiaceae as Gentiales como um todo, e especialmente as
Loganiaceae. Estas caracteristicas s@o: endosperma nuclear; estipulas bem desenvolvidas;
tricomas glandulares especializados, chamados coleteres; dispostos sobre a superficie interna
das estipulas; estrutura da parede do pdlen; presenga de alcaléides complexos derivados do
triptofano; somente conhecido das Loganiaceae, Apocynaceae e Rubiaceae. A familia das
Gentiales desperta interesse quimico e bioldgico por conterem seco-iridoides e as familias
Loganiaceae e Apocynaceae, principalmente pela ampla distribuicao de alcaléides (JENSEN
etal., 1975).

ROBBRECHT (1988) propde a divisdo de Rubiaceae em 4 subfamilias: Rubioideae,
Cinchonoideae, Ixoroideae e Antirheoideae. Porém, as tentativas de uma classificagdo para a
familia Rubiaceae ainda ndo sdo bem definidas. Na medida em que novos conhecimentos de
caracteres morfo-anatdmicos sdo adquiridos, aliados as caracteristicas quimicas e bioquimicas
novas delimitagdes vao sendo introduzidas na familia.

As plantas da familia Rubiaceae podem ser classificadas como arvores de grande,
médio ou pequeno porte, arbustos, subarbustos, ervas perenes ou anuais (BARROSO, 1991).

O género Palicourea pertencente a tribo Psychotrieae da familia Rubiaceae,
compreende cerca de 200 espécies de arbustos e pequenas arvores distribuidas pelos
Neotropicos (TAYLOR, 1997) (Figura 4; p. 13). A tribo Psychotrieae apresenta
aproximadamente 50 géneros e ampla distribuicdo em toda zona tropical (LIBOT et al.,
1987).

As plantas desse género sdo conhecidas por serem téxicas para o gado. As espécies
mais citadas sdo P. marcgravii, P. grandiflora e P. juruana que sao as maiores responsaveis
pela morte de bovinos no Brasil e América tropical (TOKARNIA et al., 2000).

Sua classificacdo € dificil e ndo ha certezas em relacdo aos limites genéricos.
Palicourea esta estreitamente relacionado ao Psychotria, com o qual muitas espécies tém sido
unidas (TAYLOR, 1997). SCHUMANN (1891) foi um dos primeiros autores a distinguir
explicitamente Palicourea separando-o de Psychotria. Desde entdo, ndo ha consenso quanto
as caracteristicas mais adequadas na separagdo entre as espécies incluidas nestes dois géneros,
considerados  morfologicamente muito semelhantes (STANDLEY, 1936, 1938;
STEYERMARK, 1972; ROBBRECHT, 1988; TAYLOR, 1989, 1993, 1996).

Grande controvérsia também ¢é encontrada quanto a distincdo entre os géneros
Cephaelis e Psychotria. ROBBRECHT (1988) separa estes dois em géneros distintos,
TAYLOR (1997) ndo encontra evidéncias suficientes para considerar Cephaelis como género
distinto e inclui a maior parte das espécies antes consideradas Cephaelis em Psychotria e
algumas em Palicourea. Ainda, segundo ROBBRECHT (1988) a tribo Psychotrieae
(subfamilia Rubioideae) possui 50 géneros e a distin¢do entre alguns destes muitas vezes é
dificil, como no caso de Psychotria e Palicourea, sendo que Psychotria é considerado um
género muito heterogéneo.

Evidéncias quimicas, aliadas a taxonomia, poderiam auxiliar na anélise sistematica dos
géneros de Rubioideae-Psychotrieae, pois ndo apenas os géneros Psychotria e Cephaelis
apresentam distingdo quanto ao tipo de alcaldides produzidos, mas também o género
Palicourea, reservando-se as excegdes, que eventualmente poderiam ser atribuidas justamente

12



as divergéncias encontradas e as diferentes abordagens classificatérias que podem ser
utilizadas.

Cephaelis produz alcal6ides tetraidroisoquinolino-monoterpénicos cujo aminodcido de
origem € a tirosina, sendo o Unico género da tribo Psychotrieae a sintetizar este tipo de
alcaléide (HEMINGWAY & PHILLIPSON, 1980).

O género Psychotria é conhecido pela presenca de alcaldides cujo aminodcido de
origem € o triptofano. Estes sdo principalmente do tipo polindélico ou derivados metil-
triptaminicos (RIVIER & LINDGREN, 1972; HEMINGWAY & PHILIPSON, 1980), nao
havendo relagcdo com monoterpenos.

No género Palicourea, além de alcal6ides polinddlicos isolados em P. fendleri
(NAKANO & MARTIN, 1976), P. dominguensis (RIPPERGER, 1982) e P. alpina (STUART
& WOO-MING, 1975) também foram encontrados alcaldides indol-monoterpénicos tipo
estrictosidina em P. alpina (STUART & WOO-MING, 1974) e P. marcgravii (MORITA et
al., 1989), todos derivados do triptofano.

Um estudo sistemdatico mais aprofundado das espécies de Psychotria, Palicourea e
Cephaelis, considerando caracteristicas anatomo-morfolégicas acompanhadas de dados
quimicos, especialmente a producdo de alcaldides, poderia eventualmente eliminar as
excecoes encontradas e contribuir para uma melhor definicao taxondmica dos géneros da tribo
Psychotrieae.

Figura 4. Numero aproximado de espécies de Palicourea distribuidas pelas floras
neotropicais (TAYLOR, 1997).
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2.2.1 Aspectos botanicos de Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum

Segundo TAYLOR (1997) algumas -caracteristicas morfoldgicas servem para
diagnosticar espécies de Palicourea: folhas emparelhadas a verticiladas, geralmente
membranosas ou subcoridceas em espécies de habitat de savanas, normalmente pustulosas
abaxialmente; estipulas unidas ao redor do talo continuamente; lébulos reduzidos ou
obsoletos; inflorescéncias e flores diversamente coloridas; corolas tubulares ou funiformes,
intumescida ou curvada na base, externamente glabrosa ou pubescente, as vezes com tricomas
multicelulares coloridos; frutos carnosos, endocarpo freqiientemente unilocular, semente
unica com fenda basal pré-formada. Geralmente sdo encontradas nas mais baixas elevagoes,
0-1.200 e/ou1.500 m.

Palicourea coriacea (Figura 5; p. 15) é um arbusto ou arvoreta com flores e
inflorescéncias amarelas, folhas sésseis, rigido-coridceas, com nervuras e veias amarelas,
apice agudo, limbo foliar com 10 cm de comprimento e 5 cm de largura. Geralmente
encontrada na América Central (sul e norte), Guianas, Bolivia, Coléombia, Equador,
Venezuela, Peru (Andes-acima dos 1.000 metros) e no Brasil na Amazo6nia (oeste, sudoeste),
costa do Atlantico, Planalto Central e margens do Rio Parand (DELPRETE & CORTES,
2005).

Tabela 2. Posicao taxondmica de Palicourea coriacea

Divisao: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Asteridae

Ordem: Rubiales

Subfamilia: Rubioideae
Tribo: Psychotrieae
Familia: Rubiaceae
Género: Palicourea

Espécie: Palicourea coriacea (Cham.) K. Schum
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Figura 5. Aspecto geral de exemplar de Palicourea coriacea (A) (DELPRETE & CORTES,
2005); (B) (ARQUIVO PESSOAL, 2005).

2.2.2 Aspectos quimicos e biolégicos do género Palicourea

A revisdo sobre a quimica deste género (SciFinder Scholar™ 2006) mostrou a
predominancia de alcaldides, em especial tipo indol-monoterpénicos.

STUART & WOO-MING (1974) em seu primeiro estudo com as folhas de P. alpina,
planta nativa da Jamaica, identificaram a presenca de harmana (XXXIX) e de palinina (XL).
Em 1975, os autores isolaram o alcaléide pirrolidioinddlico calicantina (XLI) e o
norsesquiterpeno vomifoliol (XLII).

NAKANO E MARTIN (1976) isolaram a calicantina (XLI) e o alcal6ide p6lindélico
quimonantina (XLIII) dos frutos secos de P. fenderli. Quimonantina (XLIII) e calicantina
(XLI) também foram isolados de P. dominguensis (RIPPERGER, 1982) e de P. ovalis
(GARCIA et al, 1997), respectivamente. E interessante notar que as trés espécies de
Palicourea estudadas onde foi encontrado este tipo de alcaléide apresentaram apenas dimeros.

Das folhas de Palicourea macgravii, foi isolado um alcaléide com esqueleto do tipo
estrictosidina conhecido como palicosideo (XLIV) (MORITA et al., 1989).

Nas espécies P. rigida e P. demissa até o momento nao foi detectada a presenca de
alcal6ides. Nas folhas de P. rigida foram encontrados os triterpendides estigmastenona
(XLV), friedelina (XLVI), 3-B-hidroxifriedelina (XL VII), 30-hidroxifriedelanona (XLVIII)
e B-sitosterol-3-0-B-glicopiranosideo (XLIX) (BOLZANI et al., 1992).

Investigacdo dos ramos e folhas de P. demissa, planta nativa do Equador, levou ao
isolamento de 4cidos graxos e seus ésteres metilicos entre eles o dcido tetradecandico (L),
eicosandico (LI) e hexadecandico (LII); os esterdides B-sitosterol (LIII) e estigmasterol
(LIV); o triterpeno friedelina (XLVI); os 4cidos fendlicos protocateciico (LV), vanilico
(LVI) e isovanilico (LVII) e as cumarinas escopoletina (LVIII), isoescopoletina (LVIX) e
umbeliferona (LX) (EL-SEEDI, 1999).

Das folhas de P. adusta foram isolados glicosideos de alcaldides do tipo indol-
monoterpénicos, derivados da condensacdo da triptamina com o iridéide secologanina. Estes
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foram identificados como lialosideo (LXI), e seus derivados hidroxicinamicos, (E)-O-(6")-
cinamoil-4”-hidroxi-3”-metoxilialosideo (LXII) e (E)-O-(6’)-cinamoil-4”-hidroxi-3”,5"-
dimetoxilialosideo (LXIII) (VALVERDE et al., 1999).

Alcal6ides indol-monoterpénicos também foram isolados das folhas de P. crocea, €
foram nomeados de croceaina A (LXIV) e B (LXV) (DUSMAN et al., 2004).

Poucos estudos sobre atividade bioldgica t€ém sido encontrados na literatura para o
género Palicourea. Alguns relatos referem-se a significante toxidez de P. marcgravii e P.
corymbifera. EKSCHIMIDT et al. (1989) demonstraram que P. marcgravii possui uma DLsg
bastante baixa e identificaram a neurotoxidez devido a presenga de dcido monofluoracético
nas folhas de P. marcgravii. Em P. corymbifera a toxidez em camundongos foi relatada em
suas partes aéreas, porém a quantificacdo por espectrometria de massas ¢ RMN de F,
mostrou que o dcido monofldoracético ndo estava presente no vegetal, e que a toxidez estaria
relacionada a outro composto, talvez similar a este dcido (ASSIS et al., 2006).

Outra citacdo interessante € atividade anti-HIV que € relatada para o peptideo ciclico
com 37 aminodcidos, isolado das cascas do caule de P. condensata. Este peptideo
macrociclico, nomeado de palicoureina (LXVI) inibiu os efeitos da infec¢ao de HIV-1 em
linhagens de células T-linfoblastéides, e quando comparado com a ag¢do de outros compostos
com a mesma atividade, mostrou-se bastante promissor (BOKESCH et al., 2001).

Figura 6. Substancias isoladas do género Palicourea.
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LIII: 22,23 diidro 3
LIV: A 225
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LIX: R, = OCHs, R, = OH
LX: Rl =OH, R2 =H

Continuacao da Figura 6. Substancias isoladas do género Palicourea.
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LXIII: R = OCH;

|—CGETCRVIPVCTYSAALGCTCDRSDGLCKRNNGDP’FFJ

LXVI

Continuacao da Figura 6. Substancias isoladas do género Palicourea.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais e Métodos Utilizados no Isolamento e Identificacio Estrutural das
Substancias Isoladas

Para fracionar os extratos e purificar as substancias foram utilizadas colunas de vidro
fabricados na oficina de vidraria do Departamento de Quimica-UFRuralRJ. As colunas foram
empacotadas com silica gel (230-400 e 70-230 mesh, Vetec) e Sephadex LH-20 (Sigma-
USA). Normalmente, optou-se por sistema de eluicdo por gradiente de polaridade, mediante a
utilizacdo de diferentes propor¢des de hexano, diclorometano, cloroférmio e acetato de etila
finalizando sempre com metanol. Os solventes ndao deuterados utilizados foram da marca
Vetec de grau p.a. sendo que alguns solventes comerciais foram previamente destilados antes
de serem utilizados.

As fragdes obtidas foram analisadas mediante cromatografia em camada delgada
(CCD), onde foram utilizadas cromatoplacas em suporte de aluminio 20x20 cm revestidas
com silica gel 60 F,s4 da Merck.

Como alternativa para a purificacdo de algumas substancias utilizou-se a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). Foi preparada uma suspensdo de
silica G da marca Vetec em 4gua destilada e espalhada com espessura de 1 mm sobre placas
de vidro de 20 x 20 cm com auxilio de espalhador. Em seguida as placas foram secas a
temperatura ambiente e foram ativadas em estufa a 80-100 ° C por 1 hora antes da aplica¢io
da amostra. A recuperacdo da amostra foi feita pela extracdo da silica com solventes
organicos.

As revelacdes foram efetuadas por radiacdo ultravioleta no comprimento de onda 254
e 365 nm, reagentes de Dragendorff e Liebermann-Burchard; solu¢des de AlCl;-EtOH (1%),
sulfato cérico (1%)-H,SO4 (10%) e vapores de iodo.

Os pontos de fusdo foram determinados em placa de aquecimento MEL-TEMP II,
Laboratory Devices USA, utilizando capilar, sem correcio dos valores.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrofotometro Perkin-Elmer
1600/1605 FT-IR em pastilhas de KBr.

Os experimentos de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e de "’C (incluindo
experimentos em 2D) foram registrados em espectrometros Bruker AC-200 (‘H: 200 MHz e
C: 50 MHz); Bruker DRX-500 ('H: 500 MHz e °C: 125 MHz) e JEOL JNM-GX-400 ('H:
400 MHz e C: 100 MHz) utilizando como padrao interno tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos (0) foram obtidos em parte por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) foram medidos em Hertz (Hz). Os solventes deuterados utilizados na
obtencdo dos espectros foram das marcas Merck e Aldrich.

Os espectros de massas de baixa resolu¢do foram registrados em cromatografo a gas
HP-5880A acoplado a espectrometro de massas computadorizado HP-5897A analisador de
ions quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons a 70 e.V.; CG/EM Varian Saturn 2000;
CG/EM HP-5989A.

3.1.1 Derivatizacoes
3.1.1.1 Metilacdo com diazometano

A solucdo de diazomentano foi preparada de acordo com a metodologia experimental
descrita por VOGEL (1989). Conforme essa descri¢do experimental, uma aliquota de 2,14 g

do reagente N-metil-N-nitroso-p-toluenosulfonamida (Diazald®) foi solubilizada em 30,0 ml
de éter etilico e colocada dentro de um baldo de destilacdo juntamente com uma solucdo
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etandlica de KOH (0,4 g em 10,0 ml de etanol). A mistura reacional foi entdo destilada com
aquecimento brando em banho de 6leo e a solucdo de diazomentano foi recolhida em
erlenmeyer mergulhado em banho de gelo. A substancia a ser metilada foi solubilizada em
metanol, tratada com excesso de diazometano e deixada em repouso por 24 horas. Apds a
evaporacao total do solvente e comparagao por CCD com a substancia original obteve-se a
substancia metilada.

3.1.1.2 Acetilacdo com anidrido acético e piridina

A reacdo de acetilag@o foi feita utilizando-se 1,0 ml de anidrido acético e 1,0 ml de
piridina para cada 10,0 mg de material. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 24
horas. A seguir adicionou-se dgua destilada gelada e extraiu-se com cloroférmio. A solugdo
cloroférmica foi lavada com &cido cloridrico 10%, até o completo desaparecimento do cheiro
de piridina, secou-se com sulfato de sédio anidro e apds evaporagcdo obteve-se a substancia
acetilada (SHRINER, 1979).

3.1.1.3 Reaciao com iodo

A substancia 2A contendo apenas uma hidroxila na posi¢do 5, é um excelente substrato
para a funcionalizac@o das posi¢des 6 e 8 livres da isoflavona. Ha relatos na literatura sobre a
funcionalizacdo de moléculas andlogas na sintese de bichalconas e biflavonas (ALI & ILYAS,
1986) e isso nos motivou a tentar o acoplamento oxidativo entre duas unidades de 2A com
KOH/IL,. A substancia 2A (28,0 mg, 0,093 mmol) foi dissolvida em solugdo etandlica de KOH
(25,0 mg em 10 ml de metanol), seguido pela adicao de iodo (8,5 mg, 0,0335 mmol), em
pequenas por¢des. A mistura reacional foi agitada por 3 horas a temperatura ambiente,
extraida com CH,Cl,, lavada com H,O destilada e evaporada para fornecer 23,8 mg dos
produtos 2C e 2D.

3.2 Isolamento e Purificacao dos Constituintes Quimicos de A z&zra anthelmia

Raizes de Andira anthelmia foram coletadas na Reserva Biolégica de Poco das Antas
em Silva Jardim, Estado do Rio de Janeiro, em dezembro de 2001. A identificacdo foi
realizada pelo Dr. Haroldo Lima Cavalcanti, do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, sendo a
exsicata depositada no herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (IB-UFRuralRJ), sob o registro de niimero 4.616.

O material coletado, apds seco e moido (450,0 g), foi submetido a extracio com
metanol por meio de maceragdo a temperatura ambiente. A retirada do solvente feita por
evaporador rotativo originou cerca de 76,0 g de extrato bruto metandlico (Andira anthelmia
Raiz Metanol, AARM) que foi submetido ao fracionamento em funil de separagdo
empacotado com silica gel e utilizando-se como eluentes acetato de etila, butanol e metanol
em sistema isocrdtico. A partir desse fracionamento, representado no Esquema 1 (p. 21),
foram obtidas as seguintes fracdes: acetato de etila, AARMA (19,0 g), butanol, AARMB
(15,0 g) e metanol, AARMM (24,0 g).
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Raizes - 450,0 g I

Maceragdo com MeOH
Evaporagdo do solvente

AARM-760¢g I

Particdo AcOEt Parti¢do BuOH Parti¢cdo MeOH

AARMA -190¢g I AARMB -150¢ I AARMM -240¢g I

Esquema 1. Fracionamento do extrato metandlico das raizes de Andira anthelmia.
3.2.1 Estudo quimico da fracio AARMA

Esta foi fracionada em coluna de silica gel (70-230 mesh) eluida com acetato de etila e
metanol em polaridades crescentes até 100% metanol, originando 156 fracdes de
aproximadamente 15 ml, que depois de evaporadas foram analisadas por CCD e reunidas em
16 novas fracoes.

As fragdes 1/3 (50,30 mg) constituiam uma mistura de esterdides e triterpenos e em
pouca quantidade, ndo sendo trabalhada.

As fragoes 4/5 (191,46 mg) apds cristalizacdo em metanol forneceram um precipitado
branco codificado como substancia 1 [80,0 mg, PF: 281-282 °C — lit.: 277-280 °C (AHMAD
& RAHMAN, 1994)].

Nas fragdes 6/10 (2,40 g) houve a formagdo de uma grande quantidade de precipitado
amarelado. Este foi filtrado em funil de Biichner e lavado véarias vezes com metanol
fornecendo a substancia 2 [260,0 mg, PF: 210-212 °C - lit.: 214-216 °C (LAPA BAUTISTA
& MORS, 1975)]. A 4gua-mae foi evaporada e submetida a CCDP eluida com CHCl;:MeOH
(9,5:0,5) [2x] fornecendo as substancias 3 [4,5 mg, PF: 250-252 °C - lit.: 243-245 °C
(KAMNAING et al., 1999)] e 4 [28,0 mg, PF: 295-297 °C - lit.: 296-297 °C (DEMUNER et
al., 2003)]. Devido a grande quantidade da substancia 2 foram preparados os derivados
acetilado, metilado e iodado. A acetilacdo de 50,0 mg da substincia 2 forneceu o produto 2A
[26,0 mg, PF: 186-188 °C]. A metilacdo de 50,0 mg da substancia 2 forneceu o produto 2B
[28,0 mg, PF: 149-151 °C]. O produto 2B foi solubilizado em solu¢do alcalina de iodo
fornecendo os produtos 2C+2D [23,8 mg].

As fragdes 11/13 (560,20 mg) foram submetidas a cromatografia em coluna de silica
gel eluida com acetato de etila/metanol em polaridade crescente. Foram obtidas 33 fracoes de
50 ml, que apds evaporagdo do solvente foram analisadas por CCD e reunidas em 8 fragdes.
As fragdes 11-13/1-3 (26,0 mg) foram submetidas a cromatografia em coluna de silica gel do
tipo flash (230-400 mesh) usando sistema de solvente isocriatico CH,Cl,: MeOH (9:1). Essa
coluna originou 9 fragdes, e nas fragdes 11-13/1-3/3-5 foi obtida a substancia 5 [6,7 mg, PF:
214-216 °C]. A substancia 5 foi metilada com diazometano obtendo-se o derivado 5A [4,0
mg]. As fragdes 11-13/4-8 (37,0 mg) foram entdo reunidas e submetidas a CCDP desativada
com NaOAc, eluida com CHCI;:AcOH:MeOH (8,5:0,5:1) [3x] para purificacdo das
substancias 6 [5,3 mg, PF: 172-174 °C — lit.: 172-173 °C (CHEN et al., 2004)] e 7 [6,5 mg,
PF: 173-175 °C —lit.: 189-191 °C (KASAI et al., 1988)].

Um resumo dos processos de isolamento das substincias da fracio AARMA ¢
mostrado no Esquema 2 (p. 22).
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AARMA-19,0 ¢

CC(AcOEL:MeOH)
16 fracdes
45 6-10  Agua-mie 11-13
191,46 mg 2,40 ¢ 560,0 mg
Recvismlizacio em MeOH Filtracdo em MeOH CC (AcOELMeOH)
1 2 & :: 8 fracdes
ORI
80,0 mg 260,0 mg 2.23
.............. , ABARAARAARAREN
11-13/1-3 11-13/4-8
26,0 mg 37,0 mg
CC(CH,ClyuMeOH/ 0:1)
5
Metilagdo Acettlagio 6,70 mg
- S Continga
2A : 2B 5 #23
28,0 mg : 26,0 mg o

Esquema 2. Processamento da fragio AARMA.
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6-10 11-13/4-8

242 37,0 mg
(4gua-mée)
CCDP CCDP
(CHCluMeOH/ (CHCluAcOH: MeOH/
9,5:0,5) [2x] ‘ 8.5:05:1){3x]

Continuacfo do Esquema 2. Processamento da fragio AARMA.
3.2.2 Estudo quimico da fracio AARMB

Esta frac¢ao foi adicionada ao topo de uma coluna empacotada com silica gel 60 (70-
230 mesh) eluida com gradiente de hexano/acetato de etila e acetato de etila/metanol em
polaridade crescente. Foram coletadas 185 fragoes de 15 ml cada. Conforme a similaridade
observada pela andlise em CCD essas fragbes foram reunidas, resultando em 35 novas
fragdes.

As fragdes 1/6 (168,0 mg) estavam compostas por uma variedade de substincias e
apds comparagdo por CCD com os padrdes, constatou-se que esta possufa mistura das
substincias similares as isoladas na frag¢ao anterior.

As fragdes 7/16 (203,0 mg) foram submetidas a cromatografia em coluna de silica gel
elnida com acetato de etila e metanol em polaridade crescente até 100% de metanol. Foram
geradas 47 fra¢des de 50 ml. As fragoes 15/33 (150,0 mg) foram recromatografadas em
Sephadex LH 20 eluida em sistema isocritico com metanol, obtendo-se 25 fragdes de
aproximadamente 5 ml cada sendo que as fragdes 11/15 geraram, apds secas placas brancas
codificadas como sendo a substincia 8 [65,0 mg, PF: 200-202 °C - lit.: 217-218 °C (COOKE
& FLETCHER, 1974)] e as fra¢des 20/22 forneceram um liquido viscoso de coloragao
marrom codificado substincia 9 [7,5 mg, PF: 256-258 °C)].

As fragbes 17/30 (648,0 mg) apresentaram uma mistura de substincias, porém duas
majoritdrias que correspondiam as substincias 10 e 11. Esta fragdo foi entdo submetida a
cromatografia em coluna de silica gel (70-230 mesh) eluida sob pressio com acetato de
etila/metanol em polaridade crescente, onde foram obtidas 50 fragoes de 50 ml cada. Essas
fracOes foram analisadas por CCD e reunidas em 16 fragoes. As fragdes 1/4 (72,0 mg)
apresentaram uma mistura correspondente as substincias 8, 9 (em menor quantidade). As
fragcdes 5/16 (152,0 mg) apresentavam duas manchas majoritdrias, que revelavam sob
radiacdo UV hgss, que facilitou a aplicacgdo da técnica CCDP para purificd-las. Estas fragdes
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foram entdo reunidas e submetidas a CCDP eluida com CHCl;:MeOH (8:2) [4x] obtendo-se
as substancias 10 [37,0 mg, PF: 145-147 °C — 1it.:153-154 °C (PARTHASARATHY et al.,
1976)] e 11 [68,0 mg, PF: 124-126 °C — lit.: 128-130 °C (SILVA et al., 2000)]. Ambas foram
isoladas como um liquido bastante viscoso de coloragdo marrom. A substancia 10 foi tratada
com piridina e anidrido acético (1:1), sob agitacdo de 24 horas para a obten¢do do derivado
acetilado 10A [31,0 mg, PF: 183-185 °C — lit.: 170-172 °C (PARTHASARATHY et al.,
1976)].

Um resumo dos processos de isolamento das substancias da fracio AARMB ¢
mostrado no Esquema 3 (p. 24 e 25).

Algumas fracOes ndo citadas apresentaram mistura das substancias isoladas e outras
substancias contaminantes. Estas fracdes foram reservadas para eventual necessidade de
reisolamento das substancias 9, 10 e 11.

AARMB-15,0 g l

CC (hexano:AcOEt:MeOH)

35 fracdes

7-16 17-30

203,0 mg 648,30 mg
CC (AcOEt:MeOH) CC (AcOEt:MeOH)

47 fracoes 16 fracdes

15-33 5-16
150,0 mg 152,0 mg

Sephadex LH-20 (MeOH)
CCDP
(CHCl3:MeOH/8:2) [4x]
25 fracdes
Continua

l p. 25

Continua
p. 25

Esquema 3. Processamento da fracio AARMB.
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Continuacao do Esquema 3. Processamento da fragio AARMB.
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3.2.3 Estudo quimico da fracio AARMM

Esta fragdo foi cromatografada em coluna de silica gel (70-230 mesh) eluida com
acetato de etila/metanol em polaridade crescente até 100% metanol. Foram coletadas 77
fragOes de 50 ml cada.

As fragdes 5/19 (130,0 mg) foram submetidas a cromatografia em coluna de silica gel
(230-400 mesh) utilizando-se como eluente cloroférmio/metanol em polaridade crescente,
obtendo-se 23 fragdes de 50 ml cada. As fragdes foram analisadas por CCD e reunidas
conforme a similaridade observada.

As fracdes 8/10 (97,0 mg) continham um precipitado avermelhado soliivel em acetona,
porém nao estava puro por andlise em CCD. Este precipitado foi ressolubilizado em metanol e
recromatografado em coluna de Sephadex LH-20 eluida com metanol de modo isocritico
fornecendo um sélido de coloragdo vermelha codificado como substancia 12 [55,0 mg, PF:
175-178 °C)]. As fragdes 24/28 (62,0 mg) mostraram-se bastante polares. Estas foram
reunidas devido a similaridade apresentada em CCD e aplicadas ao topo de uma coluna de
Sephadex LH-20 eluida com metanol de modo isocritico fornecendo a substincia 13 [8,8
mg]. As fragoes 29/77 (7,0 g) mostraram uma mistura de substincias muito polares reservadas
para estudos posteriores.

Um resumo dos processos de isolamento das substincias da fragdio AARMM ¢é
mostrado no Esquema 4 (p. 26 e 27).

AARMM -24,0 g

77 fractes
|
5-19 24-28 29-77
130,0 mg 56,0 mg 460,0 mg
| CC (CHCly:MeOH) ! I
23 fracdes 13 Mistura de carboidratos
8,80 mg

| Sephadex LH-20 (MeCOH)

8-10
97,0 mg k]

Sephadex LH-20 (MeCH) OH

12
55,0 mg

h 4

Esquema 4. Processamento da fragio AARMM.
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33 Isolamento e Purificacao dos Constituintes de A #Zzra fravinifolia

As raizes de Andira fraxinifolia foram coletadas na Reserva Bioldgica de Pogo das
Antas em Silva Jardim, Estado do Rio de Janeiro, em dezembro de 2001. A identificagcdo foi
realizada pelo Dr. Haroldo Lima Cavalcanti, do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, sendo a
exsicata depositada no herbdrio do Departamento de Botanica da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (IB-UFRuralRJ), sob o registro de niimero 4.617.

A extra¢do do material coletado (630,0 g) foi realizada por meio de maceragdo, onde
as raizes da planta moida foram submetidas a processo de extracdosucessiva com metanol a
temperatura ambiente. O solvente foi trocadao a cada 48 horas. A retirada do solvente foi feita
em evaporador rotativo, originando o extrato metandlico das raizes (92,0 g) (Andira
fraxinifolia Raiz Metanol, AFRM). Esse extrato metandlico foi resolubilizado em
MeOH:H,0 (9:1) e submetido a particio com hexano, acetato de etila e metanol, obtendo-se
as respectivas fragdes: hexano, AFRMH (4,6 g), acetato de etila, AFRMA (20,70 g), e
metanol, AFRMM (43,50 g), respectivamente, como mostrado no Esquema 5 (p. 27).

Raizes — 630,0 g I

Maceragdo com MeOH
Evaporagdo do solvente

AFRM - 92,0 g I

Partigdo Hexano Parti¢do AcOEt Parti¢do MeOH

AFRMH - 4,60 g I AFRMA -20,70 g I AFRMM - 43,50 g I

Esquema 5. Fracionamento do extrato metandlico das raizes de Andira fraxinifolia.
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3.3.1 Estudo quimico da fracio AFRMH

Esta foi fracionada em coluna de silica gel (70-230 mesh) e eluida inicialmente com
hexano aumentando-se gradativamente a polaridade com diclorometano e metanol. Foram
obtidas 176 fragdes de 15 ml cada. Depois de analisar as fragcdes por CCD e revelar com
Liebermann Burchard, estas resultaram em 44 novas fracdes. O resultado foi positivo para
triterpenos e esterdides.

As fracdes 1/3 (156,0 mg) apresentaram um aspecto oleoso de cor amarelada,
fornecendo uma mistura de compostos alifaticos.

Nas fracoes 4/8 (143,0 mg) houve a formagdo de um sélido branco. Este foi lavado
vdrias vezes com metanol e filtrado em funil de placa sinterizada obtendo-se a mistura que foi
codificada como substancias 14 e 15 [60,0 mg, PF: 114-115 °C]. A 4dgua-mae revelou uma
mistura de compostos em pouca quantidade e, portanto descartado.

As fracdes 9/14 (203,0 mg) foram purificadas em uma coluna de silica gel (70-230
mesh) eluida com diclorometano com aumento gradativo de metanol, fornecendo 22 fracdes
de 50 ml. Apds a evaporagdo, nas fracdes 5/15 houve a formacdo de um precipitado que foi
purificado por recristalizacdo em metanol obtendo-se a substancia 16 [45,0 mg, PF: 180-182
°Cl.

As fragdes 15/26 (378,0 mg) forneceram outro precipitado branco solivel em
cloroférmio que continha uma mistura codificada como substancias 17 (a-c) e 18. Estas foram
recromatografadas em coluna de silica gel eluida com hexano/cloroférmio em polaridades
crescentes. Foram coletadas 47 fracdes de 50 ml cada, e reunidas em grupos conforme
andlises em CCD, sendo que as fragcdes 8/12 (90,0 mg) foram recristalizadas a quente em
acetato de etila com gotas de metanol e apds filtracdo em funil de placa sinterizada sob vacuo
e lavagem com metanol gelado, obteve-se a substancia 17 (a-c) [79,0 mg, PF: 210-212 °C].

As fragdes 31/40 (115,0 mg) apds solubilizadas em acetato de etila a quente para a
recristalizacdo com gotas de acetona, formaram um sélido pastoso de coloracdo branca que
apos filtragdo forneceu a substancia 18 [66,0 mg, PF: 283-285 °C - lit.: 282-285 °C (AHMAD
& RAHMAD, 1994)].

Um resumo dos processos de isolamento das substancias da fracaio AFRMH ¢
mostrado no Esquema 6 (p. 29).
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AFRMH - 4,60 ¢

CC (CHRCly MeOH)
44 fracoes
13 4-8 9-14 15-16 31-40
156,0 mg 143,0 mg 203,0 mg 378,0 mg 115,0 mg
Recristalizagdo
Filtragiio MeOH CC(CHyCly MeOH) CC (hexano: CHCls) em MeOH
Mistura de f 14+ 15 : 22 fracdes 47 fragBes 18
substancias ! 60,0 mg f 66,0 mg
alifaticas !
5% s.1p @ e . |
90,0 mg '
Recristalizagdo
em MeCQH
16 B s
45,0meg 17 (a-¢)
79,0 mg
— |

Esquema 6. Processamento da fragio AFRMH.
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3.3.2 Estudo quimico da fracio AFRMA

Esta fracdo foi aplicada ao topo de uma coluna se silica gel (70-230 mesh) eluida com
gradientes de hexano/acetato de etila e acetato de etila/metanol em polaridades crescentes,
obtendo-se 100 fracdes de 50 ml cada. Estas foram analisadas por CCD e reunidas em duas
grandes fracdes.

As fragdes 1/42 (2,30 g) continham uma mistura muito complexa de terpendides e
esterdides ndo sendo trabalhada.

As fragdes 43/100 (15,2 g) foram submetidas a cromatografia em coluna de silica gel
tipo flash (230-400 mesh), eluida com hexano, acetato de etila e aumento gradativo de
polaridade com metanol, finalizando com metanol, obtendo-se 42 fra¢des de 50 ml.

As fracdes 13/16 (162,0 g) resultantes dessa coluna forneceram um precipitado em
forma de placas que foi codificado como a substancia 19 [50,0 mg, PF: 290-292 °C — lit.: 290-
291 °C (ALVES et al., 1992)].

As fracoes 17/22 (1,08 g) foram reunidas por andlise em CCD e recromatografadas
em coluna empacotada com Sephadex LH-20, eluida de forma isocrdtica com metanol
fornecendo a substancia 2 [303,0 mg, PF: 210-212 °C].

Da reunido das fragdes 23/25 (26,0 mg) foi possivel obter uma mistura majoritdria das
substancias 20, 21 e outras em menor quantidade. Esta fracdo foi purificada por meio de
CCDP eluida com CHCl3/MeOH (9:1) [2x] dando origem a substancia 20 [4,5 mg, PF: 258-
260 °C —lit.: 272-273 (BUCKINGHAM, 1982)].

As fragdes 27/30 (11,5 mg) foram reunidas aplicadas em coluna silica gel tipo flash
(230-400 mesh) eluida com CHCIl3/MeOH (8:2) obtendo-se cristais incolores em forma de
agulha codificados como substincia 21 [7,0 mg, PF: 198-200 °C — lit.: 212-215 °C
(TSCHESCHE et al., 1979)].

As fracdes 32/36 (31,1 mg) foram reunidas e submetidas a coluna filtrante a vacuo de
silica gel (70-230 mesh) usando como eluente CHCl;/MeOH (8:2) onde foi possivel obter um
precipitado branco correspondente a mistura codificada como substancias 22+23 [14,0 mg].

Um resumo dos processos de isolamento das substincias da fracio AFRMA ¢
mostrado no Esquema 7 (p. 31).
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AFRMA -2070 g

CC (hexano ! AcCEMe O H)
100 fragdes
1-42 43-100
2,30 mg 1520¢
l CC (hexano!AcCOEMeOH)
........................... 47 fragoes
Mistura de esterdides e
terpendides
13-16 17-22 23-25 27.30 32-36
162,0 mg 1,08 ¢ 26,0 mg 11,50 mg 31,10 mg
19 2 20
50,0 mg 303,0 mg 4,50 mg Continua
P32
Sephadex LH-20 CCDP
MeOH (CHCI:MeOHS.1)
CCDF
(CHCI:MeOH/B.2)
HO, z 2 °. B amvsssrrelassrsrrrreen
NG ) 21
H .
u . il 7.0 mg
Bty
Z i F
n OHTCH

Esquema 7. Processamento da fragio AFRMA.
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3236
31,10 mg

CC (CHCT; MeOE/8:2)

22+23
14,0 mg

Continuacfo do Esquema 7. Processamento da fragio AFRMA.
3.4  Isolamento e Purificacio dos Constituintes de Palrconrea corizcea

Folhas de Palicourea coriacea foram coletadas na drea rural de Nova Andradina,
Estado do Mato Grosso do Sul (MS) em Janeiro de 2002. A identificacdo da espécie foi
realizada pelo botinico Gertd Hatchbach, do Museu Botinico Municipal de Curitiba, sendo a
exsicata depositada no herbario do MBM sob o registro de nimero 269517.

O material coletado, apds seco e moido (635,0 g), foi submetido a seguidas extragdes
com metanol por meio de macerag¢do a temperatura ambiente. A evaporacgdo do solvente em
evaporador rotativo originou o extrato metandlico das folhas (108,0 g) (Palicourea coriacea
Folha Metanol - PCFM) que apresentou forte resultado positivo ao ser revelado pelo reagente
de Dragendorff.

Visando uma semi-purificacdo dos alcaléides, o extrato metanélico foi suspendido em
500 ml de 4cido acético (10%), deixado por 24 horas em repouso e filtrado em celite. O
filtrado dcido foi basificado com NH4OH até pH = 9,0, e novamente, deixado em repouso por
mais 24 horas. Posteriormente esse extrato alcalino, foi extraido com CH,Cl; em funil de
separagdo, para obtengdo da fra¢do alcaloidal. Essa fra¢do foi seca com Na;SO4e concentrada,
obtendo-se 40,0 g de residuo.

O residuo foi cromatografado em coluna de silica gel (70-230 mesh) eluida
inicialmente com cloroférmio e em gradiente com metanol, finalizando com metanol. Foram
coletadas 6 grandes fra¢des de 250 ml cada. Estas fragoes foram analisadas por CCD e nao
mostraram similaridade entre si, sendo entdo trabalhadas separadamente.

A primeira fragdo (1,70 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel (230-
400 mesh) eluida com gradientes de hexano, cloroférmio e metanol. Foram coletadas 50
fragdes de 50 ml cada. As fragdes de 25/31 forneceram cristais amarelos codificados como
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sendo substancia 25 [116,0 mg, PF: 130-132 °C]. As fracdes 32/37 (26,0 mg) foram
submetidas a CCDP eluida com CHCl;:MeOH (9:1) por duas vezes, fornecendo a substancia
26 [4,40 mg] e 27 [6,40 mg]. As fracdes 45/47 (65,0 mg) passaram por um processo de
recristalizacdo em metanol a quente com gotas de acetona fornecendo a mistura das
substancias 27 e 28 [8,80 mg].

A fracdo 2 apds a evaporagdo (2,80 g) forneceu uma grande quantidade de precipitado
que basicamente consistia de uma unica substancia. Esta foi cromatografada em coluna de
silica gel (70-230 mesh) sob pressdao atmosférica eluida com CHCl;:MeOH (9:1) obtendo-se
32 fragdes de 50 ml cada. As fragdes 9/14 forneceram um precipitado branco e amorfo que se
tratava da substancia 1 [47,0 mg], as fracdes 15/32 forneceram cristais incolores em
abundancia que foram separados da dgua mae com auxilio de uma pipeta pasteur fornecendo
a substéncia 24 [(350,0 mg, PF: 232-234 °C)].

A fracado 3 (2,3 g) foi cromatografada em silica gel eluida inicialmente com o sistema
CHCI5:MeOH (9:1) até CHCI3:MeOH (1:1) e gerou 103 fracdoes de 50 ml, sendo que as
fracdes 15/16 forneceram um material de coloracdo avermelhada em pouca quantidade
codificada como substancia 29 [(4,40 mg, PF: 294-296 0C)].

A fracdo 4 (730,0 mg) foi cromatografada com a mesma metodologia descrita para a
fracdo 3. Foram obtidas 22 fracdes de 50 ml. As fragdes 21/31 foram submetidas a
recristalizacdo fornecendo cristais em forma de agulhas amarelas codificadas como mistura
das substancias 30 e 31. Estas foram purificadas através de CCDP eluida com CHCIl;:MeOH
(9,5:0,5) e gotas de 4cido acético [3x] e apds a raspagem foram obtidas separadamente as
substancias 30 [(5,0 mg, PF: )] e 31 [(12,0 mg, PF: )].

A fracdo 5 (2,2 g) foi recristalizada em acetona fornecendo um precipitado branco em
abundancia. Este precipitado solivel em DMSO a quente foi lavado vérias vezes com acetona
em funil de placa sinterizada resultando na substancia 32 [(260,0 mg, PF: 230-232 0C)].

A frag@o 6 (5,70 g) ndo foi trabalhada, sendo reservada para estudos posteriores.

Um resumo dos processos de isolamento das substancias do extrato PCFM € mostrado
no Esquema 8 (p. 33, 34 e 35).

Folhas PCFM | Extrato aquoso
6350 g 108,0 g g acido

A 4

Extragdo com MeOH Adig¢do de HOAc (10%)
Evaporagdo Repouso por 24 horas
Filtragdo em celite

Adi¢do de NH,OH

Repouso por 24 horas
Secagem com Na»SOy
Extragdo com CH,Cl,

_ 6 fragdes CC (CHCl5:MeOH) Fracdo alcaloidal
CO’”;’;”“ ] 250 ml 40,0 g
p-

Esquema 8. Processamento da fracio PCFM.
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15-16
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25-31 3337 45-47 8,80 me
26,0 mg 65,0 mg EEENENNNNE
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Continuacao do Esquema 8. Processamento da fra¢io PCFM.
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4 6
730,0 mg 5,70 mg
21-31
CHCl;:MeOH Nao trabalhada
(9,5:0,5) e gotas de
HOAc [3x]
30 31
5,0 mg 12,0 mg

Continuacio do Esquema 8. Processamento da fragao PCFM.
34 Ensaio da Atividade Antioxidante

3.4.1 Geral

O método utilizado para avaliacdo da atividade antioxidante foi o adaptado de
MENSOR et al., (2001). Este ensaio é feito por meio de reagcdes usando o radical livre estdvel
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), em um processo fotométrico guiado pela descoloracdo da

amostra (Figura 7; p. 35).
NS
IIlI

O,N i NO,

DDPH

OH

OH .
DPPH DPPH—H
OH , o°
R

R

Figura 7. Molécula de DPPH e esquema mostrando sua reducao pelo flavondide.
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A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada no Laboratério de Sintese e
Quimica Medicinal, sob supervisdo da Prof*. Dr*. Aurea Echevarria (Instituto de Ciéncias
Exatas - Departamento de Quimica — UFRRI).

Para realizacdo do ensaio foram utilizados os padrdes rutina e quercetina doados
gentilmente pela doutoranda Regina L. P. Lianda (PPGQO-UFRRJ) e, o radical DDPH da
marca Sigma/USA. Para solubilizacdo das amostras e padroes foi utilizado metanol grau P.A.
marca Vetec. As leituras foram feitas em espectrofotdometro ELISA (Bio-Rad Laboratories,
Model 680, Microplate Reader).

3.4.2 Preparo das amostras

Aliquotas dos extratos brutos, fracdes, substancias isoladas, padroes e DDPH foram
solubilizadas em metanol para a preparagdo das solugdes estoque. Foram utilizadas
concentracdes de até 100 pug /ml para extratos e fracdes e de at€¢ 100 uM para substincias
isoladas e padrdes. Foram avaliados os extratos AARM (Andira anthelmia Raiz Metanol) e
AFRM (Andira fraxinifolia Raiz Metanol), as fragdbes AARMB (Andira anthelmia Raiz
Metanol Butanol), AARMM (Andira anthelmia Raiz Metanol Metanol), AFRMA (Andira
Jraxinifolia Raiz Metanol Acetato de Etila) e AFRMM (Andira fraxinifolia Raiz Metanol
Metanol) e as substancias isoladas 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20, 21, 22 ¢ 23 (ver p. 39 ¢
147). A partir das solucdes estoque foram realizadas diluicdes para concentracdes de 100;
50,0; 25,0; 10,0; 0,1 € 0,01 uM para substancias isoladas e os padrdes e 100; 50,0; 25,0; 10,0;
0,1 € 0,01 pg/ml para extratos e fracdes. O DDPH foi utilizado na concentragdo de 0,3 uM.

3.4.3 Preparo do teste

As amostras em estudo foram adicionadas em doses crescentes, obtidas por dilui¢des
até 100 uM (substancias isoladas) e até 100 pg/ml (extratos e fracdes) aos pocos, em
triplicata. Em seguida foi adicionado 0,29 uLL de DDPH a 0,3 uM aos pogos. A reagdo foi
mantida no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos. O DPPH é um radical livre,
estavel a temperatura ambiente e produz uma coloracdo violeta em metanol, sendo reduzido
na presenca de molécula antioxidante, dando origem a uma soluc@o descolorida. Apds esse
periodo a placa foi entdo, analisada em espectrofotdmetro Elisa a 570 nm, onde foram obtidos
os valores de absorbancia. A determinacdo do ECs, foi realizada a partir de no minimo 3
ensaios independentes.

A porcentagem de atividade antioxidante (AA) foi calculada segundo a expressao:

%AA = 100 - {[(Absamostra_ Absbranco) X 100] / Abscontrole}

Para o branco foi utilizado 0,29 pL de metanol e 71 pL da solu¢do da amostra. A
solucdo de DPPH (0,29 uL; 0,3 uM) em metanol (71 pL) foi utilizada como controle
negativo. As solucdes de quercetina e rutina foram utilizadas como controle positivo.

3.4.4 Andlise estatistica
Os valores de CEsy (concentracdo efetiva que inibe 50% da atividade do radical livre
formado) foram calculados por regressdo linear dos dados experimentais onde o eixo da

abscissa representa as concentragdes da amostra e o eixo da ordenada mede a porcentagem de
atividade antioxidante. Esses valores de CEs, obtidos por regressao linear mostraram um bom
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coeficiente de correlagdo (r > 0,95). Os tratamentos estatisticos dos dados de no minimo trés
experimentos independentes; sendo o CEsy o valor médio obtido dessas experiéncias, foram
expressos em CEsg + desvio padrao (DP). Nos experimentos foi assumida margem de erro <
10%.

3.5 Avaliacao da Atividade Anti-helmintica

Esse experimento procurou investigar o efeito nematicida das fracOes geradas pelo
fracionamento do extrato metandlico e das substincias isoladas, através de um
biomonitoramento utilizando como modelo experimental camundongos naturalmente
infectados pelo nematdide Aspiculuris tetraptera. Diversos autores t€m ressaltado a
facilidade de disseminacdao de A. tetraptera em grandes criacdes de roedores, sendo
freqiientemente encontrados parasitando o intestino de camundongos mantidos em biotério
(ZENNER & REGNAULT, 2000).

Figura 8. Exemplares da espécie Aspiculuris tetraptera, onde na extremidade anterior (A)
observa-se o bulbo esofagial e as asas cervicais desenvolvidas; extremidade posterior do sexo
masculino (B); e extremidade posterior do sexo feminino (C) (40X).

3.5.1 Animais
Foram utilizados lotes de camundongos albinos, de ambos os sexos, pesando em torno

de 25 g, oriundos da Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ e mantidos no biotério do Instituto
de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, até a execugdo do experimento.
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3.5.1 Execucao do teste

Os ensaios foram realizados no Laborat6tio de Atividade Anti-helmintica de Plantas
sob supervisdo do Prof. Dr. Hélcio Resende Borba (Instituto de Biologia — UFRRJ). Um total
de 100 camundongos albinos SW foram mantidos em gaiolas coletivas de polipropileno, nas
quais, a limitacdo das medidas de higiene possibilitou o nivel desejado da infec¢do natural
pelo nematdide A. tetraptera. Para os testes foram utilizados grupos de 10 camundongos,
machos e fémeas, com peso compreendido entre 20 e 22 g. As gaiolas eram dotadas de piso
telado, com o objetivo de facilitar a coleta didria de fezes. Foram utilizadas doses de 12,0 e
24,0 mg kg™ para as fracdes de acetato de etila, butanol e metanol (obtidas do fracionamento
das raizes de A. anthelmia) e doses de 2,0 mg.kg'1 para as substancias 2, 8, 10, 11 e 12 (ver p.
39 e 147). As fracdes e substancias isoladas foram solubilizadas em dgua destilada com
auxilio de ultrasom e aplicadas por via intragéstrica, no volume de 0,04 ml.g”, com emprego
de sonda de polietileno, durante trés dias consecutivos a cada camundongo dos lotes
experimentais (AMORIM & BORBA, 1990). As fezes de cada gaiola foram coletadas
diariamente, processadas em tamis de malha 125 um e examinadas sob microscépio do tipo
estereomicroscopio Wild M-5, visando a contagem de A. fetraptera eliminados do 2° ao 5°
dia, perfazendo um total de quatro exames fecais. Dois lotes de 10 camundongos serviram
como controle, sendo que um deles recebeu doses de mebendazol (Pantelmin®, Janssen-Cilag)
em trés dias consecutivos (20 mg.kg"') e o outro recebeu apenas o veiculo (0,04 ml.g"),
objetivando avaliar a eliminagdo expontanea do helminto. No quinto e dltimo dia dos testes,
os animais foram eutanasiados por inalacio de vapores de éter etilico e necropsiados,
examinando-se o contetido do intestino grosso (exame coproparasitolégico), de modo a
avaliar-se o nimero de A. tetraptera remanescentes (AMORIM et al., 1987). O resultado foi
expresso em termos percentuais de eliminacdo de A. tetraptera, considerando-se para o
calculo o ndmero de helmintos apurados na contagem fecal em relacdo ao nimero total de
helmintos eliminados nas fezes e a necropsia.

3.5.2 Analise estatistica
No teste de atividade anti-helmintica, os resultados sofreram transformagdo angular e

foram comparados com valores encontrados no lote controle empregando-se o teste ¢ de
“Student”. O nivel de significancia adotado foi **p<0,05 e *p<0,01.
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4.1

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Substancias Isoladas das Raizes de Azd7ra anthelmia

12 13
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4.1.1 Derivados obtidos a partir das substancias isoladas das raizes de 4. ans/elmia

4.1.1.1 Determinacio estrutural das substincias isoladas e derivados
4.1.1.1.1 Identificacao da substancia 1

A andlise do espectro registrado na regidao de IV da substancia 1 (Figura 9; p. 42)
revelou bandas de absorcio em 3424 cm’ (estiramento O-H), 2928 cm’ e 2866 cm’
(grupamentos CH; e CH3), 1693 cm’! (estiramento C=0) e 1036 cm’! (estiramento C-O).

O espectro de RMN de 'H (Figura 10; p. 42) mostrou sinais que podem ser atribuidos
as sete metilas alifdticas com deslocamentos quimicos em 8y 0,88; 0,96 (x2); 1,02 (x2) e 1,04
(x2). O sinal em 0y 3,45 correspondente ao hidrogénio H-3, apareceu como um tripleto com
J=8,0 Hz, sugerindo sua posicdo axial em relacdo ao grupo hidroxilico. Também foi
observado nesse espectro, um singleto largo em 8y 5,48, referente ao hidrogénio olefinico H-
12 e um dubleto em dy 2,63 com J = 12,0 Hz resultado do acoplamento entre os hidrogénios
H-18 e H-19, caracteristico de triterpendides pentaciclicos com esqueleto do tipo urs-12-eno.

Outra caracteristica importante de triterpenos pertencentes a classe dos ursanos é o
sinal do carbono sp2 quaterndrio em ¢ 139,24 (C-13). Este carbono recebe uma maior
protecdo devido ao efeito Yy exercido pela metila ligada ao C-19. Nos espectros de RMN de
C-BBD (Figura 11 e 12; p. 43), incluindo experimento de DEPT 135° (Figura 13, p. 44),
também foi detectada a presenca dos carbonos metinico sp2 em Ocy 125,62, carbindlico em
Ocu 78,10 (C-3) e carboxilico em dc—o 179,94 (C-28). Os demais sinais sdo de carbonos sp3
quaterndrios, metinicos, metilénicos e metilicos. Estes dados foram comparados com os
descritos na literatura (KRIWACKI & PITNER, 1989) (Tabela 3; p. 41) e estdo de acordo
com a estrutura proposta para o acido ursélico (dcido-3-B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico, 1). Este
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triterpeno, muito comum em plantas, estd sendo registrado pela primeira vez no género

Andira.

acido ursdlico (1)

Tabela 3. Dados de RMN de "*C (50 MHz) da substancia 1

&

&

(KRIWACKI 1 (KRIWACKI 1
& PITNER, & PITNER,
C 1989)* C 1989)*
S¢c dc S¢c dc
1 38,99 39,04 16 24,83 24,88
2 27.98 28,07 17 47,96 48,02
3 78,04 78,10 18 53,45 53,51
4 38,90 39,38 19 39,87 39,47
5 55,73 55,78 20 39,30 39,04
6 18,71 18,76 21 30,98 31,04
7 33,47 33,55 22 37,35 37,25
8 39.92 39,02 23 28,74 29,98
9 47,96 48,02 24 16,49 16,54
10 37.35 37,41 25 15,58 15,66
11 23,56 23,61 26 17,43 17,42
12 125,57 125,62 27 23,83 23,88
13 139,17 139,24 28 179,86 179,94
14 42,40 42,47 29 17,50 17,51
15 28,73 28,73 30 21,40 21,39
*: CsDsN

COOH
28
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Figura 13. Espectro de RMN de "°C (50 MHz, DEPT 135°, CsDsN) de 1.

4.1.1.1.2 Identificacdo da substancia 2

No espectro de IV de 2 (Figura 14; p. 46) foram observadas bandas de absorcdo em
1653 cm™ (estiramento C=0 de carbonila conjugada), 1618 cm™ (estiramento C=C de ligacdo
dupla conjugada 2 carbonila), 1565, 1514 e 1439 cm™ (estiramento C=C de anel aromético) e
1248 cm’! (estiramento C-0).

O espectro de RMN de 'H da substancia 2 (Figura 15; p. 46) mostrou cinco sinais na
regido de deslocamento de hidrogénios de sistema aromético, além de uma absor¢do em dy
12,91 indicando hidroxila quelada e outra em &y 3,77 com integra¢do para 3 hidrogénios,
indicando a presenga de grupamento metoxilico. O par de dubletos em dy 6,21 (H-6) e oy
6,36 (H-8) com J=2,0 Hz atribuidos aos hidrogénios do anel A juntamente com o par de
dubletos oy 6,97 (H-3,5") e &y 7,47 (H-2°,6’) com J=10,0 Hz, compativeis ao de um sistema
AA’BB’, e o singleto em Oy 8,33 correspondente ao H-2 permitiram sugerir o esqueleto de
uma isoflavona. O valor do deslocamento quimico dos hidrogénios H-3’ e H-5" para campo
mais alto do que os hidrogénios H-2’ e H-6" sugeriram o grupo oxigenado sustentado por C-
4’. A localizacao do grupo metoxilico foi definida através da andlise dos sinais de NOE no
espectro obtido com o experimento de NOEDIFF (Figura 16; p. 47). O espectro resultante
deste experimento através da irradiacdo na freqiiéncia da metoxila, apresentou sinal de NOE
em Oy 6,97 (H-3",5’) justificando sua localizagdo em C-4’¢, portanto do grupo hidroxilico em
C-7.

O espectro de RMN de "*C-BBD deste flavonéide (Figura 17; p. 47) revelou sinal
correspondente ao carbono carbonilico dc-o 180,12 (C-4), os carbonos oxigenados d¢ 162,01
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(C-5) e &¢c 164,44 (C-7) e distinguiu os sinais dos carbonos metinicos em dcy 99,06 (C-6) e
dcu 93,75 (C-8). Os dados desse espectro também permitiram confirmar a proposta pelo
deslocamento caracteristico em dcy 154,64 atribuido ao C-2.

A formula molecular C;sH;,0s foi confirmada pelo pico em m/z 284 observado no
espectro de massas (Figura 18; p. 48). A fragmentacdo mais caracteristica de todos os
flavonéides foi atribuida a clivagem no anel C pelo rearranjo retro Diels-Alder fornecendo o
fragmento m/z 132 (20%), sendo compativel com fragmento envolvendo o anel B metoxilado
(Esquema 9; p. 48).

Todos os dados discutidos e comparados com a literatura (SILVA et al., 2000) (Tabela
4; p. 45) permitiram caracterizar este flavondide como a biochanina A ou 5,7-diidroxi-4’-
metoxiisoflavona (2), isolada com bastante freqiiéncia no género Andira, como descrito na
revisdo deste trabalho (item 2.1.2).

™~ 0OCH;

biochanina A (2)

Tabela 4. Dados de RMN de "*C (50 MHz) da substéncia 2

&

(SILVA eit al., 2
C 2000)
dc Oc Oy (mult.; J Hz)

2 154,93 154,64 8,33 (s)

3 122,80 122,95 -

4 180,49 180,54 -

5 161,70 162,01 -

6 99,86 99,06 6,21 (d; 2,0)

7 163,0 164,44 -

8 94,69 93,75 6,36 (d; 2,0)

9 157,32 157,62 -

10 106,24 106,06 -

1' 122,31 121,95 -

2' 130,25 130,17 7,48 (d; 10,0)

3 113,84 113,71 6,97 (d; 10,0)

4' 159,30 159,19 -

5' 113,84 113,71 6,97 (d; 10,0)

6' 130,25 130,17 7,48 (d; 10,0)
4'-OCH;, 55,25 55,18 3,77 (s)

5.0H - - 12,91 (s)
*: DMSO-dg
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Esquema 9. Proposta de fragmentacao para a substancia 2.
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4.1.1.1.3 Transformacoes quimicas na substiancia 2
* Derivado 2A

O espectro de RMN de 'H (Figura 19; p. 50) indicou a formagio do derivado 2A
(Esquema 10; p. 49) pela presenca de um sinal adicional de grupo metoxilico na molécula. Os
sinais apareceram como dois singletos em Oy 3,83 e Oy 3,86 sendo um deles ligado no C-4
(presente na molécula original) e o outro substituindo no C-7, confirmando a incorporagao do
diazometano no fenol livre (HO-7) (Tabela 5; p. 50).

No espectro de RMN de "“C-BBD (Figura 20; p. 51) observou-se que a troca da
hidroxila no carbono C-7 por uma metoxila, ndo gerou modificacdo significativa nos
deslocamentos quimicos nos carbonos ipso e orto, resultado que pode ser justificado pela
variacdo no uso de solventes na obtencdo desses espectros (MARKHAM et al., 1982). O
efeito do solvente revelado pela comparagdo de espectros obtidos em CDCl; e DMSO-dg
permitiu observar desprote¢do (Adc= +0,9 ppm) no carbono que sustenta o grupo metoxilico
(carbono ipso) e prote¢do de Adc=-1,75 ppm e Adc= -2,41 ppm nos carbonos orto C-6 ¢ C-8,
respectivamente.

No espectro de massas (Figura 21; p. 51) os picos representantes de fons formados a
partir do fon molecular [m/z 298 (100%)] podem ser justificados pela eliminacdo de unidade
estrutural representada pela perda de 30 (H,CO) [m/z 269 (19%)] e a tipica fragmentacdo do
anel C pelo rearranjo retro Diels-Alder [m/z 166 (11%)], semelhante a fragmentacdo
observada para 2.

ETAPA 1

ETAPA 2

5-hidroxi-4',7-dimetoxiisoflavona (2A)

Esquema 10. Mecanismo de reacdo com diazometano para formagao de 2A.
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Tabela 5. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) da substancia 2A

2A
C d¢ O (mult., J Hz)
2 152,60 7,82 (s)
3 123,49 -
4 180,74 -
5 162,58 -
6 98,11 6,34 (s))
7 165,43 -
8 92,28 6,25 (s))
9 157,85 -
10 109,18 -
I 122,82 -
2,6 130,01 7,43 (d; 8,0)
3.5 114,0 6,95 (d; 8,0)
4 159,70 -
4’-OCHj; 55,26 3,82 (s)
7-OCH; 55,71 3,82 (s)
HO-5 - 12,85 (s)
s 223895553 % o
T N R =1 g
= |5
S |2
HO-5
e
0.93 6.73
[ [
T T T ULRRRNRERRR T T T T IR R R
13 12 11 10 9 3

Figura 19. Espectro de RMN de 'H (200MHz, CDCl;) de 2A.
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=  Derivado 2B

A acetilacdo da hidroxila quelada HO-5 e da hidroxila HO-7 gera maior desprotecao
nos hidrogénios H-6 e H-8 localizados em posi¢do orfo no anel A (MABRY et al., 1970),
como conseqiiéncia da atenuagdo do efeito mesomérico promovido pela deslocalizacao dos
elétrons nao compartilhados do atomo de oxigénio devido a presenca da carbonila do grupo
acetoxila. O espectro de RMN de 'H (Figura 22; p. 53) mostrou que a formacio do produto
foi completa, pela presenca de dois sinais relativos aos grupos acetoxilas em 8y 2,32 e oy 2,40
e a auséncia da hidroxila quelada HO-5.

ApGs a acetilagdo das hidroxilas em C-5 e C-7, o espectro de RMN de “C-BBD
(Figura 23; p. 54) do derivado 2B apresentou mudancas nos deslocamentos quimicos
correspondentes aos carbonos ipso (protegdo Adc= -5,0 ppm), orto (desprote¢do, Adc= +9,0
ppm) e para (desprotecio Adc= +8,0 ppm) como esperado (MARKHAM, 1989). Nestes
valores inclui-se o efeito de solvente, ja que, segundo (MARKHAM et al., 1982), nos
espectros dos flavondides o valor do deslocamento quimico dos carbonos individualmente
aumenta 0,5 ppm quando o solvente é trocado de CDCl; para DMSO-d¢ (Tabela 6, p. 53).

O espectro de massas (Figura 24; p. 54) revelou picos significativos em m/z 326
(100%) devido a fragmentacdo do grupo acetoxila com perda ceteno (O=C=CH,) e
fragmentacdes atribuidas a clivagem no anel C pela reacao retro Diels-Alder; m/z 152 (3,5%)
e m/z 132 (12%), além do pico referente ao fon molecular m/z 368 [M™].

ETAPA 1
) x
2X 7 =
\N * ¢ N ‘
.o + 1‘\1
H
ETAPA 2

5,7-diacetil-4'-metoxiisoflavona (2B)

Esquema 11. Mecanismo proposto para acetilacao de hidroxilas fendlicas.
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) da substancia 2B

2B

C dc Oy (mult.; J Hz)

2 150,60 7,85 (s)

3 126,07 -

4 174,59 -

5 157,64 -

6 108,99 6,83 (d; 2,0)

7 159,70 -

8 108,99 7,22 (d; 2,0)

9 151,48 -

10 113,72 -

1’ 123,52 -
2°,6° 130,28 7,38 (d; 8,0)
3’5 114,0 6,94 (d; 8,0)

4 153,66 -

4’-OCH; 55,29 3,81 (s)
AcO-5 21,11 2,46 (s)
AcO-7 21,11 2,34 (s)
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) de 2B.
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=  Derivados 2C e 2D

No espectro de IV dos produtos 2C+2D (Figura 27; p. 60) foram observadas bandas de
absor¢do em 3433 cm’! (estiramento O-H), 1635 cm’! (estiramento C=0 para carbonila nio
conjugada), 1620, 1561, 1538, 1513 e 1494 cm™! (estiramento C=C de sistema aromatico),
1179 cm™ (estiramento C-O) e 660 cm’! (estiramento C-I).

A formacao dos produtos 2C+2D foi proposta com base nos picos observados no CG
(Figura 39; p. 71) (Tr 19 min. e Tgr 25 min.), que facilitou a anélise dos sinais observados nos
espectros de RMN de 'H e °C.

A anilise comparativa entre os dados de RMN de 'H e "°C dos produtos 2C+2D com
dados da substancia original (2A) permitiu confirmar a reacdo (Esquema 12; p. 58) pelas
modificacOes significativas nos respectivos espectros.

O espectro de RMN de 'H dessa mistura (Figuras 28 e 29; p. 60 e 61) mostrou sinais
de absor¢c@o na regido aromdtica, sendo dois pares de dubletos referentes a dois sistemas
aromdticos semelhantes, cujas multiplicidades revelaram acoplamento compativel ao de um
sistema AA’BB’: &y 6,96 (d, J=8,9, H-3",5") ¢ 0y 7,40 (d, J=8,9 H-2",6") [2C] e oy 6,89 (d,
J=8,9, H-3’,5") e &y 7,42 (d, J=8,9, H-2’,6’) [2D]. O mapa de contornos do "Hx'H-COSY
(Figura 30; p. 62) foi usado para confirmacdo das interacdes spin-spin destes dtomos de
hidrogénio. Ainda na regido de absorcdo de hidrogénios em anel aromdtico, nota-se a
presenca de um singleto em 8y 6,23, atribuido a um hidrogénio do anel A de um dos produtos
(2C). Os sinais em &y 12,18 e 12,81 (s) referentes a duas hidroxilas queladas e os sinais de
dois singletos na regido de freqiiéncia média referentes a dois hidrogénios metinicos nao
aromadticos e substituidos por fung¢do oxigenada em dy 5,18 (s, H-2) [2C] e dy 5,21 (s, H-2)
[2D], com integracdes diferentes, também indicaram a presenga dos produtos 2C+2D. Esses
sinais representando hidrogénios ligados a dois respectivos carbonos em =~ ¢ 106,0 ppm
também garantem a mistura dos produtos 2C+2D. Os sinais adicionais na regido de
freqiiéncia baixa foram atribuidos as metoxilas, substituindo respectivamente nos carbonos
dos anéis A em dy 3,96 (C-7) [2C] e &y 3,97 (C-7) [2D]; B em dy 3,86 (C-4’) [2C e 2D]; oy
3,63 (C-2)[2Ce2D] e Cem 843,21 (C-3) [2C] e &y 3,19 (C-3) [2D].

O experimento de NOEDIFF (Figura 31; p. 63) serviu para identificar a configuracdo
relativa (R,S) dos hidrogénios em C-2 e C-3 (Figura 25; p. 56). A irradia¢io em oy 3,63
(H3;CO-2, 2C e 2D) gerou NOE em H-2 (8y 5,22 e 5,18); em &y 3,19 (H;CO-3, 2D) gerou
NOE em H-2",6’ (84 7,42) e em HO-5 (dy 12,18); irradiagdo em oy 3, 86 (H;CO-4’, 2C ¢ 2D)
e Oy 3,96 (H3CO-7, 2C) gerou NOE em H-3",5" (dy 6,98) e H-6 (dy 6,23), respectivamente.
Irradiag¢do em dy 3,21 (H3CO-3) de 2C gerou NOE em oy 5,18 (H-2), oy 7,40 (H-2°,6’) € em
HO-5 (dy 12,81). O NOE observado no H-2 com irradiagio em H;CO-3 justifica a
configuracgdo relativa trans H;CO-2/ H3;CO-3, ou seja, rel-2R, 3S. Nenhum sinal foi observado
no espectro obtido pela irradiacdo em oy 3,97 (H;CO-7 de 2D); por outro lado o dubleto em
Oy 6,96 (H-3",5") foi observado no espectro obtido pela irradia¢do em 8y 3,86 (H;CO-4" de
20).
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R=H (20)
R=1(2D)

Figura 25. Projecdo de Newman mostrando a configuracio relativa para as substancias 2C e
2D.

Os espectros de RMN!*C-BBD e DEPT 135° (Figuras 32, 33 e 34; p. 64, 65 e 66)
juntamente com o espectro de HMQC (Figura 35; p. 67) permitiram distinguir a mistura pelo
aparecimento de 34 sinais carbono. A localizacdo das funcdes oxigenadas nos carbonos
quaterndrios aromaticos é visivel pelos valores dos deslocamentos quimicos em torno de d¢
156,0-166,0. Os produtos possuem o mesmo padrdao de oxigenacdo no anel B, com sinais em
Ocu 113,50 (C-3°,5’) e dcy 130,19 (C-2°,6") [2C] e Ocy 113,63 (C-3°,5") € d¢cu 130,22 (C-
2°,6’) [2D]. A comparagdo entre os valores dos deslocamentos quimicos dos espectros de
RMN de *C aliado ao mapa de contornos do HMBC (Figuras 36, 37 e 38; p. 68, 69 e 70)
permitiu atribuir inequivocamente esses dados e observar mudancas significativas nos
deslocamentos quimicos entre carbonos quaterndrios aromadticos oxigenados: dc 159,84
[2C])/159,67 [2D] (C- 4°), dc 166,03 [2C]/163,61 [2D] (C-5) e dc 165,76 [2C]/167,02 [2D]
(C-7); quaterndrios oxigenados saturados: d¢c 80,47 [2C]/80,16 [2D] (C-3) e quaterndrios
ligados ao iodo: &c 64,85 [2C]/70,61 [2D] (C-8) e dc 73,39 [2D] (C-6). Estas modificacdes
tornam-se compreendidas quando se observa os efeitos do 4tomo de iodo nos carbonos ipso,
orto, meta e para através da comparacdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos do
benzeno e do iodobenzeno (Figura 26; p. 56). Essas modificacdes podem ser analisadas,
considerando-se a incorporacdo do iodo em C-8, observando-se o efeito de prote¢do de Ad¢c~ -
33,2 ppm no carbono ipso devido ao aumento de densidade eletronica sobre esse carbono. Os
mesmos efeitos sdo também verificados na substancia 2D, que contem o dtomo de iodo
localizado em C-6 e C-8 (Tabela 7; p. 59).

As posigdes corretas ocupadas pelos dtomos de iodo nos componentes da mistura dos
derivados iodados 2C e 2D foram confirmadas pelo mapa de contornos do HMBC (Figuras
36, 37 ¢ 38; p. 68, 69 e 70). Em 2C o H-6 (0y 6,23) apresenta correlacdes (Jen) com C-8 (O¢
64,85) e (2JCH) C-5 (8¢ 166,03) respectivamente. Do mesmo modo, em 2D observou-se as
correlagoes (Jen) entre HO-5 (84 12,81) e carbono que sustenta o iodo C-6 (8¢ 73,39).

Sc 138.4
Adc= 96.2-128.5= -32.3 ppm (ipso)

I 138.4-128.5= 9.9 ppm (orto)
oc131.1 —> ~— 5 962 131.1-128.5= 2.6 ppm (meta)
5 128.5 S 128.1 ; SR 128.1-128.5=-0.4 ppm (para)

Figura 26. Efeito nos deslocamentos quimicos nos C do anel benzeno quando um
hidrogénio € substituido por um atomo de iodo.
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A presenca do sinal do carbono C-2 em torno dcy 106,31 [2C] e d¢cu 106,36 [2D]
permitiu deduzir a incorporacdo de grupo oxigenado também nessa posi¢do gerando CH de
acetal. Pelo do mapa de contornos do HMQC (Figura 35; p. 67) foi possivel estabelecer as
correlagdo diretas dos carbonos metinicos C-2 de 2C e 2D com os respectivos hidrogénios:
Oc/8u 106,31/5,18 [2C] e 8c/0n 106,36/5,21 [2D] e C-6 de 2C: d¢/dy 93,96/6,23.

A posicao correta das metoxilas foi definida pelas interacdes heteronucleares a longa
distancia (*Jen) entre H3CO-2 (8y 3,36) e C-2 (8cu 106,31); H3CO-3 (8y 3,21) e C-3 (8¢
80,47) valor tipico de metoxila ligada a carbono sp3; H3;CO-4" (0y 3,86) e C-4” (8¢ 159,84);
H3CO-7 (8y 3,96) e C-7 (&¢c 165,76) para a substincia 2C, e, H;CO-2 (8y 3,36) e C-2 (dcu
106,36); H;CO-3 (84 3,19) e C-3 (8¢ 80,16); H;CO-4" (dy 3,86) e C-4’ (8¢ 159,67); H;CO-7
(On 3,97) e C-7 (8¢ 167,02) para a substancia 2D.

Evidéncia dos produtos 2C+2D foi a presenca de dois picos [Tr 19,0 min (58.14%) e
Tr 25, 3 (41.86%)] cujos respectivos espectros de massas (Figuras 40 e 41; p. 71 e 73)
apresentam os seus M e os demais fragmentos informados nos Esquemas 13 (p. 72) e 14 (p.
74).

As citagdes sobre propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de flavondides tém sido
freqlientes na literatura. S@o sempre utilizadas como exemplo na aplicacdo das novas
metodologias de investigacdes cientificas quanto as propriedades de substancias naturais. O
uso de reagdes para modificacdo estrutural ou incorporagdo de grupos funcionais em
estruturas de produtos naturais € um meio de avaliar a possibilidade de melhorar as atividades
desses constituintes, além de fornecer informagdes para elucidacdo estrutural, conduzir a
obtencdo de novas substincias e, inclusive, permitir a avaliacdo de novos dados
espectrométricos. A incorporacdo de iodo em flavondides tem sido usada para a obtencao de
precursores sintéticos de biflavondides via reagdo radicalar (ALI & ILYAS, 1986).

Os produtos dessa reacdo com isoflavonas sdo diferentes dos de flavonas (SILVA,
2002), porque ocorre a adi¢ao de metoxilas na enona. Esta € a primeira vez que se descreve a
incorporacdo de dtomos de iodo em isoflavonas. Todos os dados espectrométricos discutidos
acima, permitiram confirmar a estrutura proposta dos derivados inéditos rel-2R,3S-5-2,3,7,4’-
tetrametoxi-8-iodoisoflavona (2C) e rel-2R,35-5-2,3,7,4 -tetrametoxi-6,8-diiodoisoflavona
(2D) obtidos a partir da reagcdo realizada com um derivado da isoflavona natural conhecida
como biochanina A, isolada de vérias espécies de Andira.

OCHj
rel-2R,3S-5-hidroxi-2,3,7,4'-tetrametoxi rel-2R,3S-5-hidroxi-2,3,7,4'-tetrameto
-8-iodoisoflavona (2C) -6,8-diiodoisoflavona (2D)
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OCH;

K-OH

ETAPA 2 - Substitui¢do aromatica eletrofilica (Halogenagao)

OCH3

2B-1 intermedidrio para formagdo de 2C 2B-2 intermedidrio para formacao de 2D

ETAPA 3 - Adi¢do de OCHj e I na dupla da enona.

Esquema 12. Mecanismo proposto para a formacdo de 2C e 2D.
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ETAPA 4 - Eliminagdo do I e formagdo do 6nio para ataque por outra molécula de metanol.

(Y
" H-0—CH3
H-0- CH3 o
1 1
oc OCH3 w H
H;CO ’ myco H3CO 0 ) H;CO 0y
OCH3 . OCH3
R Ar
on OfKI OH O
I OCH;
CH30 0S8 ; CH30
S g
L
0
OH /O OCH3
CHj

Mistura de enantibmeros
2C:Rel-2R,3R-5-hidroxi-2,3.4',7-tetrametoxi-8-iodoisoflavona
2D: Rel-2R,3R-5-hidroxi-2,3,4',7-tetrametoxi-6,8-diiodoisoflavona

Continuacao do Esquema 12. Mecanismo proposto para formacgao de 2C e 2D.

Tabela 7. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e de >C (125 MHz) dos derivados 2C e 2D

2C 2D
C HMOQC (")) HMBC (**)) HMOQC (")) HMBC (**))
8(: 81-1 8C 8H
2 106,31 5,18 (s) H,CO-2 106,36 5,21 (s) H,CO-2
3 80,47 - H,CO-3 80,16 - H,CO-3
4 192,92 - H-2 193,61 - H-2
5 166,03 - 5-OH, H-6 163,61 - 5-OH,
6 93,96 6,23 (s) 5-OH, 73,39 - 5-OH,
7 165,76 - H-6 167,02 - H,CO-7
8 64,85 - H-6 70,61 - 5-OH
9 157,47 - H-2 156,86 - H-2
10 102,89 - 5-OH, H-6 104,74 - 5-OH,
I 123,73 - H-3’, H-5° 124,50 - H-3’, H-5"
2,6 130,19 | 7,40 (d; 8.,9) - 130,22 7,42 (d; 8,9) -
3,5 113,50 | 6,96 (d; 8,9) - 113,63 6,98 (d; 8,9) -
4 159,84 - H-2’, H-6", 159,67 - H-2’, H-6",
H,CO-4° H,CO-4’
H;CO-2 | 57,43 3,36 (s) - 57,25 3,36 (s) -
H;CO-3 | 52,98 3,21 (s) - 52,91 3,19 (s) -
H;CO-4" | 55,28 3,86 (s) - 55,26 3,86 (s) -
H,CO-7 | 56,89 3,96 (s) - 60,92 3,97 (s) -
OH - 12,18 (s) - - 12,81 (s) -

* os valores dos deslocamentos quimicos podem estar trocados.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl53) de 2C+2D.
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Figura 31. Experimentos de NOEDIFF (200 MHz, CDCls) para 2C+2D.
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Figura 38. Expansdes do mapa de contornos HMBC (125 MHz, CDCls) de 2C+2D nas
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Esquema 13. Proposta de fragmenta¢do para a substincia 2C.



100%—I 812 |

| 184
| 1
|
| e
(641 :
T
miz
|
1.00-
0.75 L
i
!
|
| o 1
4
0.25-
/S
. R - o _.-” ‘_“'w-._.__,_ SR —
g ) i 8 i 24,
0 245 0 28, —
— - : 55 s

Figura 41. Espectro de massas por LE. (70 eV) e CG de 2D.



IR =253 min.
919H181207
M* 612 (100)

.
OCH;

0 _I ! —IT

H;CO.
OCH, ‘ OCH, OCH, H;CO, O,
_0L> ! ‘QL> ‘
I
OH O
OCH; OH O
OCH;

m/z 552 (10%)

H,CO OCH3
? H;CO
+ H;CO
OCH;
OCH;

m/z 418 (9%) OH O

m/z 194 (90%)
lo HC= c@—oem

m/z 582 (10%)

Y OH 1 OH HCl o pco OH
<L H H
H I
OH O OH O OH O
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Esquema 14. Proposta de fragmentagao para a substancia 2D.
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4.1.1.14 Identificacdo da substancia 3

O espectro de RMN de 'H de 3 (Figura 42; p. 76) exibiu singleto em 8y 8,22
caracteristico do H-2 do anel C de isoflavonas. O anel A esta representado pelos sinais em Oy
6,84 (dd, J=2,2 e 8,60, H-6), 64 6,74 (2,2 Hz, H-8) ¢ oy 7,89 (d, J=8,6, Hz, H-5), que acoplam
entre si formando um sistema ABC.

O mapa de contornos do ['Hx'H]-COSY (Figura 43; p. 76) assinalou o acoplamento
entre os hidrogénios arométicos. O acoplamento entre os hidrogénios em dy 6,84 (dd, J=2,2 ¢
8,60, H-6) e oy 7,89 (d, J=8,6, Hz, H-5) confirmou a auséncia da hidroxila quelada 5-OH. Os
sinais que apareceram como dois dubletos largos em Oy 6,93 (2H) e &y 7,03 (1H) foram
atribuidos aos hidrogénios H-2",5" e H-6’, respectivamente e permitiram propor substitui¢des
nas posicoes 3’ e 4’. A funcdo oxigenada foi reconhecida como sendo uma metoxila pelo
valor em Oy 3,77 com integracdo para trés hidrogénios, e seu posicionamento foi definido
através da andlise dos sinais de NOE no espectro obtido com o experimento de NOEDIFF
(Figura 44; p. 77). O espectro resultante deste experimento com a substancia 3, através de
irradiacdo na freqiiéncia da metoxila, apresenta sinal de NOE em dy 6,93 (H-2") e justificou a
metoxila como o substituinte em C-3’. A substincia 3 foi identificada como sendo a 3’-
metoxidaidzeina ou calicosina de acordo com a andlise dos espectros € comparacdo com o0s
dados da literatura (HIRAKURA et al., 1997) (Tabela 8; p. 75). Esta substancia relatada pela
primeira vez na espécie A. anthelmia, foi também identificada nas folhas de A. inermis
(LOCK de UGAZ et al., 1991).

Tabela 8. Dados de RMN de 'H (200 MHz) da substancia 3

(HIRAKURA et 3%
C al., 1997)*
S 8y (mult.; J Hz) | ['Hx'H]-COSY
2 8,42 (s) 8,22 (s)
3
4 - - -
5 8,06 (d; 8,8) 7,89 (d: 10,0) H-6 calicosina (3)
6 |7.05@d;19¢8.8)| 6,84(dd;22e H-5
8,60)
7 . ;
8 7,23 (d; 1,9) 6,74 (sl)
9
10
1' - -
2 7,19 (d; 1,9) 6,93 (s])
3
4 ; i -
5 6,83 (d; 8.3) 6,93 (s]) H-6’
6 [7,02(dd;1,9¢83) 7,03 (s]) H-5
3-OCH; 3,80 (s) 3,77 (s)

*: DMSO-d, (500 MHz)
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg) de 3.
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Figura 44. Experimento de NOEDIFF (200 MHz, DMSO-d¢) de 3; [A] Irradiacdo na
freqiiéncia da metoxila, [B] Irradiacdo na freqiiéncia do H-2.

4.1.1.1.5 Identificacdo da substancia 4

A atribuic@o dos valores dos deslocamentos quimicos dos sinais dos hidrogénios da
substancia 4 foi baseada na comparacdo desses mesmos valores com os dados da substancia 2.
A diferenga mais evidente foi a auséncia do sinal de singleto em Oy 3,77 (referente ao grupo
metoxilico) e a semelhanca entre os demais sinais. Os outros dados fornecidos pelo RMN de
'H (Figura 45; p. 79) serviram para confirmar esta suposicdo pela presenca de dois singletos
largos em dy 6,59 (H-6) e Oy 6,69 (H-8); um singleto em &y 8,52 atribuido ao H-2 e sinais do
sistema AA’BB’ indicados pelos dubletos em oy 7,29 (H-3",5") e &y 7,84 (H-2’,6”) com J=8,0
Hz.

O espectro de RMN de "*C-BBD (Figura 46; p. 79) confirmou a presenca de um grupo
hidroxilico substituindo em C-4’, concordando com as informag¢des fornecidas pelo espectro
de hidrogénio. Contudo, é interessante notar que a conversdao de uma hidroxila por uma
metoxila promove uma variagdo de A3~ 2,0 ppm maior entre os valores dos deslocamentos
quimicos dos carbonos C-3",5" (8cy =115,04) de 4 (4’-OH) em comparagdo ao deslocamento
quimico dos mesmos carbonos C-3°,5" (dcy=113,0) para 2 (4’-OCH3). A comparagio dos
dados de RMN de "°C da substancia 4 com os dados da literatura (DEMUNER et al., 2003)
confirma a estrutura da isoflavona genisteina ou 4°,5,7-triidroxisoflavona (Tabela 9; p. 78).
Esta substincia isolada anteriormente em A. inermis (KRAFT et al., 2000) estd sendo
registrada pela primeira vez na espécie A. anthelmia.
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m/z 152 (20%) (Esquema 15; p. 80) foi compativel com a estrutura proposta para 4.

Tabela 9. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) da substéncia 4

A formula molecular C;sH;9Os foi confirmada pelo pico em m/z 270 observado no
espectro de massas (Figura 47; p. 80). A fragmentacao fornecida pela reacdo retro Diels-Alder

genisteina (4)

(DEMUNER et 4%
C al., 2003)*
dc dc Oy (mult.;J Hz)
2 154,2 152,80 8,52 (s)
3 122,3 121,86 -
4 180,2 179,48 -
5 162,0 161,86 -
6 99,0 100,12 6,59 (s1)
7 165,3 168,87 -
8 94,0 94,33 6,69 (s)
9 157,6 157,95 -
10 104,4 102,61 -
1' 121,2 121,62 -
2 130,1 130,17 7.84 (d; 8,0)
3 115,0 115,04 7,29 (d; 8,0)
4 1574 157,41 ]
5' 115,0 115,04 7,29 (d; 8,0)
6 130,1 130,17 7.84 (d; 8,0)
#: DMSO-dg
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Figura 46. Espectro de RMN de °C (50 MHz, BBD, DMSO-de) de 4.
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4.1.1.1.6 Identificacdo da substancia 5

Para confirmar a estrutura da substiancia 5 foram realizadas analises de RMN de lH,
RMN de "°C e EM. O espectro de RMN de 'H (Figura 48; p. 82) permitiu identificar dois
dubletos em Oy 5,96 (2H, J= 8,0 Hz, H-3, 5) e em &y 6,95 (2H, J= 8,0 Hz; H-2,6). A
integracdo dos sinais e o valor de J = 8,0Hz, justifica a proposta sistema AA’BB, confirmando
a proposta do 4cido p-hidroxibenzoico.

A andlise do espectro de RMN de '*C-BBD (Figura 49; p. 82) mostrou valores de
deslocamentos quimicos compativeis com carbono quaternario C-7 em d¢ 167,22 (carbonila
conjugada) e ao carbono carbinélico C-4 em 8¢ 161,58. O valor do &cy 115,13 para os
carbonos C-3’, 5 é compativel com o grupo hidroxilico em C-4’ (Tabela 10; p. 81).

A substancia 5 foi metilada com diazometano formando o p-metoxi benzoato de metila
(S5A) e analisada por CG-EM. Os picos detectados no espectro de massas (Figura 50; p. 83)
m/z 166 M™), 135 (100%), 107 (18%), 77 (25%) (Esquema 16; p. 83) auxiliaram na
determinacdo estrutural de 5.

6

X COH CO,CH;
1
CH,N, /O/
HO™ 4 g — > CH;0

3
acido p-hidroxibenzdico (5) (5A)

Tabela 10. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e de °C (50 MHz) da substancia 5

C (SCOTT, 1972) 5
dc dc Oy (mult.; J Hz)

1 121,9 121,40 -

2 132,7 131,44 6,95 (d; 8,0)

3 115,8 115,13 5,96 (d; 8,0)
4 162,5 161,59 -

5 115,8 115,13 5,96 (d; 8,0)

6 132,7 131,44 6,95 (d; 8,0)

7 169,0 167,23 -
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Figura 48. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d;) de 5.
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4.1.1.1.7 Identificacdo da substancia 6

O espectro de RMN de 'H de 6 (Figura 51; p. 86) possui 4 sinais que absorvem na
regido de hidrogénios em sistema aromdtico. Esses sinais correspondem a dois singletos
largos em dy 5,84 (H-6) e dy 5,86 (H-8) formando um sistema AB no anel A e dois dubletos
registrados em dy 6,79 (dd, J=8,0, H-3",5’) e 0y 7,33 (dd, J=8,0 Hz, H-2’,6’) representando
um sistema do tipo AA’BB’ no anel B. Os dubletos na regido de freqiiéncia média, em 8y 5,27
(d, J=10,5 Hz, 1H) e oy 4,72 (d, J=10,5 Hz, 1H) sdo relativos aos hidrogénios H-2/H-3.
Especificamente, estes adotam configuracdo relativa trans, e determinam a principal
caracteristica do esqueleto do flavononol (GAFFIELD & WAISS, 1975). O mapa de
contornos ['Hx'H]-COSY (Figura 52; p. 87) mostra a vizinhanca entre esses hidrogénios e
confirmam a proposta do flavononol. A presenca de sinais na regido de aguicar dy 3,09-3,97, o
singleto em Oy 3,97 atribuido a um hidrogénio de carbono anomérico (acetal), os
acoplamentos mostrados no mapa de contornos do ['Hx'H]-COSY entre os hidrogénios H-2"
e H-3”, H-3” e H-4” ¢ H-4” e H-5”, e principalmente o sinal de dubleto em oy 1,05 (d, J=6,0
Hz, H-6”) confirmam a presen¢a de uma unidade ramnose na molécula.

Os espectros de RMN de "C-BBD e DEPT 135° (Figuras 53 e 54; p. 88 e 89)
mostraram 7 sinais de carbonos quaternarios d¢ 194,34 (C=0), d¢ 163,42 (C-5), oc 167,4 (C-
7), 8¢ 162,16 (C-9), ¢ 100,71 (C-10), &¢ 126,57 (C-1°) e dc 157,82 (C-4’); 2 sinais de
carbonos metinicos saturados Ocy 81,44 (C-2) e dcu 75,92 (C-3); 4 sinais de carbonos
metinicos pertencentes a sistema aromatico dcy 96,22 (C-6), dcn 95,25 (C-8), dcu 129,02 (C-
2°,6’) e dcy 115,15 (C-3°, 5°); 5 sinais remanescentes de carbonos atribuidos a unidade de
agucar dcy 100,29 (C-177), dcn 72,10 (C-277), d¢u 70,30 (C-3""), 8¢y 71,60 (C-4") e dcy 68,90
(C-5"’) e 1 sinal referente ao carbono metilico 8cy3 17,67 atribuido ao C-6”.

Pelo mapa de contornos HMQC (Figura 55; p. 90) puderam ser estabelecidas as
correlagoes diretas dos carbonos metinicos da por¢do aglicona: C-6 [du/dc 5,84/96,22], C-8
[Ou/dc 5,86/95,25]; 2C-3’,5 [du/dc 6,79/115,15]; 2CH-2°,6" [du/dc 7,33/129,02] e dos
carbonos metinicos e metilico (C-6”) da porcéo agucar: C-1"" [du/dc 3,98/100,29], C-2”’
[Ou/Oc 3,92/70,17]; C-3"’[dn/dc 3,40/70,30], C-4" [du/d¢ 3,39/71,62], C-5"" [du/dc 3,93/68,9]
e C-6"" [8u/dc 1,05/17,67].

Pelo mapa de contornos HMBC (Figuras 56 e 57; p. 91 e 92) pode-se confirmar a
conexdo da unidade aciicar através do acoplamento a trés ligacdes (*Jep) entre o hidrogénio
H-1" (&g 3.98) e o carbono C-3 (8¢ 75,92). Também nesse mesmo experimento, O
acoplamento a duas liga¢des (*Jcy) entre o hidrogénio H-2 (8y 5,27) e o carbono C-3 define a
estrutura do flavononol. A Tabela 11 (p. 85) apresenta todas as atribui¢des dos dados de RMN
de °C (SILVA et al., 1997). Estes se assemelham aos dados do flavononol engeletina ou rel-
2R,3R-5,7,4’-triidroxi-3-O-0-L-ramnopiranosilflavanonol (6). Este 3-O-glicosil-flavononol,
isolado anteriormente das folhas de A. inermis (KRAFT et al., 2001), esta sendo relatado pela
primeira vez nas raizes de A. anthelmia.
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engeletina (6)

Tabela 11. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) 1D e 2D da substéncia 6

6*
(SILVA et
£
C al., 1997) HMOQC () ['Hx'H]- HMBC (%))
dc Oc Ou (mult.; J Hz) COSY
2 81,28 81,44 5,27 (d; 10,5) H-3 H-3, H-6’, H-2’
3 75,75 75,92 4,72 (d; 10,5) H-2 H-2, H-2’, H-6’,
H-1”
4 194,32 194,34 - - H-2, H-3
5 163,21 163,42 - - H-6, 5-OH
6 95,97 96,22 5,84 (s) - H-8
7 167,28 167,75 - - H-6, H-8,
7-OH
8 94,97 95,25 5,86 (s) - H-6, 7-OH
9 161,99 162,16 - - H-3, H-8
10 100,61 100,71 - - H-3, H-6
’ 126,32 126,57 - - H-2, H-3,
H-2’, H-5’
2’ 128,82 129,02 | 7,33 (d; 8,0) H-3’ H-2, H-3’
3 114,96 115,15 |6,79 (d; 8,0) H-2’ H-2’, H-5’
4 157,63 157,82 - - H-2’, 4-OH
5’ 114,96 115,15 |6,79 (d; 8,0) H-6’ H-6’, 4’-OH
6’ 128,82 129,02 | 7,33 (d; 8,0) H-5’ H-2, H-2’
1” 100,10 100,29 3,97 (s) - H-3
2 70,20 70,17 3,28 (sl) H-3” H-3”
3” 69,95 70,30 3,39 H-4 H-2
(d; 10,0 e 3,0)
4 73,4 71,62 3,39 (1; 9,45) H-3"’, H- 6’-CHj;
5
57 68,77 68,96 391 (m) H-6"’ H-4
6’ 17,52 17,67 1,05 (d; 6,0) H-5 H-4
5-OH - - 11,77 - -

*: DMSO-dg
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Figura 51. [A] Espectro de RMN de '"H (500 MHz, DMSO-dg) de 6; [B] Expansdo na regiao
entre Oy 3,09-4,73 ppm.
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4.1.1.1.8 Identificacdo da substancia 7

A atribuicdo dos valores dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios da substancia 7
(Figura 58; p. 95) foi baseada na comparacdo desses mesmos valores aos da substancia 6
(engeletina). Essa compara¢do evidenciou na regido aromdtica, a diferenca entre os anéis B
dessas duas substincias. Na substincia 7, a presenca dos sinais &y 6,80 (m, H-5",67) e &y 6,96
(sl, H-2’), formam um sistema tipo AMX. Os demais sinais de hidrogénios tanto da porc¢ao
aglicona quanto da unidade agticar foram semelhantes aos observados para a substincia 6.
Portanto, foi observado um acoplamento com J=10,0 Hz entre os hidrogénios H-2 em &y 5,10
e H-3 em 0y 4,60 (d), o que auxiliou na defini¢do da configuracéo relativa trans, adotada por
estes hidrogénios na molécula de 7. Também, a presenca dos sinais do hidrogénio anomérico
em 0y 4,05 e do dubleto em 8y 1,13 (d, J=6,0 Hz) confirmaram uma unidade de ramnose nesta
molécula.

No espectro de RMN de "*C-BBD (Figura 59; p. 95) foi verificada a presenca de 5
sinais referentes aos carbonos oxigenados de sistema aromatico d¢ 168,05 (C-7), 6c 165,11
(C-5), d¢c 163,81 (C-9), dc 146,22 (C-3’) e dc 147,01 (C-4’), além do sinal também nesta
regido de freqiiéncia alta 8¢ 195,86 atribuido ao carbono carbonilico C-4. Os deslocamentos
quimicos dos carbonos C-3’ (8¢ 146,22) e C-4’ (8¢ 147,01), mais baixos em relacdo aos
demais carbonos oxigenados, se deve ao fato destes sofrerem o efeito de protecdo por
mesomeria, exercido pelas hidroxilas vizinhas substituidas em orto. Os demais sinais sao de
carbonos metinicos saturados dcy 83,08 (C-2) € dcy 77,32 (C-3); em sistema aromatico Ocy
97,0 (C-6), dcu 95,97 (C-8), dcu 116,02 (C-2°), dcy 115,32 (C-5") e dcy 120,26 (C-6’);
quaterndrios 8¢ 101,61 (C-10/1") e d¢c 128,84 (C-1’), metinicos da unidade de agicar dcy
101,61 (C-1""), &¢cu 71,41 (C-27"), dcu 71,98 (C-377), O¢cn 73,44 (C-4"") e d¢cy 70,07 (C-5") e
metilico dcyz 17,82 (C-67). Todos estes dados atribuidos estdo de acordo com os dados de Bc
descritos na literatura (CINTRA er al., 2002) e permitiram propor a estrutura da astilbina
(diidroquercetina 3-a-L-ramnopiranosil) ou rel-2R,3R-5,7.,4’ -tetrahidroxi-3-O-o.-L-
ramnopiranosilflavanonol (7). Esse flavononol encontrado também na espécie A. inermis
(KRAFT et al., 2001), esta sendo relatado pela primeira vez em A. anthelmia.

astilbina (7)
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Tabela 12. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) da substancia 7

(CINTRA
etal., 71

C 2002)*

8C 8C 6H (mult.; J

Hz)
2 84,7 83,48 5,10 (d; 10,0)
3 79,3 77,71 4,60 (d; 10,0)
4 196,8 195,86 -
5 166,3 165,11 -
6 98,2 97,0 5,86 (d; 2,0)
7 169,3 168,05 -
8 97,1 95,97 5,88 (d; 2,0)
9 1649 163,81 -
10 103,2 101,61 -
1’ 130,0 128,84 -
2’ 117,1 116,02 6,96 (d; 2,0)
3’ 1473 146,22 -
4 148,1 147,01 -
5’ 116,2 115,32 6,80 (m)
6’ 121,3 120,26 6,80 (m)
1 103,2 101,61 4,06 (s)
27 72,6 71,41 3,58 (dd; 10,0
e 3,0)

3” 73,2 71,98 3,51 (¢,945)
4 74,6 73,44 3,32 (m)
57 71,3 70,07 3,24 (m)
6 18,7 17,82 1,13 (d; 6,0)

*: Metanol-d,

*1: Acetona-dg
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4.1.1.1.9 Identificacdo da substancia 8

O espectro de RMN de 'H de 8 (Figura 60; p. 98) exibiu um singleto caracteristico na
regido de freqiiéncia alta Sy 8,48 referente a um hidrogénio sp”. Esta informacdo, e a andlise
dos sinais remanescentes no espectro de hidrogénio, levou a conclusdo que a substancia
tratava-se de uma isoflavona. Os sinais de dois dubletos com acoplamento meta (J=2,0 Hz)
entre os hidrogénios H-6 (8y 6,48) ¢ H-8 (8y 6,73), respectivamente, o par de dubletos de um
anel benzénico p-substituido em oy 7,02 (H-3°,5’) e oy 7,53 (H-2°,6’) com acoplamento de
J=8,8 Hz ¢ o sinal em 0y 3,79 (s) atribuido ao grupamento metoxilico, revelaram a estrutura
de uma isoflavona 5,7,4’-trioxigenada, com esqueleto semelhante ao da biochanina A (2).
Além desses sinais, foram observados varios sinais na regido de agucar, que puderam ser
assinalados por compara¢do com dados da literatura (RAO et al., 1989): &y 5,07 (d, J=7,3 Hz)
correspondente ao hidrogénio anomérico H-17, 8y 3,28 (m), 3,29 (m), 3,42 (m), 3,44 (d,
J=11,0 Hz) e 3,69 (m) referente a unidade de aguicar. A localizagdo deste actcar e também do
grupo metoxilico, foi auxiliado pelo espectro de correlagao 2D NOESY (Figura 61; p. 98) que
mostrou entre outras interacdes espaciais, a interacdo entre H-6 e H-8 no anel A com o
hidrogénio anomérico H-1" do agucar e entre os hidrogénios do grupo metoxi (OCH3) com os
hidrogénios H-3’,5’ no anel B.

Pela andlise do espectro de RMN de '*C APT (Figura 62; p. 99) foi confirmada a
suposicao da parte aglicona como sendo a biochanina A (2). Estes sinais correspondem aos
carbonos cabonilico 8¢ 180,40 (C-4), quaternérios d¢ 159,22 (C-4’), ¢ 161,61( C-5) e &¢
163,04 (C-7), metinicos dcy 99,05 (C-6), d¢cn 93,74 (C-8), d¢cu 154,91 (C-2), d¢cu 130,16 (C-
2°,6’) e dcy 113,73 (C-3°,5") e metilico em Ocp3 55,17 (OCH3). Os sinais adicionais dcy 99,84
(C-17, anomérico), dcy 73,06 (C-2"), dcu 77,17 (C-37), dcy 69,58 (C-3), d¢cn 76,73 (C-4") e o
sinal do carbono metilénico dcyy 60,61 (C-6”), permitiram reconhecer a glicose, como o
acucar presente na molécula (BREITMAIER & VOELTER, 1989; RAO et al., 1989).

Pelo mapa de contornos HMQC (Figura 63; p. 99) foram estabelecidas as correlagdes
diretas de todos os carbonos hidrogenados: C-6 [0x/0c 6,48/99,61], C-8 [Ou/dc 6,73/94,571;
2C-3’,5 [8u/d¢ 7,02/113,73]; 2CH-2°,6" [du/d¢ 77,53/130,16], C-1"" [du/d¢ 5,08/99,84], C-2”°
[Ou/dc 3,28/73,06]; C-3[8u/dc 3,29/77,17], C-4 [Ou/dc 3.44/69,58], C-5" [du/d¢c
3,42/76,73] ¢ C-6"" [du/d¢ 3,69/60,61].

O mapa de contornos HMBC (Figura 64; p. 100) além de confirmar as conexdes C-7-
O-B-D-glicopiranosil, pelo acoplamento a trés ligacdes CJen) entre H-17 (8 99,8) e C-7 (8¢
163,04) e entre os hidrogénios da metoxila dy 3,79 e 0 C-4’ (d¢c 159,22), permitiu atribuir
inequivocamente o valor dos deslocamentos quimicos de todos os carbonos quaterndrios da
estrutura definida como biochanina A 7-O--D-glicopiranosideo (8), que estd sendo divulgada
pela primeira vez no género Andira.
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biochanina A 7-O-B-D-glicopiranosideo (8)

Tabela 13. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) 1D e 2D da substéncia 8

8*
C | (RAO etal., 1989)* IMOC ()
HMBC (*°J)
dc O Oc Oy (mult.; J
Hz)
2 | 1548 | 842(s) 154,91 8,48 (5) :
3 122,2 - 122,23 - H-2, H-2’, H-6’
4 180,4 - 180,40 - H-2
5 161,6 - 161,61 - H-6, 5-OH
6 99,6 6,48 (s) 99,61 6,48 H-8, 5-OH
(d; 2,0)
7 162,9 - 163,04 - H-6, H-8, H-1”
8 94,5 6,72 (s) 94,57 6,73 H-6
d;2,0)
9 157,2 - 157,21 - H-2, H-8
10 106,1 - 106,07 - H-6, H-8, 5-OH
1’ 122,7 - 122,70 - H-2’, H-3’, H-5,
H-6’
2’/6° | 130,1 7,52 130,16 7,53 -
(d: 8.,4) (d; 8.,8)
3’/5° | 113,7 7,01 113,73 7,02 -
(d: 8,4) (d: 8,8)
4 159,2 - 159,22 - H-2’, H-3’, H-5,
H-6’, OCH;,
17 | 99.8 | 5,05 (d; 7.3) 99,84 5,08 (d; 7.3) H-3"
27 | 730 | 3,28 (m) 73,06 3,28 (m) H-3"
37 | 762 | 3,29 (m) 7717 3,29 (m) H-2"
4 69,7 | 3,13 (1, 8,8) 69,58 3,44 -
(4, 8,0)
57 75,5 3,61 (m) 76,73 3,42 (m) -
6" | 67,6 | 3.88(d; 11) 60,61 3,69 (m) }
OCH; | 551 | 3,79 (s) 55,17 3,79 (s) }
*: DMSO-dg
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4.1.1.1.10 Identificacdo da substancia 9

O espectro de RMN de 'H de 9 (Figuras 65 e 66; p. 103) exibiu sinais de
deslocamentos de hidrogénio, idénticos aos observados para o isoflavondide geinsteina (4),
diferenciando apenas pelas absor¢des localizadas na regido de agticar entre oy 3,14-5,04. A
perfeita multiplicidade verificada por esses sinais, permitiu definir os acoplamentos entre os
hidrogénios desta unidade agtcar: oy 5,04 (d, J=7,5 Hz, H-17), 3,22 (¢, J/=9,0 Hz), 3,30 (d,
J=8,5 Hz), 3,14 (¢, J=8,0 Hz) e 3,68 (d, J=11,0 Hz). Apesar da auséncia da hidroxila quelada,
concluiu-se que esta pode ter sido trocada com a dgua do DMSO-dg (solvente de registro do
espectro). Pelo mapa de contornos COSY—['Hx'H] (Figura 67; p. 104) pode-se determinar a
vizinhanca entre os hidrogénios do sistema aromético (anel B) 8y 7,38 (d, J=8,6, H-2°,6’) € 0y
6,84 (d, J=8,6, H-3",4’) e entre os hidrogénios do agticar 5,04 (d, J=7,5 Hz, H-1") e &y 3,22 (¢,
J=9,0 Hz, H-2").

No espectro de RMN de *C-BBD (Figura 68; p. 104), foi possivel observar na regido
de freqiiéncia alta os sinais correspondentes aos carbonos carbonilico dc 180,20 (C-4),
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quaterndrios oxigenados dc 159,21 (C-4"), C-5 (8¢ 163,06) e ¢ 166,44 (C-7) e o metinico sp2
Ocu 154,65 (C-2). Na regido de freqiiéncia média, observou-se os sinais dos carbonos
metinicos em sistema aromatico d¢cy 99,87 (C-6) e dcy 94,0 (C-8) (acoplamento meta anel A),
dcu 130,26 (C-2°,6") e Ocy 115,57 (C-3°,5”) (acoplamento orto anel B). Os sinais adicionais
foram atribuidos a unidade de actcar. Pelo valor do deslocamento dcy, 66,36 (C-67), € a
comparacdo com valores existentes na literatura (BREITMAIER & VOELTER, 1989), este
acucar foi determinado como sendo a molécula de glicose. Outros sinais de carbono foram
assinalados com base nesses dados retirados da literatura, 6cy 99,87 (C-17), 6cn 73,13 (C-27),
Ocn 77,27 (C-37), ¢y 69,60 (C-47) e d¢cy 76,46 (C-57).

O mapa de contornos HMQC (Figura 69; p. 105) foram estabelecidas inequivocamente
todas as correlages entre hidrogénios e carbonos: C-2 [0u/Oc 8,47/154,65], C-6 [du/dc
6,43/99,87], C-8 [duw/dc 6,70/94,0]; 2C-3°,5 [Ow/dc 7,0/115,57]; 2CH-2’,6" [du/dc
7,51/130,26], C-1"" [8u/dc 5,04/99,87], C-2" [Ou/dc 3,22/73,13]; C-3"’[du/dc 3,30/77,27], C-
4 [Oy/dc 3,14/69,60] e C-6"" [On/dc 3,68/66,36]. As atribui¢des descritas na Tabela 14 (p.
102) e a respectiva comparagdo com os dados da literatura (BREITMAIER & VOELTER,
1989; MA et al., 1998) confirmaram a estrutura da genisteina 7-O-B-D-glicopiranosideo (9).
A genisteina, assim como outras isoflavonas de esqueletos comuns e seus 7-O-glicosideos,
sao frequentemente relatas no género Andira e mesmo na familia Leguminosae (Fabaceae), no
entando, esta € a primeira vez que a substincia (9) € isolada no género citado.

genisteina 7-0-B-D-glicopiranosideo (9)
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Tabela 14. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e de '°C (125 MHz) da substancia 9

9
%
c (MA et al., 1998) HMQC (1 7
d¢ Ou Oc Ou (mult.; J
Hz)
2 1542 8,14 (s) 154,65 8,47 (s)
3 122,3 - 122,96 -
4 180.2 - 180,20 -
5 162,0 - 163,06 -
6 99.0 6,51 (d.2,1) 99,87 6,43
(s
165.3 - 166,44 -
94,0 6,70 (d; 2,1) 94,0 6,66
(1)
9 157,6 - 157,46 -
10 1044 - 106,0 -
1’ 121,2 - 122,96 -
2’16’ 130,1 7,38 130,26 7,51
(d; 8,6) (d; 9,0)
3’5 115,0 6,84 115,57 7,0
(d; 8,6) (d;9,0)
4 159,2 - 159,21 -
1” 99,8 5,03 (d; 7,3) 99,87 5,04 (d;7,5)
2 73,0 3,39 (m) 73,13 3,22 (t;9,0)
3 76,2 3,29 (m) 77,27 3,30(d; 8,5)
4 69,7 3,13 (t; 8,8) 69,60 3,14
(# 8,0)
5 75,5 3,51 (m) 76,46 *]
6 67,6 3,70 (dd; 11,8,; 66,36 3,68 (d; 11,0)
5,3; H-6b)
3,90 (dd; 11,7; H-
6’7a)
*: DMSO-d¢

*1: valor do deslocamento quimico encontra-se suprimido pelo sinal da 4gua do DMSO-d;
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4.1.1.1.11 Identificacfio da substéincia 10

A substincia 10 apresentou caracteristicas espectroscdpicas semelhantes as observadas
na substincia 2. Pelo espectro de RMN de 'H de 10 (Figura 70; p. 109) puderam ser
atribuidos os valores de deslocamento quimico dos hidrogénios ligados aos carbonos sp® 8y
7,53 (d, J=8,8 Hz, H-2".,6"), 7,02 (d, J=8,8 Hz, H-3',5"), 6,46 (d, J=2,0 Hz, H-6), 6,74 (d,
J=2,0 Hz, H-8) e 8,44 (s, H-2) e da metoxila dy 3,79 (OCHs). A grande quantidade de sinais
na regido entre dy 3,17-5,0 indicou unidades de aglicar na molécula, principalmente pela
presenca dos sinais em Oy 5,0 (d, 6,3) e dg 4,54 (sl) atribuidos a hidrogénios anoméricos.
Ficou constatado que um desses agiicares tratava-se da ramnose devido ao dubleto
caracteristico de metila terminal em 8y 1,11 com J=6,0 Hz presente nesse carboidrato.

Nos espectros de RMN de °C BBD e DEPT 135° (Figuras 71 e 72; p. 110 e 111)
foram observados na regido de agticar, 12 sinais carbonos correspondentes a duas unidades de
acticar. Esses foram assinalados em 8¢ 99,99 (C-17), 73,08 (C-2™), 75,67 (C-3"), 70,08 (C-4™),
76,54 (C-57), 66,43 (C-6™), 100,68 (C-17"), 70,32 (C-27"), 70,75 (C-3), 72,18 (C-4™") e
68,41 (C-5""), além do sinal adicional em &cgs 17,89 (C-6""). Pelas informacdes dadas na
andlise do espectro de hidrogénio, e a presenca do valor de deslocamento em dqys 17,89,
ficon comprovada a presenga de ramnose nesta molécula. A compara¢do dos valores de
deslocamentos quimicos dos carbonos remanescentes com a literatura (HU et al., 1994),
mostrou grande semelhanga aos da glicose, principalmente em relagdo ao carbono metilénico
C-6" (dcpr 66,43).

A andlise do mapa de contornos HMQC (Figura 73; p.112) foi conclusiva para a
alribui¢do de todos os valores de deslocamento quimico de todos os carbonos hidrogenados:
C-2 [dp/dc 8,44/155,06], C-6 [du/dc 6,46/99,80], C-8 [du/dc 6,74/94,70]; 2C-3",5 [du/dc
7,02/113,79]; 2CH-2°,6" [dw/dc 7,53/130,17], C-1" [dw/dc 5,0/99,99], C-2° [du/dc
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3,33/73,36]; C-3"’[0u/dc 3,31/75,66], C-4>" [Ou/dc 3,17/69,63], C-5"" [du/dc 3,32/76,53], C-
6 [Ou/dc 3,94/66,43], C-1"" [Ou/dc 4,54/100,68], C-2" [du/dc 3,65/70,0], C-3"’[du/d¢c
3,55/70,74], C-4”’ [du/dc¢ 3,19/72,18], C-5" [Ou/dc 3,45/68,41] e C-6"[Ou/Oc 1,11/17,89].

Como na substancia 8, a andlise do mapa de contornos HMBC (Figuras 74 e 75, p. 113
e 114) confirmou os acoplamentos a trés ligagcoes (3JCH) entre o0 H-1” (8 5,0) e C-7 (8¢
162,9) e entre H-1""" (0y 4,84) e C-6” (¢ 17,89). Os valores das constantes de acoplamento de
H-1” (d, J=6,3 Hz), H-1" (s]) e H-6"" (d, J=6,0) permitiram definir uma conexdo do tipo O~
L-ramnopiranosil-(1"”—6")-f-D-glicopiranosil.

A comparagdo destes valores com deslocamentos quimicos de modelos da literatura
(Mod-1) (HU et al., 1994) confirmou a estrutura da biochanina A 7-O-0-L-ramnopiranosil-
(1" =6”)- B-D-glicopiranosideo (10). A substancia 10 estd sendo divulgada pela primeira vez
neste gé€nero, seu Unico registro na literatura relata seu isolamento das cascas da espécie
Dalbergia paniculata (PARTHASARATY et al., 1972).

A presenca de hidroxilas serviu de orientacdo para preparacdo do derivado
heptacetilado 10A que melhorou a visualizagdo pelo espalhamento dos sinais de hidrogénios
na regido de agtcar. Este derivado foi identificado através de RMN de 'H (Figura 76; p. 115),
C-DEPT 135° (Figura 77; p. 116) e HETCOSY (Figura 78; p. 117). A atribuicio completa
dos dados RMN de 'H e °C de 10 (Tabela 15; p. 107) e seu derivado acetilado 10A (Tabela
16; p. 108) estao sendo divulgados pela primeira vez na literatura.

OCH;

R = H = biochanina A 7-O-a-L-ramnopiranosil-(F—> 6)-B-D-glicopiranosideo (10)
R = Ac = heptacetil biochanina A 7-O-o-L-ramnopiranosil-(1—> 6)--D-glicopiranosideo (10A)
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Tabela 15. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e "°C (125 MHz) 1D e 2D da substancia 10 em
comparacao com dados do modelo Mod-1

(HU et 10%
¢ al., HMQC ()
1994)*
3¢ d¢ Oy (mult.; J
Hz)
2 164,1 155,06 8,44 (s)
3 103,9 122,81 -
4 182,1 180,45 -
5 162,5 161,53 -
6 99,6 99,80 6,46 (d; 2,0)
7 163,1 162,91 -
8 94.9 9470 | 6,74 (d; 2.0)
9 161,2 157,27 -
10 105,9 106,19 -
1’ 122.8 122,16 -
H-5’, H-6
2’ 128.,6 130,17 7,53 (d; 8.,8) -
3’ 114,7 113,79 7,02 (d; 8,8) -
4’ 157,1 159,27 - H-2’, H-3’,
H-5’, H-6’,
OCH,
5 114,7 113,79 7,53 (d; 8,8) -
6’ 128.,6 130,17 7,02 (d; 8,8) -
17 99,8 99,99 5,00 (d; 6,3) -
2 73,2 73,36 3,33 (m) -
3 75,8 75,66 3,31 (m) -
4> 70,5 69,63 3,17 (m) -
5 76,4 76,53 3,32 (m) -
6 66,2 66,43 3,94 (m) H-1"”
1 100,0 100,68 4,54 (sl) H-6"’
2 70,8 70,0 3,65 (m)
3 69,7 70,74 3,55 (m)
4 72,2 72,17 3,19 (m)
5 68,5 68,41 3,45 (m) H-1"”
6’ 17,9 17,89 1,11 (d; 6,0) H-4
5-OH - - 12,86 (s) -
OCH; 55,7 55,21 3,79 (s, 3H) -
*: DMSO-d¢

OH O

(Mod-1)
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Tabela 16. Dados de RMN 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) do derivado 10A

10A
C 8¢ Sy (mult.; J (Hz)
2 151,62 7,85 (s)
3 125,26 -
4 174,30 -
5 150,77 -
6 101,67 6,86 (d; 2,0)
7 159,35 -
8 97,98 7,06 (d; 2,0)
9 158,32 -
10 109,60 -
[§ 123,60 -
2 130,09 7,70 (d; 8,0)
3’ 114,70 7,05 (d; 8,8)
4 159,35 -
5 113,78 7,05 (d; 8,0)
6’ 130,09 7,70 (d; 8,0)
1 97,98 4,93 (d; 6,0)
27 70,68 5,23 (m)
37 72,29 5,23 (m)
4 68,45 5,36 (m)
5 73,36 3,86 (m)
6 66,44 3,55 (m)
1 97,77 4,93 (sl)
2 68,93 4,98 (sl)
3 70,56 5,02 (sl)
47 68,45 5,17 (m)
5 69,70 3,96 (m)
6 17,08 1,11 (d; 6,0)
4’-OCH, 55,04 3,75 (s; 3H)
AcO 168,99; 169,20; 169,45; 2,05-2,34
5;27:3; 169,69; 169,90
4527
340
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4.1.1.1.12 Identificacdo da substancia 11

Por compara¢do dos valores de deslocamento quimico dos sinais do hidrogénios da
metila e dos localizados nas regides de freqiiéncia média e alta, também pelo o célculo das
constantes de acoplamentos, confirmou-se a por¢do aglicona como derivada da biochanina A
(2). Além da confirmagdo da porcao aglicona, era necessario confirmar se os sinais presentes
na regido de deslocamento quimico de agucares estariam conectados a molécula de
biochanina A (2). O espectro de RMN de 'H (Figura 79; p. 120) revelou a presenca de trés
unidades de actcar pelos sinais de trés hidrogénios anoméricos em dy 5,05 (d, J=7,3 Hz, H-
17), Oy 4,82 (d, J=1,7 Hz, H-1"") e dy 4,81 (d, J=1,7 Hz, H-1"""). O mapa de contornos
'Hx'H-COSY (Figura 80; p. 121) apenas indicou os acoplamentos entre as unidades de acticar
Oy 5,05 (H-17) e &y 3,28 (H-27); 0y 4,82 (H-1"") e 0y 3,75 (H-2"") e &y 3,13 (H-4") e oy 3,62
(H-5), e entre os hidrogénios do anel B do isoflavondide.

O espectro de RMN de '°C BBD (Figuras 81 e 82; p. 122 e 123) mostrou sinais de 14
carbonos na regido de agticares. Destes sinais o sinal em dcy 109,02, mostrou-se bastante
intenso e bem caracteristico do carbono anomérico da apiose (BREITMAIER & VOELTER,
1989). Pela intensidade do sinal, este foi atribuido aos carbonos C-1"’ ¢ C-1"" e confirmou a
presenga de duas unidades B-apiofuranosil. Pela anélise do espectro de RMN de BC- DEPT
135° (Figura 83; p. 123) puderam ser observados 4 sinais de CH,, sendo que o de maior
intensidade 8¢y 73,40 foi atribuido aos carbonos C-4 e C-4"", dcmr 63,08 e 69,35 aos
carbonos C-5"" e C-5""" , todos referentes as duas unidades de apiose. O sinal em dcy» 67,67 €
do carbono anomérico remanescente dcy 99,75 (C-17) foram atribuidos a uma unidade de
glicose segundo valores descritos na literatura (BREITMAIER & VOELTER, 1989).

O mapa de contornos HMQC (Figura 84; p. 124) permitiu atribuicdo de todos os
valores de deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados que podem ser conferidos na
Tabela 17; p. 119.

Pela andlise do mapa de contornos HMBC (Figuras 85, 86 e 87; p. 125, 126 e 127) e
pela verificacdo do alto deslocamento quimico dos carbonos C-6" (8cyn 67,67) € C-5 (8cuz
69,35), os pontos de conexao entre as unidades de agucar foram confirmados sugerindo
ligagcdes interglicosidicas do tipo apiofuranosil (177°—=5") apiofuranosil (1"”—67)
glicopiranosil (RAMESH & YURAJAN, 1995; SILVA et al., 2000; FARAG et al., 2001).
Portanto, o mapa de contornos HMBC (Figuras 85, 86 e 87; p. 125, 126 e 127) confirmou as
correlagOes supostas entre os hidrogénios da metoxila (8y 3,79) e o carbono C-4" (d¢ 159,23)
Clen): hidrogénios anoméricos H-1" (8y 5,05) e 0 C-7 (dc 162,96) CJen); H-1” (84 4,81) e 0
carbono C-6" (8¢ 67,67) CJen); H-5 (81 5,53 ) e C-1"" (8¢ 109,02) (CJcn). O carbono C-
1’ da unidade apiofuranosil 1-substituida (8cy 109,02) e C-5" da unidade apiofuranosil 5-
substituida (dcpr 69,35), respectivamente, confirmaram a seqiiéncia dos trés actcares, que
estdio de acordo com os valores registrados literatura para a biochanina A 7-O-B-D-
apiofuranosil-(1—5)-B-D-apiofuranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosideo 11) isolada
anteriormente das raizes de Andira inermis (SILVA et al., 2000) e das cascas do tronco de
Dalbergia sissoo (FARAG et al., 2001).
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Tabela 17. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) 1D e 2D da substéncia 11

biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(I—> 5)-B-D-apiofuranosil-(1—> 6)-B3-D-glucopiranosideo (11)

OCH;

11%*
C (SILVA et al., 2000)*
HMOQC (")) H%BC ('H x 'H)
dc¢ Ou dc On; (mult.; J 9 cosy
Hz)
2 154,8 8,42 (s) 154,89 8,44 (s) -
3 1222 - 122,24 - H-2, H- -
2, H-6"
4 180,4 - 180,43 - H-2 -
5 161,6 - 161,65 - H-6 -
6 99,6 6,48 (s) 99,67 6,48 (d; 2,0) H-8 -
7 162,9 - 162,96 - H-17, H- -
6, H-8
8 94,5 6,72 (s) 94,58 6,73 (d; 2,0) - -
9 157,2 - 157,28 - - -
10 106,1 - 106,17 - H-8, H-6 -
I 122,7 - 122,76 - H-2’, H- -
3°, H-5",
H-6°
2°/6° 130,1 7.52 (d; 8.,4) 130,20 7.53 (d: 9,0) - H-3’/H-5’
3°/5° 113,7 7,01 (d: 8,8) 113,77 7,01 (d; 9) - H-2°/H-6°
4 159,2 - 159,23 - H-2’, H- -
3, H-5",
H-6°
17 99,8 5,05 (d;7,3) 99,75 5,05(d:7,3) | H-2” H-2”
2” 73,0 3,28 (m) 73,02 3,28 (m) - H-17, H-3”
37 76,2 3,29 (m) 76,25 3,28 (m) - H-2”
4> 69,7 3,13 (1; 8,8) 69,77 3,13 (; 9,0) - H-5”
57 75,5 3,61 (m) 75,53 3,62 (d; 9,0) - H-4”
6” 67,6 3,88 (d; 11) 67,67 3,82 (d;7.9) - -
1 109,0 4,82 (d: 2,9) 109,02 4.82(d;1,5) | H-6" -
2 76,3 3,74 (d; 2.9) 76,34 3,75 (m) - -
3 77,4 - 77,45 - - -
4> 73,4 3,89 (d; 9,2) 73,40 3,89 (d; 9,0) - -
5" 69,3 3,53 (d; 9,9) 69,35 3,53 (m) - -
r” 109,0 4,81 (d: 2.9) 109,02 4,81 (d: 1,5) - -
2 75,6 3,75 (d; 2.9) 75,64 3,75 (m) - -
3™ 78,7 - 78,76 - - -
4 73,4 3,83 (d; 9.5) 73,40 3,82 (d; 8,25) - -
57 63,1 3,32 (m) 63,08 - - -
5-OH - - - 12,89 (s) - -
4’-OCH; 55,1 3,79 (s) 55,18 3,79 (s) - -
#: DMSO-dg
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Figura 79. [A] Espectro de RMN de '"H (500 MHz, DMSO-dg) de 11; [B] Expansdo na regidao
entre 8y 3,11 ppm-5,46 ppm.
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Figura 83. Espectro de RMN de °C (125 MHz, DEPT 135°, DMSO-ds) de 11.
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Figura 85. Mapa de contornos HMBC (125 MHz, DMSO-de) e correlagcdes observadas para a
substancia 11.
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Figura 86. Expansoes do mapa de contornos HMBC (125 MHz, DMSO-d¢) de 11 nas regides
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4.1.1.1.13 Identificacao da substancia 12

O espectro de RMN de 'H de 12 (Figura 89; p. 130) mostrou 5 sinais na regiio de
hidrogénios em sistemas aromadticos em dy 5,86 (d, J=2,4 Hz, H-8), 8y 6,01 (d, J/=2,4 Hz, H-
6), confirmando a presenca de acoplamento em meta, certamente no anel A, e os
deslocamentos quimicos em Oy 6,76 (m, H-5,6") e dy 6,88 (d, J/=2,0 Hz, H-2’) relativos um
anel trissubstituido, muito comum em anel B de flavondides. No entanto, os sinais na regiao
de freqiiéncia média, a multiplicidade e os valores das constantes de acoplamento verificadas
entre 0 H-2 em 8y 4,54 (d, J=8,0 Hz) com os hidrogénios H-43 em &y 2,52 (dd, J=8,60 ¢ 16,0
Hz, H-4f), H-4a em &y 2,90 (dd, J=6,0 ¢ 16,0 Hz, H-4at) e H-3 em 8y 4,0 (¢d, J=8,0; 8.,8; 6,0
Hz); inclusive este ultimo com os hidrogénios H-4P e H-4q, sugeriram o esqueleto de um
flavan-3-ol (Figura 88; p. 128).

Jax-ax= 8,6 Hz

Jax-eq= 16,0 Hz
Jax-ax= 8,8 Hz

Jeq-eq= 6,0 Hz

Figura 88. Representacido da configuracido adotada pelos hidrogénios do anel C de 12.

O espectro de RMN de '°C BBD (Figura 90; p. 131) apresentou 14 sinais, sendo um
dos sinais atribuidos a dois carbonos C-3’ ¢ C-4” em dcy 145,89, ambos protegidos em orto
pelo efeito mesomérico exercido pelas hidroxilas sustentadas pelos carbonos vicinais. A
auséncia do sinal correspondente a carbonila, a presenga dos sinais atribuidos aos carbonos
metinicos dcy 82,78 (C-2) e dcy 68,53 (C-3), e metilénico dcmp 28,98 (C-4), concordam com
as informacdes fornecidas pelo RMN de 'H. Todas as atribui¢des de 'H e °C mostradas na
Tabela 18 (p. 129) foram, portanto, confirmadas por comparagcao dos dados espectrais de 12
com valores dos deslocamentos quimicos encontrados para a molécula de catequina, descrita
na literatura por FOO & KARCHESY (1989).

O espectro de massas (Figura 91; p. 131) confirma a férmula molecular da catequina
C15H140¢ pelo pico em m/z 270, e mostra a caracteristica fragmentacdo fornecida pela reacao
retro Diels-Alder m/z 152 (41%) (Esquema 17; p. 132). Este flavan-3-ol, muito encontrado na
familia Leguminosae, foi isolado pela primeira vez no género Andira das fra¢cdes mais polares
do extrato metandlico das raizes de Andira anthelmia.
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Tabela 18. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) da substancia 12

catequina (12)

C (FOO & KARCHESY, 12"
1989)°
dc On Oc Oy (mult.;J Hz)
2 82,56 4,59 (d;7,5) | 82,78 4,55 (d;7,74)
3 68,33 4,04 (m) 68,53 | 4,0 (1d, 8,0; 8,8;
6,0)
40 2,93 (dd; 16,1 | 28,98 | 2,90 (dd; 16,0 e
4B 28,66 e5,3) 5,3)
2,56 (dd; 16,1 2,52 (dd; 16,0 e
e8,2) 8,6)
5 157,14 - 157,89 -
6 96,17 5,90 (d;2,2) | 96,39 5,86 (d; 2,4)
7 157,63 - 157,44 -
8 95,45 6,04 (d;2,2) | 95,58 6,01 (d;2,4)
9 156,82 - 156,99 -
10 100,60 - 100,76 -
U 132,09 - 132,15 -
2 115,20 6,91 (d; 1,5) | 115,95 6,88 (d; 2,0)
3’ 145,58 - 145,89 -
4 145,64 - 145,89 -
5 115,33 6,76 (m) | 115,47 6,76 (m)
6 120,04 6,76 (m) | 120,26 6,76 (m)
*: MeOD,

*1: Acetona-dg
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Esquema 17. Proposta de fragmentagdo para substancia 12.

4.1.1.1.14 Identificacao da substancia 13

O espectro de RMN de 'H (Figuras 92 ¢ 93; p. 135 e 136) mostrou uma série de sinais
em Oy 2,91-4,14 e 4,34-5,59, além dos sinais adicionais 0y 0,87, 1,24, 1,49-1,55 e 1,94,
relativos a presenca de cadeia alquilica. Esse espectro, auxiliado pela andlise do mapa de
contornos do HMQC (Figuras 98, 99 e 100; p. 140, 141 e 142) permitiu verificar que os sinais
em Oy 4,34 (1, HO-4"), 4,52 (t, HO-6" ), 4,77 (¢, HO-3), 4,89 (¢, HO-4), 4,90 (d, HO-3"), 4,94
(d, HO-2"), 5,59 (d, HO-2"), e sinal em 8y 7,50 (d, 7,0 Hz, HN) eram de hidrogénios ndo
ligados a carbonos. Essa informacdo justifica-se, pela ligagdo de hidrogénio feita com os
heterodtomos do solvente de registro do espectro (DMSO-dp).

O mapa de contornos do HMQC (Figuras 98, 99 e 100; p. 140, 141 e 142) também
permitiu o assinalamento de todos os carbonos hidrogenados: C-8,8" [dy /d¢ 5,36 (m)/130,2-
129,8; C-9,9’ [0y /8¢ 5,32 (m)/129,7-129,3 4]; C-2 [dy /Oc 4,13 (m)/49,8]; C-2° [dy /O¢ 3,86
(m)/,70,9]; C-1 [&y /¢ 3,80 € 3,65 (m)/ 68,9]; C-6"[dy /dc 3,68 € 3,43 (m)/61,0]; C-4” [dy /dc
3,40 (m)/74,2]; C-3 [0y /¢ 3,35 (m)/70,5]; C-5” [0y /O¢ 3,15 (m)/76,5]; C-3” [dy /dc 3,08 (m)/
76,8]; C-2” [On /0c 2,91 (m)/73,4]; C-4 [dy /dc 3,05 (m)/69,9] e C-1” [Oy /O¢ 4,13 (d)/103,4.

Na andlise do RMN de *C (Figura 97; p. 139), mereceu destaque os sinais dos
carbonos de dupla olefinica; também o sinal em Ocy 49,8 (carbono metinico ligado a
nitrogénio) e o sinal em d¢cy 103,4 atribuido a um carbono anomérico, os demais sinais podem
ser relacionados a uma unidade de agucar, restando trés carbonos oxigenados metinicos € um
oxigenado metilénico. Além dos valores de deslocamento de carbono relacionados aos sinais
do mapa de contorno do HMQC, observou-se um sinal em 8¢ 173,7 que pdde ser atribuido a
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uma carbonila de amida com um grupo oxigenado em o (HO-2’). Esse grupo em alfa justifica
esse valor de deslocamento quimico para amidas. Isso justifica, inclusive, o dubleto em dy 7,5
do N-H acoplando com o hidrogénio ligado ao carbono metinico dcy 49,8 (C-4). Pelo mapa
de contornos 'Hx'H-COSY (Figuras 94, 95 e 96; p. 137, 138 e 139) foi possivel verificar os
acoplamentos entre esse hidrogénio e os hidrogénios do carbono metilénico (2H-1) e metinico
(H-3) e o sinal em 0y 3,05 (ligado ao HC-4, dcy 69,9) acoplando com os hidrogénios do
carbono metilénico em &y 1,94, 1,55 (H-5).

Os sinais em dcy 103,4, 73,4, 76,8, 74,2, 76,5, 61,0 sdo compativeis com a unidade de
B-D-glicose (BREITMAIER & VOELTER, 1989). Ap6s as dedugdes acima, fez-se a
comparacdo com os dados com um cerebrosideo, semelhante a ceramida, isolada de
Euphorbia nicaeensis (CATENI et al., 2003) e Desmodium gangeticum (Leguminosae,
Fabaceae) (MISHRA et al., 2005). Essa comparagdo possibilitou identificar a semelhanca
entre 13 e as substancias isoladas dessas espécies. A diferencga pertinente entre os dados esta
principalmente na cadeia lateral, cuja defini¢do ainda depende de andlises adicionais. Os
deslocamentos quimicos da cadeia insaturada e dos demais carbonos e hidrogénios estdao
relacionados na Tabela 19 (p. 134).

O mapa de contornos do HMBC (Figuras 101, 102, 103 e 104; p. 143, 144, 145 e 146),
trouxe informagdes que definiram os deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos grupos H-
O ligados nos respectivos carbonos, de acordo com acoplamentos a longa distancia *~Jcy: C-
17 com HO-2"(Jcn); C-2” com HO-3" (\Jcy) e com HO-2"(Jcn); C-3” com HO-2” e HO-4”
(3JCH) e com HO-3” (ZJCH). Todos os dados atribuidos permitiram definir a estrutura de 13
como  sendo 1-O-B-D-glicopiranosil-2-(2’-hidroxiacil-cis-en-amino)-3,4-dihidroxi-cis-
alquenil.

1-O-B-D-glicopiranosil-2-(2'-hidroxiacil-cis-en-amino)- 3,4-diidroxi-cis-alquenil (13)
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Tabela 19. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) 1D e 2D da substéncia 13

C (CATENI et al., 2003)* 13+
HMQC (')) HMBC (*}J) | COSY 'Hx'H
dc Ou dc O (mult.; J
Hz)
1 70,5 4,70 (dd) 68,9 3,80 H-17, H-2, H-1a/H-1b
4,52 (m) 3,65 HN
2 51,8 5,22 (m) 49,8 4,13 (m) H-1a; H-1b; -
HO-3, H-3
3 76,0 4,28 (m) 70,5 3,35 (m) HO-3 HO-3
4 72,6 4,22 (m) 69,9 3,05 HO-4, H-3 HO-4
5 34,0 1,87 (m) 32,3 1,94 - -
2,38 (m) 1,55
6 26,0 1,65 (m) 25,5 1,24 - -
1,72 (m)
I 175,8 - 173,7 - H-2, HN, H-2’ -
2 72,5 4,57 (dd) 70,9 3,85 (m) HO-2’ HO-2’
3 35,7 2,0 (m) 34,3 1,55 HO-2’ -
2,20 (m) 1,49
4-6° 23,7-323 | 1,25-1,30 (m) | 28,9-29,1 1,24 - -
7.7 27,8 2,20 (m) 26,9 1,99 - H-8, 8’
26,7 1,99 H-9,9’
H-10, 10’
8,8 130,6 5,45 (m) 130,2/129.,8 5,36 (m) H-7,7 H-7,7
9,9’ 130,4 5,45 (m) 129,7/129.3 5,32 (m) H-10, 10’
10, 10° 27,7 2,20 (m) 31,9 1,49 H-1, H-12 H-11, 10
1,94
11,110 | 29,7-303 1,30 (m) 28,9-29,1 1,29-1,24 H-10, H-13 -
12,12° | 29,7-303 1,30 (m) 31,2 1,24 H-10, H-13 -
13,13° | 29,7-303 1,30 (m) 24.4 1,24 H-11 -
14, 14° 14,5 0,85 (m) 13,9 0,87 (1; 8,5) H-12 -
17 105,6 4,95 (d: 7,6) 103,4 4,14 (d;7,0) | H-la, H-1b, H-2”
HO-2”
2" 75,3 4,0 (1) 73,4 2,91 (td) HO-2”, HO- |HO-2”, H-17, H-
37 3”
37 78,5 4,21 (m) 76,8 3,08 HO-3”, H-4”, HO-3”
HO-2”
4” 71,6 4,19 (m) 74,2 3,40 (m) | HO-4”,H-3”, | HO-4",H-5"
HO-3”
5" 78,7 3,87 (m) 76,5 3,15 (m) H-2", HO-6” -
6” 62,7 4,48 (dd, 61,0 3,68 (m) HO-6”, H-4” -
11,8;2,0) 3,4 (m)
4,36 (dd,
11,8; 2,0)

HN - 8,53 (d; 7.9) - 7.5 (d;7,0) - -
HO-3 - 6,82 (sl) - 4,77 (1) - -
HO-4 - 6,0 (sl) - 4,89 (1) - -
HO-2’ - 7,62 (sl) - 5,59 (d) - -
HO-2” - - - 4,94 (d) - -
HO-3” - - - 4,90 (d) - -
HO-4” - - - 434 (1) - -
HO-6” - 6,30 (sl) - 4,52 (1) - -

#DMSO-dg
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Figura 92. Expansio do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-de) de 13 na regido entre:

[A] 84 2,90-3,90 ppm e [B] &y 4,10-5,60 ppm.
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Figura 93. Expansoes do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d;) de 13 nas regides

entre dy 0,75-2,0 ppm.
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Figura 94. Mapa de contornos "H x'H-COSY (500 MHz, DMSO-ds) de 13.
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observadas para a substincia 13.
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Figura 103. Expansdes do mapa de contornos HMBC (125 MHz, DMSO-ds) de 13, nas
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4.2 Substincias Isoladas das Raizes de A #Zira fravinifolia

14: 22,23-diidro
15: A% 16 17

22 23
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4.2.1 Determinacio estrutural das substiancias isoladas das raizes de 4. fFavinzfolia

4.2.1.1 Identificacdo das substancias 14 e 15

Com base na comparagdo com uma amostra auténtica, em andlises que envolveram
espectros de RMN de 1H, CG-EM, PF, cromatografia em camada delgada, utilizando varios
sistemas de solventes e revelacao positiva em Liebermann-Burchard, chegou-se a conclusao
que as substancias 14 e 15 se tratavam de uma mistura de esterdides.

O espectro de RMN de 'H (Figura 105; p. 148) da mistura 14 e 15 mostrou sinais entre
Oy 0,65 e dy 1,23 correspondentes as metilas, multipleto em 8y 3,53 atribuido ao hidrogénio
ligado ao carbono carbindlico H-3, um dubleto em &y 5,31 atribuido ao hidrogénio ligado ao
carbono olefinico H-6 e o multipleto em &y 5,07 correspondentes aos hidrogénios H-22 e H-
23 para o estigmasterol.

Pelo CG-EM e comparacdo com padrdes da biblioteca do equipamento (Figura 106; p.
149) confirmou-se a mistura dos esterdides sitosterol (14) e estigmasterol (15).

7.2400

14: 22,23-diidro
2223
15: A ‘

] Integral

Tt
4.5 4.0

N

Figura 105. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) de 14 e 15.
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Figura 106. Espectro de massas da mistura do sitosterol [A], estigmasterol [B] e [C] CG da

mistura de esterdides.
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4.2.1.2 Identificacao da substancia 16

A substéncia 16 foi reconhecida pela andlise dos dados espectrais de RMN 'H (Figura
107; p. 151) e °C-BBD (Figura 108; p. 152).

O espectro de RMN de 'H mostrou sinais correspondentes 2s metilas ligadas aos
carbonos sp3 em dy 0,69 a dy 1,44; hidrogénio ligado ao carbono carbinélico em dy 3,21 (m,
H-3) e sinal do hidrogénio ligado ao carbono olefinico em oy 5,15 (m, H-12).

O espectro de RMN '"*C-PND identificou os sinais representantes de atomos de
carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e quaterndrios. Os deslocamentos quimicos dos
carbonos em dcy 121,69 e &¢c 145,16, correspondentes aos carbonos C-12 e C-13,
respectivamente, sdo compativeis com os sinais encontrados em triterpenos pentaciclicos da
série dos oleanenos. O valor do deslocamento quimico C-13 (¢ 145,16) é conseqiiéncia do
efeito y de protecdo, exercido pelo CH3-19 sobre este carbono, como acontece nos triterpenos
da série dos ursenos. A comparacao dos valores dos deslocamentos quimicos de carbonos da
substancia 16, com os valores fornecidos pela literatura (MAHATO & KUNDU, 1994),
permitiu propor a estrutura de 16 como sendo a -amirina, cujos valores atribuidos, estdo na
Tabela 20 (p. 151).

- amirina (16)
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Tabela 20. Dados de RMN "°C (50 MHz) da substancia 16

(MAHATO (MAHATO
& 16 & 16
C KUNDU, C KUNDU,
1994) 1994)
d¢ 3¢ 3¢ 3¢
1 38,70 38,55 16 27,00 26,87
2 27,30 27,18 17 32,50 32,45
3 78,80 79,00 18 47,40 47,19
4 38,80 38,73 19 46,90 46,76
5 55,30 55,13 20 31,10 31,06
6 18,30 18,32 21 34,80 34,70
7 32,80 32,60 22 37,20 37,09
8 38,80 38,73 23 28,20 28.00
9 47,70 46,76 24 15,50 15,47
10 37,60 36,91 25 15,60 15,47
11 23,60 23,48 26 16,90 16,78
12 121,80 121,69 27 26,00 25,96
13 145,10 145,16 28 28,40 28,36
14 41,80 41,67 29 33,50 33,30
15 26,20 26,12 30 23,70 23,66
l’liﬂr \mﬁhﬁh\ r'\l‘ Ll \Lr\m\ Ll \N\NT\ || QQQTHQQQQQQ
l
H-12
J i
: {0y
’7’5‘ '7.‘0‘ 6.'5 6.b o 5.5 'N‘S.‘O 4‘5 v4.‘0v 3.‘5 ‘ T‘ '3‘0 ‘2.‘5’ ‘ VZ.VO‘NY ‘ ‘:‘5’ '

Figura 107. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) de 16.
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Figura 108. Espectro de RMN de "°C (50 MHz, BBD, CDCl;) de 16.
4.2.1.3 Identificacao da substancia 17

A andlise do espectro registrado na regido do IV da substancia 17 (Figura 109; p. 154)
revelou bandas de absorcdo para hidroxila em 3441 cm™ (estiramento O-H), grupamentos
CH, e CH;em 2922 cm™ € 2851 cm’™' e carbonila de éster em 1729 cm’".

Os sinais presentes no espectro de RMN de 'H (Figura 110; p. 154) podem ser
atribuidos a sinais correspondentes as metilas oy 0,76-1,31, sendo que uma delas em dy 1,66
corresponde a metila ligada ao carbono sp” (H-30). Neste espectro também foram observados
dois singletos largos em oy 4,54 e oy 4,66 correspondentes aos hidrogénios ligados a carbonos
olefinicos (H-29a e H-29b) e um multipleto em 8y 4,45 atribuido ao hidrogénio ligado ao
carbono carbindlico (H-3), mais desprotegido devido a presenca do grupo acila ligado a este
carbono. Estes dados sugeriram um esqueleto do tipo lup-20-(29)-eno. Pela presenga do sinal
em Oy 4,54 foi proposta a mistura de ésteres acil lupeol.

Os sinais intensos observados no espectro de RMN de "*C-BBD (Figura 111; p. 155),
atribuidos a dois carbonos spz, sendo um deles em d¢ 150,3 referente ao C-20 e outro dcmp
109,3, referente ao C-29, foram compativeis com os valores dos deslocamentos quimicos
encontrados para triterpenos pentaciclicos da série lupeno. Alguns sinais remanescentes
garantiram, além da molécula de lupeol, a presenca ésteres de acil lupeol. Os demais sinais
foram assinalados como sendo de carbonos sp3 quaterndrios, metinicos, metilénicos e
metilicos. A comparacdo dos valores de deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos
para a estrutura proposta da mistura dos ésteres 3-B-O-acil lupeol estdo de acordo com a
literatura (CARVALHO et al., 2001).
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lupeol (17)

Tabela 21. Dados de "*C (50 MHz, CDCl5) da substancia 17

(CARVALHO| 17% (CARVALHO| 17#
C et al., 2001)* C et al., 2001)*
3c 3c 3c 3¢
1 37,7 37,78 16 35,5 35,54
2 27,4 27,41 17 43,0 42,97
3 78,9 80,57 18 48,2 48,25
4 38,8 38,33 19 47,9 47,97
5 55,3 55,34 20 150,9 150,93
6 18,3 18,16 21 29,8 31,90
7 34,2 34,18 22 40,0 39,97
8 40,8 40,82 23 28,0 27,93
9 50,4 50,31 24 15,4 14,49
10 37,1 37,06 25 16,1 16,13
11 20,9 20,92 26 15,9 15,95
12 25,1 25,14 27 14,5 14,10
13 38,0 38,0 28 18,0 17,91
14 42,8 42,79 29 109,3 109,35
15 27,4 27,41 30 19,3 19,26
*: CDCl;
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Figura 109. Espectro de I.V. (KBr) de 17.
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Figura 110. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) de 17.
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Figura 111. Espectro de RMN de "°C (50 MHz, BBD, CDCl5) de 17.

4.2.14 Identificacao da substancia 18

A andlise do espectro registrado na regido do IV para a substancia 18 (Figura 112; p.
156) revelou bandas de absorcdo para grupo hidroxilico em 3463 cm™ (estiramento O-H de
4cido), 2937 cm™ e 2867 cm’' (grupamentos CH, e CH3), 1691 cm™ (C=0) e 1036 cm™ (C-0).

Os sinais presentes no espectro de RMN de 'H (Figura 113; p. 157) podem ser
atribuidos as metilas, sendo que uma delas em oy 1,66 ppm (H-30), corresponde a metila
ligada ao carbono sp”. Também foram observados nesse espectro, dois singletos largos em &y
4,58 e 4,79 (H-29a e H-29-b), correspondentes a hidrogénios ligados ao carbono olefinico e
um multipleto em oy 3,16 (H-3) atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono carbinélico. Essas
informagdes fornecidas pelo espectro de hidrogénio sugeriram uma estrutura de triterpeno
pentaciclico da série dos lupenos semelhante ao observado para a substancia 17.

As diferencas entre as substincias 17 e 18, apareceram no espectro de RMN de °C-
BBD (Figura 114; p. 158). Nesse foram observadas a presenca de dois carbonos sp” em 8¢
150,71 (C-20) e outro em dcyz 109,99 (C-29) e um carbindlico dcy 79,33 (C-3). Apesar da
auséncia do sinal referente a carbonila de 4cido, o sinal do carbono quaternirio C-17 em 0¢
47,18 (mais desprotegido do que o mesmo para a substancia 17), evidenciou sua ligacao ao
grupo carboxilico. Os demais sinais foram atribuidos aos carbonos sp’ quaternarios,
metinicos, metilénicos e metilicos. Estes dados foram comparados com os descritos na
literatura (BILIA et al., 1996) e estdao de acordo para a estrutura do dcido betulinico (18).
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Tabela 22. Dados de RMN de "*C (50 MHz) da substéncia 18

24

acido betulinico (18)

’,
s,
“

23

S ITTITEED

(BILIA | 18" (BILIA | 18"
etal., etal.,
¢ 1996)* ¢ 1996)*
3¢ 3¢ ¢ ¢
1 38,70 38,66 16 29,30 29,99
2 27,30 27,62 17 48,00 47,18
3 78,90 79,33 18 48,00 47,18
4 38,90 39,12 19 48,80 49,52
5 55,40 55,61 20 150,40 150,71
6 18,30 18,56 21 30,00 30,84
7 34,30 34,60 22 34,00 34,60
8 40,70 40,97 23 28,00 28,26
9 50,40 50,76 24 15,20 15,64
10 37,20 37,36 25 15,90 16,40
11 20,90 21,13 26 16,00 18,56
12 25,60 25,77 27 14,70 14,95
13 38,50 38,66 28 181,00 -
14 42,50 42,69 29 109,60 109,99
15 30,60 30,84 30 19,40 19,55
#: CsDsN
*1: CDCl3
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Figura 112. Espectro de .V. (KBr) de 18.
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Figura 113. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) de 18.
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Figura 114. Espectro de RMN de "°C (50 MHz, PND, CDCl5) de 18.
4.2.1.5 Identificacao da substancia 19

O espectro de IV de 19 (Figura 115; p. 159) revelou uma banda larga em 3416 cm’™
referente ao estiramento de grupos hidroxilicos e outras absor¢des em 2933 cm™ e 2871 cm’™
referentes a presenca de CH, CH, e CH; e em 1163 cm’! devido ao estiramento C-O. Devido a
polaridade e a alta solubilidade em piridina, propomos que a amostra tratava-se de saponina
esteroidal. A parte da aglicona como sendo esteroidal foi definida pelo espectro de RMN de
'H (Figura 116; p. 160) que apresentou sinais caracteristicos de esterdides; 8y 0,63 atribuido
ao grupo metilico mais protegido e vérios sinais entre oy 0,81 e dy 0,97 de grupos metilicos
agrupados na mesma regido de baixa freqiiéncia.

No espectro de RMN de °C DEPT-90° e 135° (Figura 117; p. 160) foram observados
quatro valores atribuidos a carbonos olefinicos sendo os deslocamentos quimicos em Jdcy
141,05 e Ocy 122,09 referentes aos carbonos C-5 ¢ C-6 da ligagdo dupla caracteristica da
molécula do sitosterol. Em concordancia com os dados do RMN de IH, 0S outros sinais
sugeriram a presenca de uma unidade de agtcar, dcy 102,67 ppm do carbono anomérico C-1°,
quatro sinais de carbonos metinicos oxigenados em dcy 71,79, 75,43, 76,31, 78,58 ¢ 78,69 e
um sinal de carbono metilénico em Ocp, 62,91 referente ao carbono C-6" da molécula de
glicose. A comparacdo dos valores dos deslocamentos quimicos de carbonos e hidrogénios
com os da literatura (KOJIMA et al., 1990) confirmou a estrutura de 19 como sendo o 3-O-3-
D-glicopiranosilsitosterol.

3-0-B-D-glicopiranosilsitosterol (19)
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Tabela 23. Dados de RMN de °C (50 MHz) da substancia 19

(KOJIMA | 19" (KOJIMA | 197
C etal., et al.,
1990)* C 1 1990)*
8¢ 3¢ 3¢ 3¢
1 36,8 37,06 19 19,7 19,57
2 29,3 29,58 20 36,1 36,52
3 76,9 76,58 21 20,6 20,14
4 41,8 40,08 22 33,3 34,33
5 140,4 141,05| 23 27,8 26,48
6 121,2 122,08 24 45,1 46,10
7 31,4 32,19 25 29,3 30,37
8 31,4 32,21 26 19,1 19,35
9 49,6 50,47 27 18,9 19,16
10 36,8 37,06 28 25,4 24,66
11 22,5 21,42 29 12,1 12,30
12 39,7 39,45 1’ 100,8 102,67
13 423 42,61 2’ 73,4 75,43
14 56,2 56,96 3’ 76,7 76,60
15 23,8 23,52 4 68,5 71,79
16 28,7 28,69 5’ 71,5 71,79
17 55,4 56,37 6’ 62,1 62,90
18 11,6 12,12
*: DMSO-d¢
#1: CsDsN

T416.7.2933.8,2871.0.1633.8.1461.8.1377.4,1257.4.,1165.4,1071.9,1024.8=
845.0.624,.7.574.6.470, 1=
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Figura 115. Espectro de I.V. (KBr) de 19.
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4.2.1.6 Identificacao da substancia 20

O espectro de RMN de 'H de 20 (Figura 118; p. 163) exibiu sinais na regido de
hidrogénios em anel aromatico: dois singletos largos atribuidos ao acoplamento meta entre H-
6 em dy 6,17 € H-8 em dy 6,32, e outros trés sinais atribuidos a um dubleto largo em dy 6,94
(J=8,5 Hz, H-6"), um dubleto em Oy 6,97 (J=8,5 Hz, H-5") e um singleto largo em dy 7,03
(H-2’) referentes ao sistema ABC do anel B. Além desses sinais, foram observados nesse
espectro, absorgdes relativas a uma hidroxila quelada HO-5 em dy 12,95 (s), um grupo
metoxilico em dy 3,79 (s) e ao singleto em Oy 8,28 ppm atribuido ao hidrogénio metinico H-2,
tipico de esqueletos de isoflavondides. A localizacdo do grupo metoxilico foi definida através
da andlise dos sinais de NOE nos espectros obtidos com experimentos NOEDIFF (Figura 119;
p. 163). O espectro resultante deste experimento com a substincia 20, através de irradiacio na
freqiiéncia da metoxila, gerou sinal de NOE em 8y 6,97 (d, H-5"), justificando a localizacdo
em C-4’.

O espectro de RMN de "“C-BBD (Figura 120; p. 164) revelou sinais atribuidos aos
carbonos dos sistemas AB do anel A e ABC do anel B. Foram confirmados sinais para 16
carbonos, sendo seis pertencentes aos carbonos metinicos oxigenados dcy 154,06 (C-2), dcu
99,15 (C-6), dcu 93,77 (C-8), d¢cu 116,37 (C-2°), dcy 112,01 (C-5) e d¢cu 119,78 (C-6"), nove
quaternarios d¢ 123,39 (C-3), d¢c-0 179,99 (C-4), &¢ 161,97 (C-5), &¢ 164,50 (C-7), ¢ 157,58
(C-9), dc 104,20 (C-10), 122,07 (C-17), dc 146,10 (C-3") e ¢ 147,68 (C-4’), e 0 metilico dcps
55,66 (4’-OCH3;).

Todos os carbonos metinicos tiveram a interpretagdo possibilitada pelas correlagdes
heteronucleares no experimento de HMQC (Figura 121; p. 164): 8¢ 154,06/0y4 8,28 (H-2),
99,15/6,17 (H-6), 93,77/6,32 (H-8), 116,37/7,03, 112,01/6,97 (H-5") e 119,78/6,94 (H-6)
(Tabela 24; p. 162).

Pelo mapa de contornos HMBC (Figuras 122 e 123; p. 165 e 166) mostrou, além do
acoplamento a duas ligacdes (“Jcy) entre os hidrogénios da metoxila e o C-4’, que concordou
com o experimento de NOEDIFF quanto a localizagdo desse grupo, outras correlagdes
heteronucleares (ZJCH e 3JCH) que permitiram atribuir inequivocamente tosos os valores de
deslocamento quimico de carbono da substancia 20.

Os dados de RMN de 'H e '°C obtidos para a substancia 20, mostraram-se semelhantes
aqueles descritos na literatura (AGRAWAL et al., 1989) e permitiram propor a estrutura da
5,7,3’-triidroxi-4’-metoxiisoflavona ou prateseina, como € conhecida trivialmente. Esta
substancia isolada anteriormente de A. inermis (KRAFT et al., 2000) estd sendo divulgada
pela primeira vez em A. fraxinifolia.
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Tabela 24. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) da substéncia 20

Sc 20
(AGRAWAL,
C 1989)
HMOQC (') HMBC
8(} 8(: 8[-1 (mult . ;J (2’3J)
Hz)
2 153,4 154,06 8,28 () -
3 123,7 123,39 - H-2
4 180,4 179,99 - H-2
5 162,7 161,97 - H-6; HO-5
6 98,9 99.15 6,17 (sl) H-8, HO-5
7 1645 164,50 - -
8 93,5 93,77 6,32 (sl) H-6
9 157.,9 157,58 - H-8
10 106,4 104,20 - H-6; H-8
U 122,7 122,07 - H-2’
2 116,7 116,37 7,03 (sl) H-6’
3’ 1463 146,10 - H-2"; H-5";
H-6’
4 147,6 147,68 - H-2"; H-5";
H-6"; OCH;
5 111,4 112,01 | 6,97 (d; 8,5)
6’ 119,9 119,78 | 6,94 (d;8,5) | H-6’,H-5
4’-OCH; 55,2 55,66 3,79 (s) -
HO-5 - - 12,95 (s) -
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4.2.1.7 Identificacdo da substancia 21

O espectro de RMN de 'H (Figura 124; p. 169) apresentou na regido de freqiiéncia alta
sinais que evidenciaram a presenca de dois anéis aromdticos. Esses sinais corresponderam a
dois dubletos em Oy 6,18 e Oy 6,35 atribuidos aos hidrogénios H-6 (J=2,0) e H-8 (J=2,0),
respectivamente € um singleto em dy 8,20 (s) atribuido ao hidrogénio H-2 do esqueleto de um
isoflavondide. Pela auséncia de sinais de hidrogénios para o anel B de flavonéides, foi
proposto o esqueleto de uma cromona. As multiplicidades dos sinais adicionais na regidao de
agucar, sendo um singleto largo em &y 5,17 (H-1"), os sinais oy 3,89 (s/, H-2’), 3,64 (sl, H-3"),
3,23 (m, H-4’), 3,58 (m, H-5") e principalmente pelo dubleto em dy 1,10 (d, H-6"), todos na
mesma intensidade dos sinais encontrados na regido de freqii€ncia alta, indicaram a presenca
de uma unidade de ramnose na molécula. O posicionamento deste actcar foi definido pelo
experimento de NOEDIFF (Figura 125; p. 169). O espectro resultante deste experimento com
esta substancia, através de irradiacdo na freqiiéncia do hidrogénio H-1’, gerou sinal de NOE
em Oy 8,20 (s, H-2), justificando a conexdo do agucar ao C-3, como previsto pela biossintese
mostrada no Esquema 18 (p. 168).

O espectro de RMN de °C (Figura 126; p. 170) permitiu atribuir inequivocamente os
valores dos deslocamentos quimicos de todos os carbonos de 21 em comparagdo com oOs
valores da 5,7-diidroxi-3-O-o-L-ramnopiranosilcromona, descrita na literatura (LU & FOO,
1999). Destes carbonos merecem destaque os carbonos quaternérios C-3 (3¢ 138,03), mais
desprotegido devido a proximidade ao d&tomo de oxigénio, em comparacdao com esqueletos de
isoflavonéides comuns, €, os sinais dos carbonos da unidade de ramnose dcy 100,57 (C-17),
70,21 (C-27), 69,92 (C-3”), 71,52 (C-4"), 69,83 (C-5") e o carbono metilico ¢y, 17,85 (C-6")
(Tabela 25; p. 168).

Os picos em m/z 194 (100%), m/z 166 (12,5%), m/z 152 (2,5%) e m/z 137 (87,5%)
relativo a perda do agucar, perda de 28 (CO), fragmentacdo Retro Diels-Alder e fragmentagao
de [(CgH3) (OH); (C=0"), respectivamente foram compativeis com a estrutura proposta para
21 (Figura 127, p. 170 e Esquema 19; p. 171). Apesar da auséncia de fragmento
correspondente a ramnose, o experimento de NOEDIFF garantiu a ligacdo desse grupo a
por¢ao cromona.

As cromonas sdo formadas pela via do acetato através de reacdes de aldolizacdo ou de
Claisen em um poli-B-ceto éster. Estas reacdes envolvem a aldolizagdo de trés unidades
acetato e condensacdo de Claisen de outras duas unidades acetato. O intermedidrio chave € a
5,7-diidroxi-2-metilcromona que, através de modificagdes (oxidagdo e descarboxilacdo) na
cadeia alifética lateral, e posterior reacdo de O-glicosilagdo, forma a 5,7-diidroxi-3-O-o-L-
ramnopiranosilcromona (Esquema 18; p. 168).

Esta substancia isolada anteriormente de FEucryphia cordifolia (Eucryphiaceae)
(TSCHESCHE et al., 1979) estd sendo registrada pela primeira vez na subfamilia Faboideae
(Papilionoideae).

5,7-diidroxi-3-0-0-L-ramnopiranosilcromona (21)
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Esquema 18. Rota biossintética de formagdo da 5,7-diidroxi-O-o-L-ramnopiranosilcromona

encontrada nas raizes de A. fraxinifolia (adaptado de DEWICK, 2002).

Tabela 25. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e de °C (50 MHz) de 21

(LU & FOO, 1999)* 21%
C

8[-1 8(: 8[-1 (mult.; J HZ) 8(:
2 8,33 (s) 148,30 8,20 (s) 148,34
3 - 138,34 - 138,03
4 - 177,53 - 176,97
5 - 161,80 - 161,53
6 6,21 (d; 2,0) 99,10 6,18 (d; 2,0) 99,06
7 - 164,58 - 165,10
8 6,37 (d; 2,0) 94,14 6,35 (d; 2,0) 94,03
9 - 157,60 - 157,34
10 - 105,08 - 104,58
I 5,22 (d; 1,4) 100,85 5,17 (sl) 100,57
2 3,89 (s]) 70,48 3,89 (s]) 70,21
3 3,68 (m) 70,11 3,64 (m) 69,92
4 3,25 (m) 71,79 3,23 (m) 71,52
5 3,58 (m) 70,07 3,58 (m) 69,83
6’ 1,13 (d; 6,2) 18,09 1,10 (d; 6,0) 17,85

* DMSO-dg
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Figura 127. Espectro de Massa por LE. (70 eV) de 21.
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4.2.1.8 Identificacdo das substancias 22 e 23

O espectro de RMN de 'H (Figuras 128, 129 e 130; p. 175 e 176) incluindo
experimento 'Hx'H-COSY (Figura 131; p. 177) desta mistura, apresentou dois pares de
dubletos acoplando entre si em Oy 5,62 (H-2) e 0y 4,17 (H-3) (J=2,0 Hz) [22]; 04 5,55 (H-2) e
ou 4,21 (H-3) (J=2,0 Hz) [23], representando dois sistemas AB em carbonos oxigenados,
cujos valores das constantes de acoplamento foram compativeis com a relagdo cis entre os
hidrogénios ligados aos carbonos metinicos C-2 e C-3 (GAFFIELD & WAISS, 1975).
Também foi verificado pelo espectro de RMN de lH, o conjunto de sinais em dy 5,95 e
015,97 [22]; 0y 5,92 € 01 5,94 [23] (contendo dubletos com J=2,2 Hz) compativeis com sinais
de hidrogénios (H-6 e H-8) de flavanondis. A localizacdo da unidade de agucar foi auxiliada
pelo espectro de correlagdo 2D NOESY (Figura 132; p. 177) que mostrou interagcdes espaciais
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entre o hidrogénio H-3 e o hidrogénio anomérico H-1" da ramnose entre outras interagdes que
confirmaram os anéis mono e dioxigenados para as sunbstancias 22 e 23, respectivamente. A
proposta de mistura dos flavanondis foi confirmada pela integracdo dos sinais dos respectivos
pares de dubletos (J= 2,0 Hz), sendo que os sinais atribuidos a 22 [dy 5,62 (H-2) e 4,0 (H-3)]
apresentaram-se com maior intensidade do que os atribuidos a 23 [(dy 5,55 (H-2) e 4,21 (H-
3)]. A integracdo desses sinais permitiu calcular a percentagem relativa de 6/4 entre 22 e 23.

A anilise dos espectros de RMN de °C (BBD e APT) (Figuras 133, 134 ¢ 135; p. 178
e 179) confirmou os deslocamentos dos carbonos metinicos e permitiu identificar os sinais
dos carbonos quaterndrios desta unidade proposta para 22 e 23 [¢ 192,9, 193,1 (C=0), 164,1,
164,0 (C-5), 167,1, 167,1 (C-7), 162,6, 162,5 (C-9) e 100,2, 100,3 (C-10)]. Esses valores,
aliados aos sinais de hidroxilas fendlicas em 8y 11,7 (s, HO-5), 9,47 (sl), 8,92 (s) e 8,91 (s),
estdo de acordo com os anéis A e C. Os demais sinais na regido de nucleos em sistemas
aromadticos compativeis com a presenca do sistema AA’BB’ [representado pelos sinais em Oy
726 e 6,76 (d, 8,4 Hz, 2H, cada) ligados aos carbonos em &cy 127,8 e 115,1,
respectivamente] e de um sistema ABC [representado pelos sinais em Oy 6,84 (s, 1H), 6,76 (d,
8,4 Hz) e 6,71 (d, 8,4 Hz) ligados nos carbonos ocy 114,1, 117,6 ¢ 115,1, respectivamente].
Os demais sinais de carbonos aromadticos quaternarios [8¢ 125,8 (C-1°, 22), 126,4 (C-1°, 23),
157,3 (4, 22), 145,0, 145,2 (C-3° e C-4’, 23)] estavam de acordo com os padrdes de
substituicdo dos anéis B desses flavondides.

O mapa de contornos HMQC (Figura 136; p. 179) permitiu atribuir os respectivos
carbonos metinicos ligados aos hidrogénios representados por esses sinais e confirmar a
natureza dos carbonos oxigenados—sp3 (0cu 80,1/73,1 e 79,9/73,4) e os carbonos ndo
oxigendos—sp2 (95,2/96,2 e 95,2/96,2) que foram atribuidos aos respectivos carbonos C-2/C-3
(anel C) e C-6/C-8 (anel A) dos flavanondis representados como 22 e 23, respectivamente. A
unidade de agucar foi identificada pelos pares de sinais em Ocy 98,3/98,6, 70,3/70,3,
70,3/70,3, 71,3/71,2, 69,0/68,9 € Ocus 17,6/17,6 e pelos sinais de 1JCH presentes no
experimento HMQC que detectou os deslocamentos quimicos dos hidrogénios [0y 4,74
(5)/4,74 (s), 3,44 (m)/3,44 (m), 3,17 (m)/3,17 (m), 3,03 (m)/3,03 (m), 2,44 (m)/2,30 (m), 0,83
(d, 6,2 Hz)/0,79 (d, 6,2 Hz)] ligados aos respectivos carbonos compativeis com os sinais para
a ramnose (Tabelas 26 e 27; p. 175 e 176).

Os sinais de 2JCH e 3JCH no mapa de contornos HMBC (Figuras 137 e 138, p. 180 e
181) da mistura permitiram verificar interacdes de acoplamento dos hidrogénios H-2",6" e H-3
com o C-2 (80,1), H-1” com C-3 (73,4) e H-3 com C-1" (98,8) e do H-2 com C-2’,6’(127,8),
que foram atribuidos a 22; e os sinais de acoplamento de H-3, H-6’ e H-2’ com C-2 (79,9), H-
2 e H-1” com C-3 (73,3) e H-3 com C-1" (98,6), que foram atribuidos a 23. Todos esses
dados forneceram informacdes imprescindiveis para propor as estruturas do rel-2R,3S-5,7,4’-
triidroxi-3-0-o-L-ramnopiranosilflavanonol (22) e rel-2R,3S-5,7,3°,4’-tetraidroxi-3-O-o-L-
ramnopiranosilflavanonol (23).

Os dados de RMN de 'H e ">C foram semelhantes aos registrados na literatura os
flavonondis isoengeletina e isoastilbina (GAFFIELD & WAISS, 1975; SILVA et al., 1997,
CINTRA et al., 2002).
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isoengeletina (22)

isoastilbina (23)

Tabela 26. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e '*C (100 MHz) 1D e 2D de 22

22%
(SILVA et al., 1997)*

C HMQC (J) '"Hx'H |HMBC (**))

dc dc Oy (mult.;] Hz) COSY

2 81,28 80,08 5,62 (d; 1,8) H-3 H-3, H-6’,

H-2’

3 75,75 73,13 4,17 (d; 2,2) H-2 -

4 194,32 192,88 - - H-2, H-3

5 163,21 164,07 - - H-6, 5-OH

6 95,97 95,17 5,95 (d; 2,2) - H-8

7 167,28 167,11 - - H-6, H-8,

7-OH
8 94,97 95,17 5,97 (d; 2,2) - H-6, 7-OH
9 161,99 162,62 - - H-8
10 100,61 100,19 - - H-3, H-6
r 126,32 125,85 - - H-2, H-3,
H-2’, H-5°

2 128,82 127,83 7,26 (d; 8,4) H-6° H-2, H-3

3 114,96 115,12 6,76 (d; 8,4) - H-2’, H-5

4 157,63 157,27 - - H-2’, 4-OH

5’ 114,96 115,12 6,76 (d; 8.,4) - H-6", 4’-OH

6’ 128,82 127,83 7,26 (d; 8.,4) H-2’ H-2, H-2

1 100,10 98,57 4,74 (s) H-2" -

2 70,20 70,34 3,44 (m) H-1", H-5" H-3"

3 69,95 70,34 3,17 (m) H-4" H-2"

4> 73,4 71,16 3,03 (m) H-3/H-5" | 6-CH,

57 68,77 68,96 2,30 (m) H-4", H-6" -

6" 17,52 17,62 0,79 (d; 6,2) H-5" H-4"
5-OH - - 11,77 - -
4’-OH - - 8,91 - -
DMSO-dg
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Tabela 27. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) 1D e 2D de 23

23*
(CINTRA et al., 2002)*
C HMQC (') "Hx'H HMBC
¢ 8¢ | du(muit; JHz)| COSY (G¥))
2 82.0 79,94 5,55 (d; 2,0) H-3 H-3, H-6",
H-2’
3 76,9 73,35 4,21 (d; 2,0) H-2 H-2, H-17
4 194,1 193,07 - - H-2, H-3
5 166,2 163,98 - - H-6, 5-OH
6 97,6 96,23 5,92 (d; 2,0) - H-8
7 169.,8 167,06 - - H-6, H-8,
7-OH
8 96,5 96,23 5,94 (d; 2.,0) - H-6, 7-OH
9 164,5 162,49 - - H-8
10 101,6 100,29 - - H-3, H-6
I 128.6 126,37 - - H-2, H-3,
H-2’, H-5’
2 116,3 114,09 6,84 (s) - H-2, 3’-OH
3 146,5 144,97 - - H-2’, 3°-OH,
H-5°
4 146,6 145,15 - - H-2’, 4-OH
5 1153 115,12 6,71 (s) - H-6’, 4’-OH
6 119,4 117,60 6,76 (d; 8.,4) H-2’,H-5 | H-2,H2
1 102,0 98,83 4,74 (s) - H-3
27 72,0 70,34 3,44 (m) H-1", H-5" H-3”
3 72,0 70,34 3,17 (m) H-4" H-2”
4 73,4 71,25 3,03 (m) H-3""/H-5" 6"’-CH,
5" 7,08 69,01 2,44 (m) H-4", H-6" -
6" [17.8 17,62 0,83 (d; 6,2) H-5" H-4
5-OH 76,9 11,76
3’-OH 194,1 9,47
4’-OH 166,2 8,92
#:DMSO-d
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4.3 Constituintes Quimicos Isolados de FPzlicourea coriacea
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4.3.1 Determinacao Estrutural dos Constituintes Isolados das Folhas de 2 corzacea
4.3.1.1 Identificacao da substancia 24

O espectro de IV da substancia 24 (Figura 139; p. 186) exibiu bandas de absorcao
referentes aos estiramentos N-H (3594 cm'l), CH; (2970 cm'1), CH3-N (2700-2869 cm'l),
anel aromatico (1440, 1490 e 1535 cm'l), C-N (1379 cem) e deformacdo C-H de anel
aromatico 1,2-dissubstituido (742 cm'l).

O perfil do espectro de RMN de 'H (Figura 140; p. 186) evidenciou a presenca de 11
sinais de hidrogénios, cujas multiplicidades indicaram a natureza de um alcal6ide dimérico.
Foram assinalados sinais para 4 hidrogénios em sistemas aromdticos em 8y 6,26 (d, 8,0 Hz,
H-4,4"), 84 6,55 (dt, 7,0 e 1,0 Hz, H-5,5"), &y 6,83 (dt, 7,0 ¢ 1,0 Hz, H-6,6’) e oy 7,02 (d, 8,0
Hz) caracteristicos de anel aromatico 1,2-dissubstituido; e 4 sinais atribuidos a hidrogénios
ligados a carbonos metilénicos H-2 [0y 2,31 (dt, 12,0 e 4,0 Hz, H-20) € 8y 2,64 (dt, 12,0 € 4,0
Hz, H-2B) e H-3 [0y 1,32 (dt, 14,0 e 4,0 Hz, H-3ate oy 3,11 (dt, 14,0 ¢ 4,0 Hz, H-3B).
Também no espectro de RMN de 'H foram observados sinais de um singleto com integrago
para 3 prétons em Oy 2,42 ppm, atribuidos ao grupo N-metilico e um singleto largo em dy
4,58 ppm que indicou a presenga de N-H na molécula como observado no espectro de 1.V..
Pelo mapa de contornos COSY ['Hx'H] (Figura 141; p. 187) confirmou-se o acoplamento
entre os hidrogénios geminais H-2a e H-2p3, H-3a e H-3P, respectivamente, assim como o
acoplamento entre hidrogénios do sistema aromatico: H-4,4’ com H-5,5" e H-6,6’; H-6,6
com H-5,5" e H-7,7°.

Os espectros de RMN "C—BBD e DEPT 135° da substincia 24 (Figuras 142 e 143; p.
187 e 188) apresentaram sinais correspondentes a 11 d&tomos de carbonos, sendo um sinal em
dcns 42,30 ppm atribuido ao carbono metilico ligado a um nitrogénio tercidrio (N-metilico). O
espectro apresentou ainda sinais em dcy 126,37 (C-4,4"), dcy 116,12 (C-5,5), dcy 124,28 (C-
6,6’) € dcy 111,81 (C-7,7°) referentes aos 4 carbonos metinicos; dc 124,85 (C-4a,4a’) e d¢
145,23 (C-7a,7a’), 8¢ 70,81 (C-8a,8a’) e Oc 35,75 (C-3a,3a’) atribuidos aos carbonos
quaternarios. Através do espectro de RMN de "°C também foi possivel distinguir os carbonos
metilénicos diastereotépicos C-2,2° (Ocypy 46,34) € C-3,3" (8¢cmp 31,54).

A comparacio dos dados de RMN de 'H e de °C (Tabela 28; p. 185) com os dados
fornecidos pela literatura (ADJIBADE et al., 1992) e permitiram identificar a substancia 24
como sendo a calicantina.

A calicantina € um alcal6ide do tipo pirrolizidinico onde ambos os carbonos C-2 e C-3
do anel inddlico podem agir como nucleéfilos (Esquema 20; p. 184). Na biossintese dos
alcaldides diméricos o C-3 € o ponto de acoplamento entre os anéis inddlicos com a formacao
que envolve dimerizacdo oxidativa da N-metil triptamina a um intermedidrio hipotético. Esse
intermedidrio pode sofre hidrdlise para formar a quimonantina e consequentemente a
calicantina (MAY & STOLTZ, 2006).
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Esquema 20. Rota biossintética de formacdo da calicantina encontrada nas folhas de P.
coriacea.

Esse alcal6ide tem sido encontrado com freqiiéncia nas plantas da tribo Psychotrieae
sendo relatada em Palicourea alpina (STUART & WOO-MING, 1975), Palicourea fenderli
(NAKANO & MARTIN, 1976), Palicourea ovalis (GARCIA et al., 1997), Psychotria
forsteriana (ADJIBADE et al., 1992), Psychotria rostrata (LAJIS et al., 1993), Psychotria
glomerulata (SOLIS ez al., 1997) and from Psychotria colorata (VEROTTA et al., 1998).
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calicantina (24)

Tabela 28. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e de °C (50 MHz) de 24

(ADJIBADE et al., 1992)* 24%
C
dc On dc Ou (mult.; J Hz)
LI - 2,90 (s) - 2,42 (s)
46,6 | 20: 2,26 (ddd; 12,0;4,1; 1,4 Hz) | 46,34 | 20 2,31 (dr; 12,0; 4,0 Hz)
Sy 2B: 2,63 (ddd; 12,0; 5,6; 1,4 Hz) 2B: 2,63 (dt; 12,0; 4,0 Hz)
31,7 | 3a: 1,30 (ddd; 13,2;4,1; 1,4Hz) | 31,54 |30 1,32 (dd; 14,0; 4,0 Hz)
3,3’ 3B: 3,15 (dr; 13,2; 5,5 Hz) 3B: 3,11 (dt; 14,0; 4,0 Hz)
3a,3'a | 36,0 - 35,76 -
4.4 126,5 6,28 (dd; 8,0; 1,0 Hz) 126,37 6,28 (d; 8,0 Hz)
4ada | 125,0 - 124,85 -
55 116,4 6,55 (td; 7,5; 1,0 Hz) 116,12 6,55 (dt; 7,0; 1,0 Hz)
6,6’ 1244 6,83 (dt; 7,5; 1,0 Hz) 124,28 6,83 (dt; 7,0; 1,4 Hz)
7,7 112,0 7,02 (dd; 8,0; 1,0 Hz) 111,81 7,02 (d; 8,0 Hz)
8,8° - 3,86 (sl) - 4,58 (sl)
7a,7’a | 1453 - 145,23 -
8a/8’a | 71,0 4,33 (s) 70,81 4,32 (s)
N-CH; | 42,6 2,42 (s) 42,30 2,42 (s)
*: CDCl;

185




3594.9.3417.7,3355.6,3047.8,3024.4,2993.7,2970@
2809.5,2700.2,1451.0,146@04.2,1535.9,1470.9,1440
1265.0,1236.1,1217.4,1188.4,1164.4,1133.6,1104
1011.2,973.9,924.9,8564.1,779.8,742.3,56464.5,627
498.5,448.2,431.3,417 .2=

Fnmiria KB Ne945e OP=Carl
flrginia KB Mi9456 UF:C L

i

«.6,2924.7,2869.3=
.2,1379.8,13@5.9=
«3,1069.6,1035.1=
.1,589.3,524.0=

3 C-H (Ar-1,2 diss)

Figura 139. Espectro de .V. (KBr) de 24.
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m/z 346 (100%)

H H
GCL N~ _!_

m/z 172 (8,0%)

Esquema 21. Proposta de fragmentagdo para a substancia 24.
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4.3.1.2 Identificacdo das substancias 25, 26 e 27

Os espectros de RMN de 'H de 25 (Figura 149; p. 192), 26 (Figura 149; p. 194) e 27
(Figura 152; p. 196), exibiram sinais em oy 6,72 (s, H-2,6) [25], 8y 6,90 (d, 8,0 Hz, H-5), oy
7,07 (d, 2,0 Hz, H-6), &y 7,02 (d, 8,0 Hz, H-2) [26], oy 7,44 (d, 8,8 Hz, H-2,6), oy 6,78 (d, 8,8
Hz, H-3,5) [27], compativeis com sistemas aromadticos conjugados tri-[25], di-[26] e
monoxigenados [27], sinais na regido de freqiiéncia baixa com integracdo para 3 ou 6
hidrogénios confirmaram a presenca de trés, dois e um grupo metoxilico, respectivamente
para as substancias 25 [0y 3,76 (s, 3H), 0y 3,87 (s, 3H)], 26 [0y 3,79 (s, 3H), 0n 3,93 (s, 3H)] e
27 [0u 3,74 (s, 3H)]. Pelos sinais correspondentes aos dois hidrogénios ligados a carbonos
metinicos com constantes de acoplamento igual a J=16,0 Hz e absor¢des em &y 6,26 (d, H-8)
e Oy 7,55 (d, H-7) [25], &y 6,30 (d, H-8) e 8y 7,62 (d, H-7) [26] e Oy 6,31 (d, H-8) ¢ &y 7,60
(d, H-7) [27], foi possivel caracteriza-los como hidrogénios vicinais que mantém configuracao
trans entre si.

Essa dltima afirmacdo pode ser confirmada pela andlise dos espectros de RMN de *C-
BBD de 25 (Figura 147; p. 192), 26 (Figura 150; p. 195) e 27 (Figura 153; p. 197) os quais
indicaram sinais correspondentes aos carbonos olefinicos para 25 [dcy 115,27 (C-8) e dcn
145,08 (C-7)], 26 [Ocy 115,16 (C-8) e dcy 144,10 (C-7)] € 27 [Ocu 116,93 (C-8) e dcy 146,61
(C-7)], onde o carbono C-7 encontra-se mais desprotegido, devido ao efeito exercido pela
dupla conjugada a carbonila. Os sinais em dcy3 51,50 (25), 51,35 (26) e 52,0 (27) indicaram
metoxila de éster e os sinais em dcyz 56,17 (25), 56,03 (26) indicaram metoxila ligada a anel
aromaético. A solubilidade desses compostos ao CDCl; e o deslocamento quimico do C-4 em
Oc 137,04 (25) e 148,01 (26) foram determinantes para se chegar a estrutura dos ésteres
baseados na comparagdo com os modelos A, B, C e D (Figura 145; p. 190).

N> B¢ 1500
OCH;

9 OCH;

6C 154,0

6C 139,0

Figura 145. Efeito nos deslocamentos quimicos nos *C do C-4 causado pela troca de
substituintes.
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Inclusive na substancia 25 percebe-se a influéncia das metoxilas adjacentes que
exercem efeito yde protecdo fazendo com que o deslocamento do C-4 em d¢c 137,04, seja
ainda menor. Todos esses dados permitiram propor as estruturas dos éteres (E) 4-hidroxi-3,5-
dimetoxicinamato de metila (25), (E)-4-hidroxi-3-metoxicinamato de metila (26) e (E)-
hidroxicinamato de metila (27).

Os espectros de massas para as substancias 25 (Figura 148; p. 193), 26 (Figura 151; p.
195) e 27 (Figura 154; p. 197) mostraram fragmentacdes relativas ao pico fon molecular 238
[23], m/z 208 [24] e m/z 178 [25] (100%) [M™], e outros picos representantes de ions
formados a partir do fon molecular podem ser justificados pela eliminacdo de unidade
estrutural representada pela perda de 31 (H3;CO»), 28 (CO), 15 (H3C-) entre outras mostradas
nos Esquemas 22 (p. 193), 23 (p. 196) e 24 (p. 198).

(o)
6 7
N >ocH;
OCHj; OCHj3; HO™* 4 ’
(E)-4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamato de metila ~ (E)-4-hidroxi-5-metoxicinamato de metila (E)-4-hidroxicinamato de metila
(25) (26) 27

Tabela 29. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e de Be (50 MHz) para as substancias 25 e 27 e
de RMN de 'H (400 MHz) e de "*C (1250 MHz) para a substancia 26

25% 26%* 27%*
C dc Ou (mult.; J dc Ou (mult.; J dc Ou (mult.;
Hz) Hz) J Hz)

1 125,64 - 126,95 - 126,97 -
104,89 6,72 (s) 109,4 7,02 (d; 131,18 7,44 (d,;
2,0) 8,8 Hz)
3 147,08 - 148,01 - 114,74 6,78 (d,
8,8 Hz)

4 137,04 - 146,80 - 161,60 -
5 147,08 - 114,76 6,90 (d; 114,74 6,78 (d;
8,0) 8,8 Hz)

6 104,90 6,72 (s) 123,04 7,07 (dd, 131,18 7,44 (d,

2,0e8,0) 8,8 Hz)

7 145,08 6,26 (d;16 144,10 7,62 (d; 146,61 7,60 (d; 16

Hz) 16,0 Hz) Hz)
8 115,27 7,56 (d; 16 115,16 6,30 (d; 16 116,93 6,31 (d; 16
Hz) Hz) Hz)

9 167,49 - 167,77 - 169,82 -
3-OCH; 56,14 3,76 (s) 56,09 3,93 (s; 3H) 52,0 -
5-OCHj3; 56,14 3,76 (s) - - -
9-OCH; 51,50 3,87 (s) 51,62 3,79 (s; 3H) 3,74 (s)
*: CDCl;
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Figura 148. Espectro de Massa por LE. (70 eV) de 25.
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Esquema 22. Proposta de fragmentagdo para a substancia 25.
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Esquema 23. Proposta de fragmentagdo para a substancia 26.
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Figura 154. Espectro de Massa por LE. (70 eV) de 27.

197
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\ o’

HO ﬁL» HO

m/z 147 (93,0%) m/z 119 (22,5%)

H;CO

Esquema 24. Proposta de fragmentagdo para a substancia 27.
4.3.1.3 Identificacao da substancia 28

A substincia foi isolada em mistura com seu isdmero (E)-4-hidroxicinamato de metila
(27). Isso foi confirmado pela anélise dos espectros de RMN de 'H (Figura 155; p. 200) e de
BC (Figura 157; p. 202). Os espectros de RMN de 'H da mistura de isdmeros 27 e 28
exibiram sinais coincidentes em Oy 7,43 (d, 8,4, H-2,6) e oy 6,86 (d, 8,4, H-3,5) que se
acoplam entre si, como mostrou o mapa de contornos 'Hx'H-COSY (Figura 156; p. 201) e
foram compativeis com o de um sistema aromdtico tipo AA’BB’. Sinais na regidao de
freqiiéncia baixa confirmaram a presenga de dois grupos carbometoxi em dy 3,80 (27) oy 3,91
(28). Pelos sinais correspondentes aos hidrogénios ligados a carbonos metinicos com
constantes de acoplamento igual J=16,0 Hz e absor¢oes em Oy 6,31 (d) e Oy 7,64 (d) que
foram atribuidas aos hidrogénios H-8 e H-7 da substincia 27, respectivamente, tornando-se
possivel definir sua configura¢do como sendo frans. Os sinais remanescentes em Oy 6,86 (d) e
oy 7,96 (d), foram entdo atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-7 da substincia 28,
respectivamente, € pela constante de acoplamento com J=10,5 Hz foi definido como o
isomero cis.

Andlise dos espectros de RMN de *C-BBD de 27+28 (Figura 157; p. 202) indicou
sinais correspondentes aos carbonos olefinicos de 27 [dcy 114,98 (C-8) e dcy 144,50 (C-7)] e
28 [Ocy 115,90 (C-8) e dcu 131,93 (C-7)] e outros sinais que com o auxilio do mapa de
contronos HMQC (Figura 158; p. 202) permitiu a atribuicdo de todos os carbonos
hidrogenados caracterizando as estruturas dos ésteres (E)-4-hidroxicinamato de metila (27) e
(Z)-4-hidroxicinamato de metila (28).
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(E)-4-hidroxicinamato de metila
(27)

Tabela 30. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e de "°C (125 MHz) da substancia 28

HO4 X" 0

OCH;

(Z)-4-hidroxicinamato de metila

(28)

(IMASHIRO & 28
C SEKI, 2004)*
HMQC (')
on dc Ou (mult.;J COSY
Hz) ['Hx 'H]
1 ] 122,90 - -
2 7,70 (d; 8.,8) 132,0 7,43 (d; 8,4) H-3
3 6,88 (d; 8,8) 115,40 6,86 (d; 8,4) H-2
4 - 157,58 - -
5 6,88 (d; 8,8) 115,40 6,86 (d; 8,4) H-6
6 7,70 (d; 8.,8) 132,0 7,43 (d; 8,4) H-5
7 6,86 (d; 12,9) 131,93 7,96 (d; H-8
10,5)
8 5,84 (d; 12,9) 115,90 6,86 (d: H-7
10,5)
9 - 166,81 - -
9-OCH; 3,73 (s) 51,91 3,91 (s) -
*: CDCl;
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Figura 156. Mapa de contornos 'Hx'H-COSY (500 MHz, CDCl;) de 27+28 na regido entre
oy 6,0-8,0 ppm.
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4.3.14 Identificacao da substancia 29

O espectro de RMN de 'H de 29 (Figuras 159 e 160; p. 206) apresentou um singleto
em Oy 2,38, que foi atribuido a metila; quatro sinais na regido de hidrogénios em sistemas
aromaticos &y 7,86 (dd; 7,3; 1,6 Hz; H-6), oy 7,88 (dd; 7,3; 1,6 Hz; H-7), &y 8,25 (dd; 7,3; 1,9
Hz, H-5) e oy 8,22 (dd; 7,3; 1,9 Hz; H-8), além de dois singletos em Oy 7,67 ¢ oy 8,03
atribuidos aos hidrogénios H-1 e H-4, respectivamente. O mapa de contornos ('Hx'H-COSY)
(Figura 162; p. 207) apresentou sinais de acoplamento entre os hidrogénios em 9y 8,25 (H-5)
e Oy 7,86 (H-6) e entre oy 7,88 (H-7) e Oy 8,22 (H-8). Os deslocamentos quimicos, a
multiplicidade dos sinais e os valores das constantes de acoplamento confirmaram a presenga
de dois anéis arométicos, sendo um deles dissubstituido. O experimento de SEL NOEDIFF
(Figura 161; p. 207) auxiliou na definicdo da posi¢do da hidroxila no C-2 e da metila no C-3.
Irradiando na freqiiéncia H-1 (8y 7,67) foi observado NOE no hidrogénio da hidroxila em Oy
9,98 (2-OH) e irradiando na freqiiéncia da metila em oy 2,38 foi observado NOE em 0oy 8,03
(H-4). Esse experimento foi imprescindivel para a defini¢do da estrutura, uma vez que nao
foram observados os carbonos quaterndrios. Com o experimento de SEL-NOEDIFF foi
determinado o anel C dissubstituido da antraquinona.

Todos os carbonos hidrogenados tiveram sua interpretacdo possibilitada pelas
correlagdes heteronucleares observadas no experimento de HMQC (Figura 164; p. 209): d¢
113,75/8y4 7,67 (C-1); 8¢ 130,95/8y 8,03 (C-4); d¢ 127,51/8y 8,25 (C-5); d¢ 134,96/6y 7,86 (C-
6); Oc 134,49/8y 7,88 (C-7); 8¢ 127,45/8y 8,22 (C-8) e ¢ 16,67/dy 2,38 (CH3).

O fragmento m/z 182 observado no espectro de massas (Figura 165; p. 210) foi
compativel com o anel B dicarbonilado e o fragmento m/z 152 (2 x CO e 1x OH) (Esquema
26; p. 210) confirmaram a quinona.

Todos esses dados comparados as informagdes obtidas na literatura (KITAJIMA et al.,
1998) permitiram concluir a proposta para a 2-hidroxi-3-metilantraquinona (29). Esta
substancia esta sendo relatada pela primeira vez no género Palicourea.

E bem conhecida a distribuicdo das antraquinonas entre as Rubidceas (KITAJIMA et
al., 1998). As quinonas sdo derivadas por oxidacdo de alguns compostos fendlicos como
catecols (1,2-diidroxibenzenos) que formam orto e para quinonas. As quinonas podem ser
formadas por sistemas fendlicos gerados pelas vias do acetato ou do chiquimato. Diversas
quinonas que possuem estruturas contendo fragmento terpendide bem como por¢ao derivada
do chiquimato sdo encontradas na natureza, como exemplo t€ém-se as ubiquinonas (coenzima
Q), tocoferdis, filoquinonas (vitamina K;), menaquinonas (vitamina K,). Estas quinonas sao
derivadas do 4cido corismico via seu isdmero, o acido isocorismico que se incorpora com
unidades adicionais de carbonos providos pelo dcido 2-oxoglutdrico, via mecanismo
envolvendo a coenzima tiamina difosfato (TPP). O 2-oxoglutarato € descarboxilado na
presenca de TPP formando o anion TPP succinico semialdeido que ataca o dcido isocorismico
em uma reacido do tipo Michael. Perda do cofator tiamina, eliminacdo do acido pirtvico e
desidratacdo geram o intermedidrio 4cido o-succinilbenzéico (OSB). Este é ativado pela
formagdo de um éster de coenzima A e uma condensacdo de Dieckmann formando o 4cido
diidronaftéico que por acdo enzimadtica é catalisado a uma naftoquinona isoprenilada. As
etapas seguintes envolvem alquilacdo, descarboxilacdo, oxidagdo, reducdo pelos cofatores
NADPH/O, e ciclizacdo da por¢do dimetilalil para gerar a 2-hidroxi-3-metilantraquinona
(DEWICK, 2002).
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2-hidroxi-3-metilantraquinona (29)

Tabela 31. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e de "°C (125 MHz) da substancia 29

C 29"
(KITAJIMA et al., 1998)*
HMQC () COSY
8¢ Bn 8¢ Bn ['Hx 'H]

1 114,6 7,63 113,75 7,67 (s) -

2 159,14 - 2 - -

3 128,19 - 2 - -

4 128,16 7,11 130,95 8,03 (s) -

4a 127,34 - 2 - -

5 127,91 8,29 127,51 | 825 (dd,7.3; H-6
1,9 Hz)

5a 132,19 - 2 - -

6 134,2 7.8 134,96 | 7,86 (1d,7,3; H-5, H-7
1,6 Hz)

7 134,04 7,78 134,49 | 7,88(td, 7,3; 1,6 H-8

Hz)

8 127,33 8,53 127,45 | 822 (dd,7.3; H-7
1,9 Hz)

8a 133,37 - 2 - -

9 182,58 - 2 - -

9a 130,78 - 2 - -

10 182,85 - 2 - -

CH; 16,05 2,45 16,67 2,38 () -
*: CDCls

*1: Acetona-dg

*2: devido a pouca quantidade de material ndo foi possivel atribuir os valores de deslocamento dos carbonos

quaternarios
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Figura 159. Espectro de RMN de "H (500 MHz, Acetona-ds) de 29.
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Figura 160. Expansdes do espectro de RMN de 'H (500 MHz, Acetona-de) de 29 nas regides
entre: [A] 0y 2,0-2,40 ppm; [B] 8y 7,65-7,95 ppm e [C] 8y 8,0-8,30 ppm.
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Esquema 26. Proposta de fragmentagdo para a substancia 29.
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4.3.1.5

Identificacdo das substancias 30 e 31

Para confirmar a estrutura das substancias 30 e 31 foram realizadas analises de RMN
de 'H e RMN de "°C. A anilise dos espectros de RMN de 'H de 30 (Figura 166) e 31 (Figura
168), permitiu identificar um singleto em 8y 6,82 (2H, H-2,6) e dois dubletos em &y 5,96 (2H,

J= 8,0 Hz, H-3, 5) atribuidos aos sistemas arométicos de 30 e 31, respectivamente .

A andlise do espectro de RMN de "’C (Figuras 167 e 169) mostrou valores de
deslocamentos quimicos compativeis com carbono quaterndrio C-7 em d¢ 167,70 [30] e &¢
166,79 [31] (carbonila conjugada) e ao carbono carbinélico C-4 em Ocy 142,56 [30] e dcu
159,30 [31]. O C-4 encontra-se mais protegido em 30 devido ao efeito y de protecdo exercido
pelas duas metoxilas localizadas nos carbonos adjacentes.

acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzdico (30)

Tabela 32. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e de "°C (50 MHz) das substancias 30 e 31

H;C

4-metoxibenzoato de metila (31)

30 31

C dc Oy (mult.; ] Hz) d¢c Oy (mult.;J] Hz)

1 124,70 - 122,43 -

2 107,05 6,82 (s) 131,46 7,95 (d; 8,0)

3 146,87 - 113,48 6,86 (d; 8,0)

4 142,56 159,30 -

5 146,87 - 113,48 7,95 (d; 8,0)

6 107,05 6,82 (s) 131,46 6,86 (d; 8,0)

7 167,70 - 166,79 -
3-OCH; 56,14 3,77 (s) - -
4-OCH; - - 55,29 3,81 (s)
5-OCHj; 56,14 3,77 (s) - -
7-OCH3; 52,44 3,68 (s) 51,74 3,85 (s)

211



7.83
7.25
6.82
-—3.78
~-3.68

3,5-OCH,
— 7-OCH,

-H-2,6

o)
o
i
|
1.00 2.29 10.00
= = =
IIIIII|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

ppm
Figura 166. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) de 30.
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4.3.1.6 Identificacao da substancia 32

O espectro de RMN de 'H (Figura 170; p. 217) de 32 apresentou sinais
exclusivamente na regido de freqiiéncia alta, sendo sinais referentes a trés singletos em Oy
10,56 (HN-3), &y 8,05 (HN-1), 8y 5,83 (H,N-8), um dubleto em 8y 6,93 (J= 8,0 Hz, HN-6)
atribuidos aos cinco hidrogénios ligados a dtomos de nitrogénio, além do dubleto em dy 5,23
(J=8,0 Hz) referente ao hidrogénio metinico H-5.

O espectro de RMN de *C (Figura 171; p. 217) apresentou sinais correspondentes a
quatro dtomos de carbono, sendo dois sinais em 8¢ 173,96 (C-4) e 8¢ 157,86 (C-2) atribuidos a
dois carbonos carboximidicos, e dois sinais em ¢ 157,22 (C-7) e 8¢ 62,76 (C-5) referentes a
carbonos do grupamento carbonilico de amida e metinico carbindlico, respectivamente.

A comparacio dos dados de RMN de 'H e de °C da substincia 32 com os dados da
literatura (POJE & SOKOLIC-MARAVIC, 1986; FERREIRA et al., 2000) foi determinante
para propor a estrutura da alantoina.

Os precursores biogenéticos da alantoina sdo os mesmos das metilxantinas, as bases
puricas livres, como a hipoxantina, adenina, guanina, ¢ também nucleosideos. A adenina
parece ser o precursor mais importante. A purina contém o anel de seis membros da
pirimidina fundido com o anel de cinco membros do imidazol e € bastante rara no reino
vegetal, sendo comumente encontrados os derivados metilados da 2,6-dioxipurina, as
metilxantinas. Nestes vegetais, o anel purina € sintetizado pela quebra de acidos nucléicos a
partir do IMP (inosina monofosfato). A metilxantina nido serve como precursor direto para a
alantoina, sendo catabolizada pela rota convencional de degradacdo das purinas, via acido
urico (Esquema 27; p. 215).
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Tabela 33. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) da substancia 32

O
hd
!
_N
H

i

N
3
5

H

O

alantoina (32)

/O
i

8

7 NH2

¢ Sy 327!
Posicio (POJE & (FERREIRA et
SOKOLIC- al., 2000)* Sy (mult.; J Hz) 3¢
MARAVIC, 1986)

1 - 8,05 (s0) 8,05 (s0) -
2 156,9 - - 157,86
3 - 10,54 (sl) 10,56 (s) -
4 173,7 173,96
5 62,5 5,21 (d; 8,1) 5,23 (d; 8,0) 62,76
6 - 6,91 (d; 8,1) 6,93 (d; 8,0) -
7 157.5 - - 157,22
8 - 5,82 (s) 5,83 (s) -

*: D0

*1: DMSO-dg
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Figura 170. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg) de 32.
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4.4 Atividade Antioxidante

Os valores de CEjs (concentracio efetiva que inibe 50% da atividade do radical livre
formado) foram calculados por regressdo linear dos dados experimentais onde o eixo da
abscissa representa a concentragdo da amostra e o eixo da ordenada a porcentagem de
atividade antioxidante. Os valores de CEsy resultados por linhas de regressdao linear,
mostraram um bom coeficiente de correlacdo (r > 0,95). Nas fracobes AARMA e AARMM e
para a catequina (11) os valores de CEsy foram obtidos por leitura direta do valor da
concentracdo, devido a caracteristicas inerentes a essas amostras. A Figura 172 (p. 219)
mostra graficos e equagdes obtidos para a fragdio AARMA, exemplificando a determinagdo da
CEsg para curvas sigmoidais, e a Figura 173 (p. 220) ilustra o mesmo para fracio AARMB,
porém, com perfil linear para as rea¢des de captura do radical DPPH. Foram realizados no
minimo trés experimentos independentes; sendo o CEsy o valor médio obtido dessas
experiéncias, foram expressos em CEsy = desvio padrdo (DP). Em todos os experimentos foi
assumida margem de erro < 10%. A Tabela 34 (p. 218) ilustra os valores determinados de
CEs frente ao DPPH, respectivamente para os extratos, fracdes, substancias isoladas.

Tabela 34. Valores de CEsy dos extratos (ug/mL), fracdes (ug/mL), substancias isoladas

(UM) e padroes (UM)

Amostra Origem Valor de CEs,
Extrato metandlico (AARM) A. anthelmia 10,71 £ 0,81
Fracdo Acetato de Etila (AARMA)* A. anthelmia 13,52 +£0,33
Fracao Butandlica (AARMB) A. anthelmia 20,70 £ 0,82
Fracdo Metandlica (AARMM)* A. anthelmia 9,85+0,13
Biochanina A (2) A. anthelmia 85,07 £ 3,33
Calicosina (3) A. anthelmia 89,48 £ 1,26
Genisteina (4) A. anthelmia 54,82 + 1,01
Engeletina (6) A. anthelmia 19,35 + 0,53
Astilbina (7) A. anthelmia 4,42 +0,21
Biochanina A 7-O-B-D-glicopiranosideo (8) A. anthelmia 77,74 + 3,58
Genisteina 7-0-B-D-glicopiranosideo (9) A. anthelmia 78,21 £ 1,01
Biochanina A 7-O-a-L-ramnopiranosil-(1-6)- A. anthelmia 89,43 + 4,56
B-D-glucopiranosideo (10)
Biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1-5)-f- A. anthelmia 165,23 +5,03
D-apiofuranosil-(1->6)-f-D-glucopiranosideo
1)
Catequina (12)* A. anthelmia 2,37 £0,28
Extrato Metanolico (AFRM) A. fraxinifolia 7,39 + 0,54
Fracdo Acetato de Etila (AFRMA) A. fraxinifolia 22,98 + 1,26
Fracao Metandlica (AFRMM) A. fraxinifolia 10,06 + 1,15
Prateseina (20) A. fraxinifolia 66,18 +4,31
5,7-diidroxi-3-O-a-L-ramnopiranosilcromona A. fraxinifolia 83,27 + 1,85
(21
Isoengeltina (22) A. fraxinifolia 42,03 +£1,93
Isoastilbina (23) A. fraxinifolia 31,17 £ 0,85
Rutina Mel 8,52 +0,38
Quercetina Mel 3,18 +£0,16
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Fracdo Butandlica (AARMB)
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Figura 173. Exemplo de graficos de CEs, obtidos para amostras que assumiram perfil linear.

Os resultados da atividade antioxidante mostraram que entre os flavonondis isolados
das duas espécies de Andira, a astilbina (7) foi a mais ativa com valor de CEsy = 4,42 uM. Na
astilbina (7), a presenca do anel B dissubstituido permite a estabilizacdo do radical livre por 8
estruturas de ressonancia, além das 4 estruturas de ressonincia existentes no anel A. No caso
da engeletina (6) sdo formadas apenas 4 estruturas de ressondncias devido ao anel B ser
monossubstituido. Nos flavonondéis isoastilbina (22) e isoengeltina (23), percebeu-se uma
grande diminuicdo desta atividade. Nesses dois casos a conformacgdo do agucar, que estd na
mesma face do anel B, afeta a captura do H' pela molécula de DPPH, provavelmente por
impedimento estérico.
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CEsy= 19,35 uM CEsp=4.42 uM CEsp=42,03 uM CEsp=31,10 uM

A auséncia da carbonila no carbono C-4, permite que a molécula da catequina (12)
apresente 8 estruturas de ressonancia no anel A, além das 8 estruturas de ressondncia
possiveis no anel B. Essas 16 estruturas de ressonancia que estabilizam o radical livre
formado conferem maior estabilidade do radical livre proveniente da catequina (12). A
atividade antioxidante da catequina (12) frente ao DPPH € compardvel ao do flavononol
astilbina (7), porém muito mais ativa e com uma curva de atividade que assume uma
caracteristica sigmoidal.

CEsp =237 uM

A auséncia do anel B na molécula de 5,7-diidroxi-3-O-0-L-ramnopiranosilcromona
(21) é um forte indicio da forte perda da atividade antioxidante.

CEso = 83,27 uM
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Outros dois fatores também podem afetar a captura do captura do H' pela molécula de
DPPH. Na molécula de genisteina (4), a insaturacao 2,3 no anel C permite que o radical livre
formado seja estabilizado por apenas 3 estruturas de ressonancia no anel B e mais 1 no anel C
com perda da aromaticidade. No caso da biochanina A (2) a diminui¢do da atividade
antioxidante se deve a presenca de uma metoxila no anel B.

CE5p = 54,82 uM CE5p = 85,07 uM

A glicosilagdo afeta negativamente a atividade antioxidante. No caso das moléculas de
genisteina 7-O-B-D-glicopiranosideo (9) e biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1-5)--D-
apiofuranosil-(1->6)-B-D-glucopiranosideo (11), a substituicdo de unidades de agtcar na
hidroxila do C-7, comprometeu as formas de ressonancia do sistema 5,7-diidroxil do anel A.
esta informacdo € confirmada pelos altos valores de CEs, encontrados para estas moléculas.

CE50 = 78,21 LLM

CE5() =165,23 },LM

Os extratos e fragdes das duas espécies exibiram um alto potencial de atividade
antioxidante, provavelmente devido a significativa concentracdo de compostos fendlicos
encontrados. Os extratos brutos metandlicos das duas espécies mostraram valores de CEsg

iguais a 10,71 ug/ml (AARM) e 7,39 ug/ml (AFRM). De acordo com estes valores pode-se
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sugerir que esses extratos possuem um forte efeito sinérgico entre as substancias presentes. Os
resultados obtidos para as diversas particdes dos extratos brutos metandlicos das raizes das
duas espécies exibiram valores de CEs, significativos. Os valores obtidos para as parti¢des
foram: CEsy = 13,52 ug/ml (AARMA), CEsy = 20,70 pg/ml (AARMB) e CEsy = 9,85 ng/ml
(AARMM) para a espécie A. anthelmia e CEsy = 22,98 pug/ml (AFRMA) e CEsy = 10,06
pg/ml (AFRMB) para a espécie A. fraxinifolia. Nota-se que estes valores estdo
correlacionados principalmente com a polaridade dessas fracdes, sendo a atividade
antioxidante mais pronunciada nas fracdes AARMM e AFRMM. Os valores de CEs
reforcam a idéia de sinergismo entre o conjunto de flavondides isolados e outros compostos
em menor quantidade dentro de cada fracdo. Pode-se afirmar que alguns dos flavondides
citados possam estar contribuindo com uma maior atividade antioxidante, pois estes em sua
forma pura se mostraram bastante promissores, como por exemplo, a catequina (12) e a
astilbina (7).

O screening usando o método do radical DDPH mostrou-se efetivo e permitiu verificar
que as espécies A. anthelmia e A. fraxinifolia bem como algumas das substancias encontradas
em suas raizes, podem ser consideradas uma boa fonte natural de antioxidantes.

4.5 Atividade Anti-helmintica

SILVA (2003) em estudo posterior, com os extratos aquoso e metandlico das raizes de
A. anthelmia comprovou uma significativa atividade anti-helmintica com uma porcentagem
de eliminacdo de 63,20% (25,7 Limite Inferior e 96,0 Limite Superior) de A. fetraptera.
SILVA (2003) também verificou que o percentual didrio de eliminacdo de A. tetraptera
observado com os extratos da raiz de A. anthelmia foi similar ao comportamento do
mebendazol, onde a acdo foi lenta, por um periodo de quatro dias. O extrato bruto metandlico
foi sucessivamente particionado fornecendo as fragdes acetato de etila, butanol e metanol que
apresentaram 18,45%, 21,26% e 38,0% de eliminacdo do nematdide respectivamente quando
testadas na dose de 12 mgkg”'. Os animais tratados com a fracgio AARMB na dose de 24
mg.kg', se mostraram extremamente irritados. Logo na primeira aplicacio foi detectada 60%
de mortalidade entre cobaias. Essa informacdo alertou para a toxidez dos extratos e fra¢des
quando empregados em doses elevadas e permitiu um ajuste da dose para uma concentragao
de 12 mg.kg'l.

A comparagdo das porcentagens de eliminacdo entre o extrato bruto metandlico e as
fracdes, mostrou que apos o fracionamento ocorreu uma redugdo no percentual de eliminacao
de A. tetraptera. Essa reducdo de atividade apds o fracionamento é comumente citada na
literatura, onde efeitos sinérgicos existentes em extratos brutos, tendem a aumentar a
atividade.

Para as substancias isoladas os resultados mostraram que a biochanina A (2) e
catequina (12) apresentaram baixo percentual de eliminacdo de A. tetraptera, 5,20% e 7,95%,
respectivamente, quando comparado com o grupo controle (1,56%), embora ndo tenham sido
estatisticamente significativos. Porém substincias biochanina A 7-O-f-D-glucopiranosideo
(8), biochanina A 7-O-a-L-ramnopiranosil-(1"”’—=6")- B-D-glucopiranosideo  (10) e
biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1-5)-B-D-apiofuranosil-(1->6)-B-D-glucopiranosideo
(11) apresentaram significante atividade anti-helmintica quando comparado com o grupo
controle, apesar de serem menos ativas do que o quimioterdpico mebendazol (100%). Os
percentuais de eliminacdo para as substancias 8, 10 e 11 foram de 23,0%, 29,0% e 40,21%
respectivamente, sendo a substancia 11 a mais ativa dentro da fracdo butandlica. Esses dados
sugerem que nesta série de flavondides, a presenga de unidades glicosidicas na posicao C-7
em detrimento de flavondides agliconas como a biochanina A (2) podem ser determinantes
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para a atividade de anti-helmintica. A Tabela 35 (p. 224) e a Figura 174 (p. 225) mostram o0s
resultados obtidos com esse experimento.

O local primario de acdo do mebendazol € a inibi¢ao da glicose ao contrario dos
demais benzimidazoéis, havendo deplecdo na reserva de glicogénio do helminto, tornando-o
incapaz de produzir o ATP necessdrio a sua sobrevivéncia. A atividade observada sobre A.
tetraptera pode estar relacionada tanto com o mecanismo neuromuscular como com as
reacoes bioquimicas envolvidas no metabolismo de energia, através da complexacdo de
algumas substincias com proteinas que participam do sistema neuromuscular ou das reacdes
que formam a geracdo de energia metabdlica. Similar, por exemplo, a a¢do inibidora dos anti-
helminticos benzimidazdis, no transporte de glicose e sobre a enzima fumarato redutase,
bloqueando a geracdo de ligacdes energéticas, provocando paralisia muscular e morte do
parasito, bem como a a¢do sob o sistema neuromuscular das drogas organofosforadas, através
da inibi¢ao da acetilcolinesterase (GOODMAN et al., 2003).

Os dados obtidos indicam o extrato bruto da raiz como um anti-helmintico potencial,
contudo, devido a alta toxidez apresentada, tornam-se necessarios estudos complementares no
sentido de se identificar a fragdo toxica e ativa, bem como o mecanismo de acdo das
substancias no parasito e no hospedeiro.

Tabela 35. Influéncia das fragdes e substancias isoladas de A. anthelmia na eliminacdo de A.
tetraptera

Tratamento Doses Numero de helmintos % de eliminagdo
mg.kg'1 Exame fecal | Necropsia
AARMA 12 114 521 18,45 + 7,01
AARMB 12 406 1607 21,26 £ 12,95
AARMM 12 714 1880 38,0 £14,04
1 2 103 1978 5,20 + 8,5
2 2 700 1741 23,0 £ 6,10
3 2 132 633 29,0 + 8,06
4 2 23 95 40,21 +£ 13,58
5 2 166 2088 7,95 £5,85
MB 20 324 0 100
Controle - 45 2836 1,56+3,90
Legenda:

AARMA - Fragdo acetato de etila das raizes de A. anthelmia

AARMB - Fracdo butandlica das raizes de A. anthelmia

AARMM - Fracdo metandlica das raizes de A. anthelmia

1. Biochanina A (2)

2. Biochanina A 7-O-B-D-glucopiranosideo (8)

3. Biochanina A 7-O-a-L-ramnopiranosil-(1”’=6)- B-D-glucopiranosideo (10)

4. Biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1->5)-B-D-apiofuranosil-(1->6)-f-D-glucopiranosideo (11)
5. Catequina (12)

MB - Mebendazol
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Figura 174. Atividade anti-helmintica em camundongos tratados com as fracdes e substancias
isoladas de A. anthelmia em comparagcdao com o mebendazol (MB) e com animais nao tratados
(controle). Valores expressos em média = DP de nematdides eliminados nos diferentes grupos
de animais testados. n=10. Os simbolos* e ** indicam valores de p < 0,05 e p < 0,01,

respectivamente.
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5 CONCLUSOES

Este € o primeiro estudo fitoquimico de duas espécies de Andira (Andira anthelmia e
Andira fraxinifolia).

Observou-se que as duas espécies sdo bioprodutoras de isoflavondides e O-glicosil
isoflavonas. Tendo a biochanina A como o constituinte mais abundante. Isto estd de acordo
com as caracteristicas do género, mas, também se encontrou esterdides, terpenos, saponinas,
cromonas € o cerebrosideo, além de flavanas e flavandis.

A reacgdo de isoflavona com iodo em meio bésico e metanol conduz a incorporacdo de
iodo em 6 e/ou 8 com adi¢do de grupo metoxila na enona. Observamos que este resultado €
diferente de quando se realiza esta reacdo com flavonas, nio incorporando metoxila em 2,3.

Nao € o primeiro estudo fitoquimico de Palicourea coriacea, mas, gerou novas
informagdes permitindo identificar o alcaldide calicantina ja detectado neste género e
perceber que esta espécie € capaz de metabolizar outras substancias como 4cidos triterpénicos
e derivados dos dcidos benzdico e cindmico, além de ser fonte significativa quantidade de
alantoina.

A potencial atividade antioxidante dos extratos e fracdes das espécies A. anthelmia e
A. fraxinifolia é, provavelmente, devido a significativa concentragdo de substancias fendlicas
na raiz destas plantas. Pode-se sugerir que estes extratos possuem um forte efeito sinérgico
entre as substancias presentes e que alguns dos flavondides isolados contribuem para essa
atividade.

O extrato bruto da raiz de A. anthelmia é um anti-helmintico em potencial, contudo,
devido a alta toxidez apresentada, tornam-se necessarios estudos complementares no sentido
de se identificar a fracdo téxica e ativa, bem como o mecanismo de acdo das substincias
isoladas tanto no parasito quanto no hospedeiro. A biochanina A-7-O-f-D-apiofuranosil-
(1-5)-B-D-apiofuranosil-(1=6)-B-D-glucopiranosideo foi a substincia natural mais ativa
como antihelmintica. Permitindo sugerir que a presenga de unidades glicosidicas na posicao
C-7, pode ser um diferencial para esta acao.
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