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Resumo

ESTUDO FITOQUIMICO DE Lecointea hatschbachii BARNEBY teve o
propdsito de isolar e elucidar as estruturas dos flavonoides presentes nos extratos
das raizes da planta Lecointea hatschbachii Barneby. O género Lecoiniea possui
seis espécies descritas, todas quimicamente inexploradas, e estd localizado junto
ao grupo Lecointea, tribo Swartzia, subfamilia Papilionoideae, de Leguminoseae,
com outras espécies da tribo Swartzia. Alguns estudos recentes sugerem que ©
grupo Lecointea no € monofilético, o que inspirou o nosso grupo de pesquisa a
estuda-lo para verificar correlagbes quimiotaxondmicas que possam corroborar
com a revis#o taxonOmica sugerida por Tozzi, A. M. G. A.. A andlise do extrato
cloroformico da raiz de Lecointea hatschbachii Barneby, resultou no isolamento
de cinco isoflavonodides, dos quais trés sfo inéditos, a saber: 7,2°,4°- triidroxi
-6’(o,a-dimetilalil)-3’-metoxiisoflavona; 3-hidr6xi-9,10-cromenocumestanc; e
3,9-diidroxi-7(co,a-dimetilalil}- 10-metéxi-cumestano, além dos ji4 conhecidos
isosojagol e medicarpina. A identificagio dos compostos foi realizada por
espectroscopia de RMN de 'H e de °C, COSY de 'H, HMBC, HSQC, NOE, UV,
IV e espectrometria de massas de alta resolugfio. O fato da maioria das substincias
isoladas serem isoflavondides com similares padrdes de oxidacfo, alem de taxa de
oxidacio/metilaciio tipicas da tribo Swartzia, constituem evidéncias de que
Lecointea hatschbachii esta bem alocada na tribo proposta. Apés ensaio de
letalidade a Arfemia salina, constatou-se atividade do extrato hexénico, da
medicarpina ¢ dos dois cumestanos inéditos, e por bioautografia, constatou-se a
atividade da nova isoflavona a Penicillium funiculosum, da medicarpina a

Aspergillus niger ¢ do novo cumestano triidroxilado a Staphylococcus aureus ¢ a

Alternaria alternata.



ABSTRACT

A PHYTOCHEMICAL STUDY ABOUT Lecointea hatschbachii
BY had the purpose to isolate and elucidate the present flavoneid

BARNE
structures in the roots extracts of the plant Lecoinfea hatschbachii Barneby. The
genus Lecointea has six reported species, all of them chemically unexplored, and
it is localized inside the Lecointea group, Swartzia tribe, Papilionoideae
subfamily, of Leguminosae, the Swartzia tribe encompasses species. Some recent
studies propose that the Lecointea group is not monophyletic, which inspired our
research group in order to verify chemotaxonomic correlations which could
support the taxonomic review suggested by Tozzi, A M. G. A. The analysis of the
chloroformic extract from Lecointea hatschbachii Barneby roots resulted in the
isolation of five iécﬂavonoicis,, (being three of them unreported), namely:
7, 2, 4 - trihydroxy - 6 (a,o - dimethylaliyl) - 3 - methoxyisoflavone, 3 - hydroxy-
9,10-chromenecoumestan, ¢ 3,9-dihydroxy -7(o,a-dimethylaliyl) -10-methoxy-
coumestan, besides the already known isosojagol e medicarpin, were isolated. The
compounds identification was performed by of 'H and C RMN, COSY of 'H,
HMBC, HSQC, NOE, UV and IR spectroscopy and high resolution mass
spectrometry. The fact that the isolated substances are isoflavonoids with a similar
oxidation pattern, besides the oxidation/methylation ratio typical of the Swartzia
tribe species, evidenciated that Lecointea hatschbachii is well placed inside the
same tribe. After the Artemia salina lethality test, it was evident hexane extract
activity, medicarpin activity and two inedited coumestans activity, and by
bicauthography, it was evident the new isoflavone activity, against Penicillium
funiculosum, medicarpin activity, against Aspergillus niger and new trihydroxy

coumestan activity, against Staphylococcus aureus and Alternaria aiternata.
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Introducte

1. INTRODUCAO

A familia de plantas Leguminosae, também citada como Fabaceze, é
constituida por cerca de 17.500 espécies, distribuidos em cerca de 650 géneros
(Polhill, 1994)', incluindo érvores, arbustos, lianas e ervas, com distribuicdo

cosmopolita. A familia Leguminosae destaca-se principalmente pela sua

significAncia na natureza, representando quase um décimo de todas as espécies de
plantas floriferas, s6 comparével em niimerc de espécies entre as Angiospermas as
familias Orchidaceae e Asteraceae (Raven et alli 1996)°. Na classe dicotiled6nea a

familia ¢ tdo importante economicamente quanto As gramineas entre as

monocotiledéneas (fonte de cereais), pois além de contribuir com espécies de
legumes comestiveis, de alto valor protéico, tais como diversos feijdes e favas (dos
géneros Phaseolus ¢ Vicia respectivamente), e a soja (Glycine hispida), € fonte de
madeiras de lei, tais como Pau Brasil (Caesalpinia echinata), os jacarandas
(diversas espécies de Dalbergia e Machaerium), as sucupiras (diversas espécies de
Gonphia e Pterodon), as copaibas (diversas espécies de Copaifera), entre outras
(Lorenzi, 1992 e 1999, também €& representativo nestz familia o nimero de
plantas descritas com propriedades medicinais como a propria copaiba (Tambe et
alii 1996’ e o fedegoso (Cassia occidentalis) (Simdes et alii 1999, Matos 2002)%".
Ha muitas décadas os taxonomistas estabeleceram uma subdivisio da familia
Leguminosae em trés subfamilias, Mimosoideae, Caesalpinioideae, Papilionoideae,
das quais a subfamilia Papilionoideae compreende 2/3 das espécies, com
distribuicio geografica mais ampla, incluindo regibes temperadas, se estendendo
desde florestas tunidas até desertos secos e frios (Polhill 1981)%, sendo a mais
representativa dentro da familia Leguminosae. De acordo com Polhill (1994)' esta
subfamilia subdivide-se em 30 tribos com cerca de 440 géneros, incluindo entre

outros Swartzia e Zollernia de Swartizieae, Andira e Dalbergia de Dalbergieae,
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Tephrosia, Derris e Lonchocarpus de Millettieae, Medicago de Trifolieae,
Psoralea de Psoraleae, amplamente citados na literatura como fonte de compostos
biologicamente ativos (Di Stasi & Hiruma-Lima 2002, Lorenzi & Matos 2002)>'""
Phaseoleae de Phaseollus, como fonte de alimento.

Devido ao seu enorme usc pratico a familia Leguminosae tem sido
extensivarmnente explorada em seus metabdlitos secundérios resultando na
descoberta de cerca de 28% dos flavonéides conhecidos hoje em dia e de 95% de
todos os isoflavonodides. A importincia dos metabolitos secundérios é clara, basta
examinar o recente artigo “Advances in flavonoids research since 1992 em que os
autores Harborne & Williams (1992)" abordam o papel das antocianinas e
flavonas na estabilizagfio das cores azuis das flores de plantas angiospermas, em
relagdo ac fendmenoc de polinizac8o por abelhas; a contribuicio dos flavonéides na
protecdo das folhas das plantas que o produzem contra radiagic UV-B; o papel dos
flavondides na protegio contra infecgfio microbiana e predadores herbivoros, e as
propriedades dos flavondides quanto a seus valores nutricionais e medicinais,
ressaltando a importidncia da abordagem muitidi#ciplinar e a compreensdo de
fendmenos ecoldgicos.

No entanto o aspecto prioritdrio que motivou o desenvolvimento deste
trabalho, foi o argumento quimijotaxondmico, pois embora Gottlieb (1982)*?
advirta para que o fato da presenca ou auséncia de determinados metabélitos em
plantas, deva ser interpretado com cautela, em especial a presenca de flavondides
no ambito da familia leguminosae, tem sido altamente proficiente nas revisdes
taxondmicas mais atuais. E ainda apesar de Harborne (2000)" ter afirmado que “a
época de ouro da quimiotaxonomia” tenha ocorrido no periodo de 1965 a 1985,
declinando provavelmente com o advento da “gendmica”, ora em plena fascinagéo,
neste seu mesmo artigo “Arsenal for survival: secondary Plant Products” o autor
comenta: ... “nesta situacBo em que o sequenciamento de DNA ¢é preponderante,
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pode se muito bem propor a questdio: tem futuro a quimiossistematica envolvendo
a investigac@o de metabolitos secunddrios em plantas? (ele mesmo responde) No
meu ponto de vista a resposta ¢ inequivocamente sim”... por varias razdes que
passa a defender. E € dentro do espirito da terceira razfio defendida por Harborne, a
qual € a busca de caracteristicas independentes que possam auxiliar a classificacfo
das plantas no intervalo entre familia e género, que predominantemente residem
105808 motivos.

Ha mais de vinte anos o grupo de Magalhdes, A. F. e Magalhiies, E. G., a
que pertence o autor desta monografia, vem se dedicando ao estudo fitoquimico de
plantas nativas, quimicamente inexplorada, com interesse guimiotaxonémico,
tendo nos Gltimos quinze anos estabelecido uma estreita colaboracio com 2z
botinica Tozzi, A. M. G. A., do departamento de botinica da Universidade de
Campinas, no empenho de estabelecer possiveis correlacBes entre o estado de
evoluc8o dos flavondides presentes coin os téxons dos espécimes estudados.

A locagfo das espécies em subfamilia e tribo é particularmente complexa,
ndo apemas pela quantidade de géneros e espécies, mas também por fatores
inerentes & propria evolugfio. As interagSes com outros organismos e a competicio
por luz e nutrientes dentro de um ecossisterna, tem como consegiiéncia o
paralelismo, divergéneia e convergéncia, que sSo mecanismos pelos quais a
evoluciio acontece. Estes mecanismos ocorrem em taxas diferenciadas e mesclam
as caracteristicas de filogenias diferentes, dificultando o levantamento de seu
histérico. Todas as 4rvores filogenéticas, nas quais a classificacio das espécies estd
fundamentada s3o hipdteses sobre a historia da evolugfo, ¢ portanto € possivel
agrupar evidencias favoraveis e contririas a uma determinada proposta (Futuyma
1992)"%. A compreensdo dos meandros da evolugdo ¢ dificultada, em parte
também, devido ao pequeno niimerc de espécies atuais em comparagdo com as ja
extintas (Gottlieb 1982)", diminuindo a possibilidade de uma descendéncia direta
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e o estabelecimento de relagGes palecboténicas. As dificuldades no reconhecimento
da histéria da evolucio e por consegliéncia, na classificag8o, tornam preciosas

novas informacdes que corroborem com seu esclarecimento.

TIMIOTAXONOMI

1.1 O A E COMPOSICAO QUIM?

A classificaciio de plantas com relagfio 8 composicio quimica teve inicio
muito antes da anunciacdo da teoria da evolugfo por Darwin, com as exploragdes
de terras distantes a procura de especiarias, principalmente canela, cha e eventuais
substitutos amplamente comercializados e consumidos na Europa, além da busca
de pilantas com atividades farmacolégicas. Estas propriedades decorrern da
presenga de certos metabolitos secundérios, especificos de certas plantas ou grupos
de plantas, em alguns casos as semelhancas eram morfolégicas e quimicas, 0 que
servia de guia aos exploradores, no processo de selegio dos espécimens a serem
testados.

A presenca de metabdlitos secundérios em plantas € um exemplo de resposta
evolutiva em um determinado ecossistema, destacando-se a funco protetiva dos
metabolitos secundérios conira outros organismos e fatores ambientais.
Considerando por este Ambito fica clara a relagio entre evolugio quimica dos
metabélitos e ecologia, culminando com a possibilidade de algumas destas
substincias serem bons marcadores taxondmicos. As moléculas biomarcadoras tém
em comum rotas biossintéticas complexas, assim mesmo uma molécula simples,
implica na manifestacio de imimeros cofatores e enzimas, que sfo manifestagSes
implicitas da espécie (Gottlieb 1982)".

O estabelecimento de relacBes filogenéticas em plantas a partir da
composicdo quimica é dificultado, ainda que dentro de certos limites, por fatores
ambientais e geogrificos, anomalias bioquimicas sfo mais facilmente fixadas em
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populacbes pequenas, em grupos estreitamente aparentados ou sobre segregacio
em regifes geograficamente restritas. A correlagio entre a flutuante pressfio
seletiva de herbivores e a presenca de metabélitos secundérios € inegavel, também
¢ fato observado que espécies aparentadas tendem a diversificacfio quimica quando
coexistem em Wma mesma area, podendo ser semelhantes quando em regides
diferentes, mas ¢ incontestdvel a relacfo entre a composicio quimica de uma

linhagem vegetal e o ambiente geogrifico.

Um mecanismo biossintético é limitado por restricdes genéticas de longo
prazo, mas pode sofrer ajustamento em curto prazo em resposta a perturbagdes e
influenciar 2 estrutura de uma comunidade. A complexidade dos aspectos quimicos
exigem estudos multidisciplinares envolvendo biossintese, fisiologia, ecologia,
genética, evoluclio ¢ até geografia dotando a sistemstica moderna de dados
preditivos, que aliados a outras fontes permitem uma classificagdo mais logica e
abrangente (Gottlieb 1982, Harborne & Mabry 1982)'%%5.

1.2 FLAVONOIDES

Dentre os metabdlitos secunddrios como moléculas biomarcadoras
destacam-se os flavonéides, sua distribuico nas plantas superiores, além de sua
estabilidade quimica e diversidade estrutural, sfo especialmente convenientes aos
estudos quimiosistematicos (Hegnauer & Grayer-Barkmeijer)'s. Os flavonéides
estiio presentes por toda a planta, apresentando amplas fimgSes biolégicas, que vio
desde a cor das flores, protegfio contra radiagiio U.V., até interagdes biologicas
complexas com outros organismos (Grayer & Kokubum 2001, Chansakaow

2000)'”"%, revelando uma fonte de idéias para o planejamento de novas moléculas
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bioativas, entre elas firmacos (Harborne 2000, Barreiro 2001, Barreiro e Fraga
2001)" 192, '

Apesar das restricBes de natweza fitogeogréficas e ecolégicas, numeroscs
casos }4 estudados estabelecem correlacio entre a composico em flavondides e
classificacio de plantas em subfamilia e familia, mostrando ser um promissor
grupo de marcadores na avaliacBo de classificagBes competitivas, com equivalentes
dados biolbgicos satisfatérios (Gottlieb 1982)™.

A presenca de flavondides € especialmente notdvel na familia Fabaceae
(Leguminoseae). Entre as estruturas dos flavonéides atribuidos 2 esta familia, uma
quantidade expressiva apresenta grupos premila, e/ou 2 auséncia de funcgles
oxigenadas em C-5 (figura 1.2.1.1), é notével também que a grande maioria dos
isoflavondides, flavondides que sofreram a migracfic arila 1-2 (figura 1.2.1.2),
estio delimitados quase que exclusivamente a subfamilia Papilionoideae
(Hegnauer & Barkmeijer 1993)'°.

1.2.1 BIOSSINTESE DOS FLAVONOIDES

Os flavondides apresentam dois anéis aromdticos, o anel A formado por
trés unidades C, de acetil ou malonil Coenzima A e o anel B, formado a partir do
aminodcido fenilalanina, que por sua vez é resultante no metabolismo primario da
glicose, pela rota do 4cido chiquimico (Knaggs 2000, Dewick 199772, Durante a
formagio da chalcona a manifestagio de uma redutase resulta na eliminac8o da
hidroxila do carbono C-5, formando os flavondides 5-desoxi (Hegnauer &
Barkmeijer 1993)', evidenciando a facilidade biossintética na producio de
moléculas com substituintes oxigenados nos carbonos C-7, C-9, C4’ ou C-3, C-7,
C-9, C-4°, (figura 1.2.1.1).
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Figura 1.2.1.2 Mecanismo de migracio 1-2 do anel aromatico.
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A partir das chalconas, com a participacio da enzima chalcona isomerase
sio sintetizadas as flavanonas, que na seqiiéncia com a participagfio do citocromo
P-450 e cofatores, promove a migracfo 1-2 do anel aromdtico (Crombie & Whiting
1998)7, em seguida a eliminagfo de 4gua pela agfio de uma desidratase completa a
sintese das isoflavonas (figura 1.2.1.2), primeira de uma distinta subclasse dos
flavonéides denominada de isoflavondides. Das isoflavonas ocorre a diferenciacio
de todas as outras classes de isoflavonéides (figura 1.2.1.3), principalmente pela
Sfariagﬁ,o da oxidaciio do anel C e a formac8o de anéis adicionais, comuns aos

compostos apresentados neste trabalho (Tahara & Ibrahim 1994,

isofiavona l l

Curmaronocromona Rotendides

isoﬂa‘iamm Iscflavana Plerocarpano
o G0 0.0
O — L — OO
0 " <0
’-to HO ; b .
isoflavan-3eno S3-Arlcumaring Cumestano

Figura 1.2.1.3 Derivados biossintéticos das Isoflavonas
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A variacéio do padro de oxidacdo e substituicio do anel C, gera as diversas
classes de isoflavondides enquanto que a auséncia ou presenca de fungdes
oxigenadas tipicas, inclusdo de grupos prenila, hidroxilas extras, metilagdo de
hidroxilas, formacio de anéis pirano e furano a partir de grupos prenil e a formacgo
de grupos metilenodiéxido s8o responséveis pela extensa diversificacio estrutural
destas classes. A inclusfo de substituintes e sua modificacfo sugerem a presenca
de enzimas como dimetilalil-transferases, as do citocromo P-450, metil-transferase
entre outras e seus cofatores, demonstrando o cardter complexo da biossintese e
sua clara relaco com o gendtipo de uma linhagem.

PressBes ambientais ou ecolégicas, causadas pela instalagBio em novas 4reas,
contato com novas espécies e fatores climaticos adversos, modificarn a biossintese
dos metabdlitos secundérios. Nos flavondides a alterag3o biossintética mais
simples e recente é o aumento da taxa de oxidagfo, permitindo classificar as
plantas com flavonéides de alta taxa de oxidagdo como mais evoluidas (Gotilieb
1982)".

yp rrirrriviky
P BB RIS
5 555 F 9%

Figura 1.2.1.5 Substituintes derivados da inclusfo e modificag8io de grupos
prenila, observados em isoflavondides naturais (Tahara & Ibrahim 1995)*,
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1.2.2 ISOFLAVONAS

As 1soflavonas constituem o maior grupo de isoflavondides, com mais de
334 compostos descritos na literatura, dos quais cerca de 88% est3o presentes nas
Leguminosas, apesar da restricBo boténica, obviamente por motivos biossintéticos,
as isoflavonas, apresentam alta diversidade estrutural, sendo descritos na literatura
cerca de 40 padrGes diferentes de oxidagfio {Tahara & Ibrahim, 1994)”, dos quais
os mais comuns sfo observados na tabela 1.2.2.1.

Os substituintes mais comumns das isoflavonas sfo os grupamentos hidroxila,
C-5-desoxi

(46%) € as hidroxiladas nas posi¢Bes C-6 e C-2’, além das ja esperadas C-7 e (-4,

metoxila, metilenodibxido, prenila (41%) , sfo freqlientes as estruturas

O nimero relativo de isoflavonas isoladas na forma aglicona é expressivo (83% do
total), da mesma forma que nas chalconas (80% do total), mas contrasta com o
pequeno numerc nas flavonas (33% do total), revelando a especificidade
enzimatica nas rea¢les que envolvem as transformacdes entre estas moléculas.

Uma das propriedades biologicas mais importantes das isoflavonas é a
atividade estrogénica relacionada a mimetizagfo (forma e polaridade) do horménio
estrogénio (B-estradiol, principal estrogénio, figura 1.2.2.1), com a possibilidade de
afetar a reprodugc de animais herbivoros, e também antifingica e antibacteriana

comuns a muitos isoflavondides fitcalexinas.

Figara 1.2.2.1 O horménic B-estradiol

-11-
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Tabela 1.2.2.1 PadrBes de oxidacdo das Isoflavonas e sua ocorréncia.

PRESENCA FREQUENCIA  OCORRENCIA
DE RELATIVA RPO
OXIGRUPOS ENTRE AS
EM ISOFLAVONAS
574 56 19% 1/30 = 0,0333
57,24 50 17% 2/18 = 01111
57,34 33 1% 2/20 = 0,1000
57,245 13 4% 3/13=0,2308
74 13 4% 2/22 = 0.0909
734 12 4% 3/11= 02727
7245 11 4% 4/55 = 0,0727
Outros 33 padrdes 105 36% -

RPO = Probabilidade Relativa de Ocorréncia da Substituigio do Flavonoide,
(Cagnin & Gottlieb 1978)* definida pelo nimero de passos adicionais de

oxidagdo/reducdo a partir de isoflavondide 5,7,4’-oxigenado/freqgiiéncia de

ocorréncia do padriio entre os isoflavondides de leguminosas cophecidas.

Figara 1.2.2.2 Esqueleto e numeracfio das isoflavonas

w12
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Figura 1.2.2.3 A isoflavona Genisteina

A genisteina (figura 1.2.2.3) € uma isoflavona tipica, intensamente estudada,
para a qual diversas atividades tem sido relatadas, entre elas a agfo como um
potente inibidor da tirosina quinase, enzimas receptoras de horménio de
crescimento e produtos de oncogenes virais, ¢ também na inibi¢So da enzima
topoisomerase, que altera o processo de proliferacdo celular (Creczynsky-Pasa &
Pedrosa 2001)%.

1.2.3 CUMESTANOS

Os cumestanos sfo representados por cerca de 50 compostos em 14 padrdes
diferentes de distribui¢fio de substituintes oxigenados. As posicdes oxigenadas de
maior ocorréncia sdo as esperadas pela biossintese, ressaltando a manifestacio
eficiente de uma redutase, durante a formagfo do anel A destas substancias, o que
resulta em uma elevada taxa de cumestanos 5 deséxi (86%), além da significante
quantidade de 3’-oxigenados (42%) e da auséncia até o presente trabalho de

moléculas 5’-oxigenadas.
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Entre as propriedades biologicas atribuidas aos cumestanos, assim como as
isoflavonas, destacam-se as relacionadas a mimetizacdo do horménio estrogénio.
Em geral a habilidade de uma substéncia produzir ou bloquear um efeito biolégico
(agonista ou antagonista) requer peculiaridades estruturais e eletrdnicas, em que as
distancias e localizagfo relativa de grupos bioisésteros sfio muito semelhantes ao
do horménic mimetizado, e mesmo assim nem todas as propriedades biolégicas
serfo comuns, decorrentes das diferencas de interacBes com os sitios ativos dos

receptores hormonais.

Figura 1.2.3.1 Comparago entre os modelos; a, ¢ - um cumestano (cumestrol),
b, d — um estrogénio (B-estradiol). Em amarelo distincia entre dois grupos

oxigenados {aprox. 1,1 nm.).
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Figura 1.2.3.2 O cumestano Cumestrol

A exemplo %10 hormémio estrogénio, sfo conhecidos os receptores
estrogénicos o ¢ P, distribuidos em propor¢Ges caracteristicas em diferentes
tecidos. Com relaco ao estrogénio algumas isoflavonas e cumestanos sdo fracos
agonistas aos receptores o € potentes agonistas aos receptores B, produzindo uma
agdo biologica diferenciada do horménio original, apresentando acfio estrogénica
em alguns e antiestrogénica em outros, comparativamente . Esta propriedade de
alguns cumestanos ¢ isoflavonas tem despertado crescente interesse na pesquisa de
novos farmacos ndo esteroidais para reposicio hormonal em mulberes pés-
menopausa, com efeitos estrogénicos nos ossos e sistema cardiovascular (maior
ntmero de receptores ), e antiestrogénico no Gtero e mama (maior nimero de
receptores o), com possibilidade de reduzir o risco de céncer de mama e de fitero a
que se predispde o paciente em tiratamento de reposicio com estrogénio
(Creczynski-Pasa & Pedrosa 2001)%.

- 315



Introducdo

Tabela 1.2.3.1 PadrSes de oxidagfo dos cumestanos e sua ocorréneia.

PRESENCA OCORRENCIA
DE FREQUENCIA RELATIVA RPO
OXIGRUPOS ENTRE 0S

EM CUMESTANOS
7.2 4 17 34% 3/38=0,0789
7245 11 22% 4/55 = 0,0727
78,24 3 6% 4/3=13333
TZAE 3 6% 4/3 = 13333
67245 3 6% 5/10 = 00,5000
723 2 4% 6/2 = 3,0000
57,2 4 2 4% 2/18 = 01111
QOutros 7 padroes 9 13% -

RPO = Probabilidade Relativa de Ocorréncia da Substitui¢io do Flavonéide,
(Cagnin & Gottlieb 1978)®, definida pelo nimero de passos adicionais de
oxidacio/reducio a partir de isoflavonodide 5,74 -oxigenado / fregiiéncia de

ocorréncia do padrio entre os isoflavondides de leguminosas conhecidas.

Figura 1.2.3.3 Numeracgio dos cumestanos segundo as isoflavonas,
aplicado 4 tabela 1.2.3.1.
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E descrita também na literatura a atividade antimiotéxica, antihemorragica e
antiproteolitica do cumestano Wedelolactona de Eclipta prostata na protegéo
contra ¢ veneno de diferentes serpentes Brasileiras e Norte Americanas, o que
inspirou a sintese de diversos outros cumestanos ndo naturais com a finalidade de

investigar estas atividades (Silva ez alli 2001)%°.

Figura 1.2.3.4 O cumestano Wedelolactona de Eclipta prostata.

1.2.4 PTEROCARPANOS

Os pterocarpanos sdo o segundo maior grupo de isoflavonoides com cerca de
200 compostos ndo glicosilados conhecidos. No esqueleto pterocarpanico estdo
presentes dots centros quirais, um em cada carbono que funde dos anéis C e D, mas
na natureza apenas as configuracdes RR e SS s#o observadas (fusfo Cis), estudos
de mecénica molecular confirmam que as configuragbes RS e SR (trans) sio
desfavoraveis por conferirem maiores tensdes a molécula. A conformacio mais
estavel do anel C, confirmada por RMN de 'H é a meia cadeira (Pachler &
Underwood 1967)*", com os carbonos C-6 ¢ C-6a em um plano diferente do anel
A, de tal forma que o hidrogénio H-6a forme um angulo diedro de

aproximadamente 180° com o hidrogénio H-6 axial (figura 1.2.4.1).
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Figura 1.2.4.1 Conformagdes do esqueleto basico pterocarpinico RR.

a) majoritario, b) minoritario.

Muitos pterocarpanos e isoflavanas destacam-se entre as fitoalexinas, que
sdo substancias de defesa, produzidas pelas plantas quando atacadas por fungos ou
bactérias potencialmente patogénicos.

A sintese de fitoalexinas ¢ regulada por substincias liberadas da parede
celular do organismo agressor (elicitores) por enzimas da planta atacada,
desencadeando um sinal. Estas substéncias, por difusfio, encontram 0s receptores
das células vegetais que controlam por retroalimentagio a sintese induzida de
enzimas, que irfo catalisar as etapas biossintéticas necessdrias 4 producio das
fitoalexinas (Ingham }990)32. Por fim estas substincias servirdo como uma barreira
quimica ao ataque do agressor. Desta forma fica evidente um dos aspectos notiveis
das fitoalexinas, o fato delas nfio se acumularem em tecidos sadios, sendo

produzidas em situagdes de risco.
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As Papilionoideae sdo reconhecidas pela sua capacidade de produzir
isoflavondides fitoalexinas, com a possibilidade de serem usadas como
demomstragﬁo quimica independente de descendéncia das formas herbéceas a partir
de ancestrais lenhosos, com o uso de técnicas de indugfo (Ingham 19902,

O pterocarpano medicarpina € o isoflavondide fitoalexina de maior

ocorréncia entre as Papilionoideae.

Figura 1.2.4.2 — O pterocarpano Medicarpina e sua numeracio.
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1.3 O GENERO Lecointea

O género Lecoinfea, com seis espécies, estd incluido na subfamilia
Papilionoideae, localizado em um grupo basal, junto & tribo Swarizieae (Bameby
1989, com mais 29 tribos. Morfologicamente o género Lecointea é considerado
préximo aos géneros Exostiles € Harleyodendron (Barneby 1992)*. A posiciio da
tribo Swarizieae, é controvertida desde que Bentran em 1865 a propds anexada a
subfamilia Papilionoideae, pois grande quantidade de caracteristicas morfologicas
da maioria dos géneros que a compdem demonstram proximidade & tribo
Sophoreae de Papilioncideae, embora a aparéncia dos frutos e sementes seja
semelhante aos membros da subfamilia Caesalpinioideae. A falta de representantes
conhecidos com relacio de parentesco em Caesalpinioideae reafirrma o
posicionamento de Bentran. Estudos sorolégicos e palinolégicos, mais recentes
levantaram a possibilidade da semelhanca com a tribo Sophoreae ser apenas fisica
e a tribo Swartzieae ter mais afinidade com a subfamilia Caesalpinioideae,
enquanto que 2 descricBo de um novo género, Bobgummia, locado na tribo
Swartizieae, em funcdo da semelhanca das ﬁoﬁes, permitiram aos autores Kirkbride
& Wiersema (1997)° afirmar que as diferencas entre os frutos ¢ sementes desta
tribo sfo conseqiiéncias de wma reversfio € que seus ancestrais deveriam ser
semelhanies nestas caracteristicas as outras Papilionoideae. Em sua tese de
doutorado Santos (2002)*® do grupo de Magalhfes, A., com base em substéncias
isoladas de Swarizia Langsdorffii, reafirmou esta corregdo, corroborando a
proposta destes autores. Estudos recentes também modificaram a estrutura da tribo:
com base na anslise cladistica da morfologia do pélen, Ferguson e Schire (1994)”,
definiram a tribo Swartizieae como polifilética, recentemente confirmado por
métodos baseados no sequenciamento de fragmentos especificos de DNA, que
também apontam esta tribo como basal.
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Grupo:  Swartzia .
Géneros:

e Swarizia
® Bocoa
e Candoleodendron

Grupo:  Cordyla

(iéneros!

- ubfamﬂia: Papilionoideae
| Tribo: Swartzieae

e Baphiopsis
e Cordyia 3
o Mildbraediodendron |

Gruapo: Lecomtea
{3€neros:
e Lecointea

Harleyodendron
Exostyles
Zollernia
Holocalix

® @ 9 @

Grupo: Ateleia
(éneros:
o Ateleia

o (yathostegia
o  Amburang

Figura 1.3.1 Classificacfo da tribo Swartzia, segundo Polhill (1994)'.
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Na tentativa de tornar a classificac8o mais condizente com vérios pardmetros
morfolégicos, diversos géneros foram incluidos ou excluidos desta tribo, segundo
Penmington et alii. (20017° até mesmo o grupo Lecointea € polifilético,
reconhecendo dois ramos, Vataireoide com os géneros Sweetia ¢ Luetzelburgia
anteriormente locado em Sophoreae, Vatairea e Vataireopsis, anteriormente de
Dalbergieae e Exostiles e Harlevodendron e o ramo Lecointeoide com os géneros
Holocalyx, Zollernia e Lecointea. Em sua tese de doutorado, Mansano, V. (2002)*
do grupo da Boténica Tozzi, A. M. G. A. com base em dados morfolégicos
combinados com sequenciamento do intron trnl. do DNA de cioropiasto afirma
que novas espécies devem ser incluidas ao ramo Lecoinieoide para resolve-lo
melhor ¢ sugere a inclusfio do género Uribea de Sophoreae e a reinclusfo de
Exostiles € Harleyodendron.

O centro de ocorréncia do génerc Lecointea € na América Central, Guiana,
Venezuela e na Amaz6nia Brasileira (Barneby 1989)*. A descoberta de uma nova
espécie, Lecointea hatschbachii, na mata Atlintica do Parand € inesperada
(Barneby 1992)*, visto que as outras espécies do género ndo sdo encontradas mais
ao sul do que 12°S, embora nfo seja tfo incomum a ocorréncia de novas espécies
com distribuicBes geograficas atipicas (Barneby 1992)*. A espécie Lecointea
hatschbachii foi encontrada apenas a 24°45°S, 49°W, nas proximidades de
Ribeirfo do Rocha, Parana, e sfo arvores de 3 m de altura com ramos delicados,
muito semelhantes as espécies Lecointea amazonica Ducke e Lecointea marcano-
bertii Barneby, as margens das folhas sdo espinho-dentadas, as inflorescéncias sfo
pequenos racemos de 9 a 15 flores, cada flor com 8 mm de comprimento, célice
campanulado, cinco pétalas € 9 a 10 estames uniformes, o florescimento € de julho

a agosto e os frutos ainda sdo desconhecidos (Bamneby 1992)*.
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Lecointea haischbachii Barneby
Lecointea amazonica Ducke
Lecointea marcano-bertii Barneby
Lecoimtea ovaliofolia

Lecointea peruviana

Lecointea iomgo

| Génerg: Lecoiniea

Figura 1.3.2 Espécies descritas para 0 género Lecointea

Figura 1.3.3 Aspectos morfologicos de Lecointea hatschbachii. (Barneby 1992)%
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1.4 OBJETIVOS

O presente trabalho teve o objetivo de isolar, e determinar a estrutura dos
flavondides presentes nos extratos das raizes da espécie Lecoinfea hatschbachii
Bameby. O estudo fitoquimico de uma das espécies do género Lecoinfea ¢ inédito,
além do mais sua ocorréncia atipica a2 torna fnica, nfo s6 pelas diferencas
implicitas da espécie, como também pela localizagfo geografica que pode inferir a
variagdes nas caracteristicas fitoquimicas (Gottlieb 1982)"%. A restriciio geografica
da espécie e o risco eminente de exposicio a fatores externos, ocasionado pela
proximidade dos grandes ceniros urbanos também foi relevante na escolha da
espécie a ser estudada. Este trabalho visa contribuir com um projeto maior, com a
participacio da boténica Dra. Ana Maria Azevedo Tozzi que procura apoiar o
esclarecimento da classificac8o destas plantas e de outras de géneros proximos,
levando em conta aspectos quimiotaxondmicos.

Este {rabalho também teve a finalidade de detectar possiveis atividades

biolégicas dos extratos e das novas substincias isoladas em testes “in vitro”.
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Z. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 METODOS CROMATOGRAFICOS.

Na cromatografia em camada delgada (CCD), empregou-se placas de silica
gel GFys4 - base de aluminio, reveladas sob luz ultravioleta 254 nm e 365 nm, e
por nebulizag8o com solugfio de anisaldeido (etanol / anisaldeido / 4cido sulfiirico
/ acido acético 90 : 5 : 5 1 1) seguido de aquecimento com ar quente.

As placas de cromatografia em camada deigada preparativa foram
confeccionadas com silica gel 60 GF.s54 para TLC, com Imm de espessura e
ativadas a 130 °C por pelo menos 4 horas.

As cromatografias em coluna foram realizadas baseadas na metodologia
“FLASH?, (Still et alii 1978)%, empacotadas em hexano, com silica gel 60
(tamanho de particula 40 — 63 um), sob pressdo de 7 libras.pol”’ em tubo de
didmetro 65 mm com uma raz8o silica/extrato acima de 50:1 e altura da silica no
tubo em torno de 140 mm. A amostra foi aplicada pré-adsorvida em 15 cm’ da
mesma silica e pelo uso de ar comprimido sobre o eluente a vaziio mantida em

160 cm’.min’.

2.1.2 METODOS ESPECTROSCOPICOS.

Os espectros de RMN de 'H, RMN de °C, COSY de 'H, foram obtidos nos

equipamentos Varian Gemini 2000 e Inova 500 respectivamente de 7,0 Tesla e
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11,0 Tesla. Espectros bidimensionais de RMN em HSQC ¢ HMBC ¢ NOE foram
obtidos no Inova 500.

Os espectros de absorglo no ulifravicleta foram realizados em um
espectrofotdmetro Cary 5G UV-VIS NIR Spectrophotometer. O solvente utilizado
foi metanol para HPLC em cela de quartzo de percurso 6tico 10 mm.

(s espectros de absorgo no infravermelho foram realizados em
espectrofotdmetro Perkin Elmer modelo 1600 em pastilha de brometo de potassio,

utilizando como referéncia 4 absorgio em 1601 cm™ de um filme de poliestireno.

2.1.3 METODOS ESPECTROMETRICOS

A espectros de massas de alta resolugfo foram obtidos por impacto

eletrbnico a 70 eV, em equipamento VG Autospec.

2.2 ESTUDO FITOQUIMICO
2.2.1 COLETA E PREPARACAO DAS RAIZES.

As raizes de Lecointea hatschbachii Barneby foram coletadas nas
proximidades de Ribeirfo do Rocha, Parand, pela botdnica A. M. A. Tozzi em
seternbro de 2000. Apds remocdo da terra com escova de aco, procedeu-se a
secagem em estufa com circulag@io de ar forcada por 72 horas & temperatura de
50°C. A seguir o revestimento externo, com aspecto escuro, baixa resisténcia
mecénica e fracamente presa ao conjunto foi separada por raspagem e denominado
aqui de casca externa. Abaixo desta camada verificou-se visualmente uma outra
camada de revestimento de grande resisténcia mecénica e levemente rosada, que

foi retirada em pequenos fragmentos com estilete e aqui denominada casca interna.
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O material restante com resisténcia mecénica menor gue a casca externa e
aparéncia amarelo claro foi aqui denominado raiz nua. Na seqiiéncia as fracdes
foram trituradas em moinho de facas até obter fragmentos inferiores 2 5 mm de

comprimento.
2.2.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os fragmentos resultantes da raiz nua foram submetidos & extracfo em série,
respectivamente com os solventes, hexano, cloroférmio e metanol em soxhlet por
50 horas e cerca de 400 horas de contato com cada solvente.

Os fragmentos da casca externa ¢ interna, foram submetidos 4 extracdo por
percolagio com cloroférmio, substituindo o solvente a cada 48 h, perfazendo 480
horas de extracfo.

Os extratos foram obtidos por concentragdo dos solvenies em
rotoevaporador a temperatura do banho n#o superior a 40°C.

Apos avaliag@io por CCD analitica, foram reunidos em uma tinica fragfo os
extratos da casca externa e interna, por terem apresentado caracteristicas
semelhantes. Os extratos hexanico, cloroférmico e metandlico da raiz nua foram
mantidos separados do extrato cloroférmico da casca por terem apresentado

menores complexidades, e separados entre si por serem verificadas diferentes

caracteristicas entre eles.
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Raizes de -
L. hatschbachii §
704 g

Separagio manual

Casca Casco
Externa Interna
22g 86g
Extracéo
Extracso em hexano

em cloroférmioc

Extrato |
Hexdnico T
(3549)

Extrato
Cloroférmico IT
(79 9)

Torta da
Casca

Extragéoc

em cloreférmio

Extrato

Torta IT Cloroférmico 1
(2349)

Extracéo

em metanol

Extrato
Metandlico T
(100 qg)

Torta II1

Figura 2.2.2.1 ~ Fluxograma de obtenco dos extratos de L. hatschbachii.
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2.2.3 ISOLAMENTO

2.2.3.1 ESTUDO DO EXTRATO HEXANICO.

O extrato hexénico ao ser analisado por CCD e revelados em UV 254nm e
365nm e anisaldeido, nio revelou bandas com caracteristicas atribuiveis &

fravondides.

2.2.3.2 ESTUDO DO EXTRATO CLOROFORMICO.

O extrato cloroformico I (extrato cloroférmico da casca externa e interna)
foi separado em fragdes em coluna de silica gel, baseada na metodologia flash
(Still ez alliy*”®, com relagfio silica: extrato 60:1, usando como eluente misturas de
hexano, cloroformio e metanol, em ordem crescente de polaridade € a seguir
agrupadas por sua semelhanca por comparacio em CCD analitica.

O extrato cloroférmico I (extrato cloroformico da raiz nua) foi separado em
fragdes em coluna de silica gel baseada na metodologia flash (Still et alli)”
relaco silica : extrato 100:1, usando como eluente misturas de hexano e acetato de
etila, em ordem crescente de polaridade e a seguir agrupadas por sua semelhanca
em CCD analitica.

Os grupos de fragSes foram novamente fracionados por CCD preparativa e
cristalizacdo em clorof6rmio, acompanhadas por CCD analitica para avaliar a
pureza dos isolados. As novas fracBes a serem purificadas foram escolhidas
segundo a quantidade em massa ¢ o grau de complexidade de substéincias,
avaliadas por CCD analitica.
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Tabela 2.2.3.2.1 — Relac8o entre os grupos de fracSes, dados da cromatografia em

coluna do Extrato cloroformico 11 e das substéincias isoladas.

Grupec Volume de Comp.médiade  Massado Substancia  Quant/mg
Fluente/cm® eluente extrate detectada ou
Clor: Met viv eluido/mg isolada

ia 2000 1:0 513

2a 240 5000:1 88

3a 540 3700:1 114

4q 240 2500:1 117

5a 300 1250:1 79

6a 600 g810:1 . 268

7a 480 625:1 134

8a 840 4251 201 Pterocarpano I -

Sa 540 2851 248 Pterocarpano 1 -

10a 540 195:1 i88 Cumestanc 1 2,2

lia 540 160:1 158

i2a 840 160:1 304 Cumestanc I 2,3

13a 540 160:1 129

14a 1380 150:1 185

15a 780 100:1 81

16a 1560 85:1 167

17a 2040 50:1 305

18a 1440 50:1 196

19a 600 50:1 86

20a 420 50:1 55

2ia 780 50:1 - 92

22a 2520 50:1 278 Isoflavona I -
Cumestano ITT -

23a 1440 40:1 791 Isoflavona I 100
Cumestano IT1 -

Z4a 1740 30:1 198 Isoflavona I 50

25a 1500 5:1 1020

26a 1020 11 254

27a 1020 1:1 266

28a 1000 O:1 849
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Tabela 2.2.3.2.2 — Relag#o entre os grupos de fracdes, dados da cromatografia em

coluna do Extrato cloroférmico I e das substincias isoladas.

Grupo Volume de Comp doeluente  Massa do Substiincic  Quant/mg
Eluente/cm® Hex/Ac. Et/Met.  extrato  detectada ou
viviv eluide/mg isolada

ib 120 9:1:0 58

2b 120 2:1:0 276 Pterocarpano T 6
3b 180 9:1:0 49

4p 420 9:1:0 154 Cumestano T -
5b 360 9:1:.0 72

6b 420 2:1:.0 55

7b 840 2:1:0 79 Cumestano ITT 4
8b 540 1:1:0 131

9b 420 1:1:0 206 Cumestano IT 4
10b 660 | 30:30:1 351 Isoflavona I -
iib 420 20:20:1 235

12b  Até o final 0:0:1 244

2.2.3.3 ESTUDO DO EXTRATO METANOLICO.

Uma fragdo do extrato metandlico da raiz nua foi analisada por CCD
analitica, antes € ap0s acetilagfio com anidrido acético-piridina, nfc permitindo o

isolamento de flavonoéides por estes métodos.
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2.2.3.4. DADOS FISICOS E FLUXOGRAMAS DE ISOLAMENTO
DOS CONSTITUINTES DO EXTRATO CLOROFORMICO
DE Lecointea hatschbachii Barneby.

2.2.3.4.1 ISOFLAVONA 1

&rupo 23a &rupo 24a
(791 mg) (198 mg)

Sucessivas cristalizacBes Sucessivas cristalizacdes

em clorofbrmio, em cloroférmio.

Grupo 23a’ Grupo 24a’

Isoflavona I
G-34¢
150 mg

Figura 2.2.3.4.1.1 Fluxograma de isolamento da isoflavona L
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Figura 2.2.3.4.1.2 Isoflavona I

MNomenclatura: 7,2° 4’ -triidréxi-6",o,0~-dimetilalil-3’ -metdxi-isoflavona.

Céd : G-34C — Isoflavona |

Férmula meiecugar: CoH3006

Aspecto Fisico: solido amorfo “branco pérola”.

Obs: pouco soliivel em cloroférmio.

Decomposicdo térmica sem fusfo acima de 255°C

UV A/nm, (loge): (anexo E.1.9.) 249 (4,28), 300 (4,04).

IV Vs ( pastilba de KBr, cm™): (anexo E.1.10.) 3619, 3467, 3362, 3143, 2963,
1624, 1573, 1497, 1432, 1376, 1350, 1251, 1197, 1096, 1058, 829.

RMN de 'H: tabela 3.1.1 eanexoE.1.1.1.eE.1.1.2

RMN de C: tabela 3.1.2 e anexo E.1.3

Massa molecular calculada (Isétopos mais estaveis): 368,12599 Da

EM de alta resolugfio (m/z, %): (Figura 3.1.5 e anexo E.1.8) 368,12597 ( [M"],
22),300,0477 (31), 284,0084(31), 299,0441 (100), 137,0145 (30), 69,0623 (8).
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2.2.3.4.2 - CUMESTANO I

Cristalizagdo CCDP clorfmet

em cloroférmic 49-1

CCDP éter etihex
i:1

6-12a- 1-1
2.6 mg

&-12a-1

| Recristalizagéo

| em cloroformio

Cumestano I

&-18-1
45 mg

Figura 2.2.3.4.2.1 Fluxograma de isolamento do Cumestano L.
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Figura 2.2.3.4.2.2 Cumestano I

Nomenclatura: 3-hidrdxi-9,10-cromenocumestano.

Céd: -18-1 — Cumestano I

Férmuia molecular: C,,H,,0;

Aspecto Fisico: sélido amorfo branco.

Obs: pouco soliivel em cloroférmio.

Decomposicdo térmica sem fusfo acima de 215°C,

UV A/nm, (loge): (anexo E.2.9) 254 (4,20), 347 (4,04), 271 (3,97), 362,(4,03),.
IV Vs (pastilha de KBr, cm™): (anexo E.2.10) 3431, 2925, 2856, 1723, 1630
1261, 1042.

RMN de 'H: tabela 3.2.1. e anexo E.2.1.1. e E.2.1.2

RMN de °C: tabela 3.2.2 ¢ anexo E.2.3.

Massa molecular calculada (Isétopos mais estaveis): 334,08412 Da

EM de alta resolugio(m/z, %): (Figura 3.2.4. anexo E.2.8) 334,0843 (M1, 25),
319,0614 (100), 137,0230 (7), 68,0615 (9), 67,0529 (16).

3
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2.2.3.4.3 CUMESTANO II

CCP hexanclacetate de etila
&

CCP hexanolacetato de etila
91

&-9b-1'

CCPL hexanclacetato etila
20:1

Cumestano IT
& 9b -689

4,0 mg

Figura 2.2.3.4.3.1 Fluxograma de isolamento do Cumestano II.
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Figura 2.2.3.4.3.2 Cumestano [I

Nomenciatura: 3,9-diidroxi-7, o, 0-dimetilalil-1 0-metoxicumestano

Céd : G-9b-689 — Cumestano 11

¥Foérmula molecular: C,;H 306

Aspecto Fisico: sélido amorfo “branco pérola”

Obs: pouco soliivel em cloroformio.

Decomposigdo térmica sem fusfo acima de 248°C

UV Anm, (loge): (anexo E.3.9.), 208 (4,29), 346 (3,92), 260 (3,91).

IV v ( pastilha de KBr, cm™): (anexo E.3.10), 3397, 3217, 2923, 2852, 1709,
1619, 1498, 1413, 1372, 1289m, 1146, 982, 813, 670. '
RMN de "H: tabela 3.3.1 e anexo E.3.1.1 e E3.1.2

RMN de C: tabela 3.3.2 e anexo E.3.3

Massa molecular caiculada (Isétopos mais estaveis): 366,11034 Da

EM de alta resoluciio (m/z, %): (Figura 3.3.4 anexo E.3.8) 366,1118, ({M"], 100),
351,0849, (13), 325,0623, (23), 320,0547 (7), 319,0483 (37), 311,0519 (25),
69,0692 (40).
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2.2.34.4 CUN

[ESTANO 11

CLP hexanolacetats de etila
g:1

G-7b' &6-7b-1
25 mg

CCPC hexanolacetate etila
30:7

Cumestano ITT

& 7b -585
4,0 mg

Figura 2.2.3.4.4.1 Fluxograma de isolamento do Cumestane 1.
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Figura 2.2.3.4.4.2 Cumestano 11

Nomenclatura: 3,9-diidréxi-10-isoprenilcumestano ; Isosojagol®

Cod: G-7b-585 — Cumestano 111

Formula molecular: C,0H,;c05

Aspecto Fisico: solido amorfo “branco pérola”.

Obs: pouco solivel em cloroformio.

Decomposi¢o térmica sem fusdo acima de 194°C.

UV A/nm, (loge): (anexo E4.9.) 253 (4,34), 344 (4,36).

IV Vs ( pastitha de KBr, cm™): (anexo E.4.10.) 3433, 2923, 2856, 1727, 1616,
1450, 1431, 1380, 1265, 1239, 1161, 1028, 808.

RMN de 'H: tabela 3.4.1 e anexo E4.1.1. e E4.1.2.

RMN de °C: tabela 3.4.2 e anexo E.4.3.

Massa molecular calculada (Isétopos mais estaveis): 336,09977 Da

EM de alta resoluciio { m/z, %): (Figura 3.4.3. anexo E.4.8.) 336,09985, { [M~],
54), 319,0634, (8}, 281,0409, (49), 280,0352, (100), 149,0214,(11), 69,0677, (43).
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2.2.3.4.5 PTEROCARPANO I (Medicarpina)

COP hexancfacetato de etila
g1

COPC hexanolacetate etila
30:1

Medicarpina

62b-5
60mg

Figura 2.2.3.4.5.1 Fluxograma de isolamento da Medicarpina.
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Figura 2.2.3.4.5.2 Medicarpina

Nomenclatura: 3-hidréxi-9-metoxipterocarpano; Medicarpina®
Cod ; G-2b-5 — Pterocarpano I

Formula molecular: C,H,,0,

Aspecto Fisico: s6lido cristalino branco

Ponto de Fusio: 127,5°C (Cristais em hexano: acetato de etila)
[a]p?® = -226° ( metanol )

Configuracio Absoluta (pelo sentido da polarizacéo rotatéria) : 6a(S), 11a(8).
UV A/mm, (loge): (anexo E.5.9) 286 (3,78), 224 (4,03), 211 (4,39).
IV: (Herath ef alli 1998)*

RMN de "H: tabela 3.5.1 e anexo E.5.1.1.

RMN de C: (Herath er alli 1998)*

Massa molecular caiculada (Is6topos mais estaveis): 270,0892Da

CG/EM Figura 3.5.2, anexo E.5.8 m/z (%) 270 ([M™], 100), 255 (27), 161 (10),
148 (20), 147 (11), 134 (6).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Da andlise dos trés exiratos obtidos, a partir das raizes da planta Lecoinfea
hatschbachii Barneby, apenas o cloroformico permitiv ¢ isclamento de
flavondides: compreendendo uma isoflavona inédita, denominada aqui de
isoflavona I, trés cumestanos, dos quais dois sfo inéditos, denominados aqui de
cumestano I e cumestano I, e o pterocarpano medicarpina.

Os dados de espectroscopia de RMN e espectrometria de massas foram
fundamentais na determinacio das estruturas das substincias iscladas como

descrito a seguir.
3.1 ISOFLAVONA L

A isoflavona isolada teve seu esqueleto definido, pela presenca de um sinal
simples, no espectro de RMN de 'H, em 7,68 ppm, referente ao hidrogénio em C-2,
e pelos sinais 8 156,4, 123,5 ¢ 179,7 no espectro de RMN de °C, totalmente
desacoplado, relativos respectivamente a C-2, C-3 e ao carbono carbonilico C-4.
Como veremos adiante a interpretacfo conjunta dos demais dados destes espectros
configuram o esqueleto benzopiranona da isoflavona (Agrawal 1989)".

O espectro de RMN de 'H, revelou claramente a existéncia de quatro
hidrogénios aromaticos e uma metoxila, dentre outros substituintes, sendo que trés
destes hidrogénios constituem um sisterma de acoplamento AMX, formado por dois
hidrogénios em posi¢des vicinais (orto), representados por um sinal duplo em
§ 7,98 CJ = 8,8 Hz) e um duplo dubleto em & 6,90 CJ = 8,8 Hz e *J = 2,2 Hz).
O outro hidrogénic deste sisterna esta representado por um dubleto a o 6,83
(*J = 2,2 Hz), orientado com relacio aos dois primeiros como para e meta

respectivamente. Na grande maioria das vezes, a biossintese de flavondides torna
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inevitavel a presenga de uma funcfo oxigenada na posig8o C-7, o que nos sugeriria
postular, de imediato uma estrutura parcial “X” (Figura 3.1.1.), em que o anel A
encontra-se monossubstituido (Tahara & Ibrahim 1995, Heller & Forkmann
1988y** em C-7, embora nfic pudéssemos até aqui, afastar definitivamente a
hipotese de um anel A trissubstituido, em detrimento ao anel B, o qual a priori
admitimos suportar o unico hidrogénio remanescente.

Um dado adicional nos permitiu atribuir aoc sinal § 7,98 ao H-5 em posi¢io

peri a carbonila (Agrawal 1989)*°. De fato o espectro de massas desta substéncia

~ destaca o fragmento com m/z 137,014 (C;Hs0;5" ), referente & clivagem retro
Diels-Alder (Hedin & Phillips 1992)*, que embora nfio seja tio caracteristica nos
sistemas isoflavonoidicos, confirmou nossa espectativa, além de definir a
localizacdo de uma hidroxila em C-7, como fung8o oxigenada esperada.

E assim, deduzimos as demais atribui¢des dos sinais no espectro de RMN de
'H, referente aos hidrogénios do anel A, o que foi confirmado pelo experimento de
COSY de 'H (tabela 3.1.1).

Um outro conjunto de sinais, desse espectro de RMN de 'H, (sistemas IV, VI
e VII) integrado para um total de nove hiérogéﬂios, foram atribuidos a dois grupos
metilicos e um sistema vinilico de um residuo isoprenilico, respectivamente
representado por dois singletos em & 1,33 e 1,25 (trés hidrogénios cada), e trés
duplos dubletos a 8 4,68 (/=176 Hze’J = 1,3 Hz ), 4,56 (/=106 Hz e
37=1,3 Hz ) e também em & 5,96 J = 17,6 Hz ¢ °J = 10,6 Hz ). Novamente o
espectro de massas foi extremamente elucidativo, confirmando esta unidade
isoprenilica, pela presenga do pico base com m/z = 299,044 (100%) além do
fragmento em m/z 69,062 (9%). Evidentemente este sistema esta ligado ao anel B,
que sustenta ainda uma metoxila e um hidrogénio remanescente, este representado

por um singleto em & 6,60.
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Tabela 3.1.1 Dados de RMN de 'H, { 300 MHz, 7,0 Tesla, CD3;0Dj para a
Isoflavona I, (E.1.1.).

AtribuicBio S§H/ppm Int/H Multiplicidade  Constantes/Hz

de H de Sinais
Sistema I 5 7,98 1 d S Jasms= 8,8
6 6,90 1 dd S Jens= 8.8
4JH6—H8 =22
3 6,83 1 d *sme™= 2.2
Sistema I1 2 7,68 1 g
Sistema IT1 5° 6,60 1 s
Sistema TV 27 5,96 1 dd 3 i 13 wans = 17,6
> Jer s = 10,6
3”’trans 4,68 1 dd ? T pansin = 17,6
2JH3”trans-H3”cis = 1 :3
3”’cis 4,56 i dd *Fasrrcism = 10,6
*Jisvcis 3 rans = 1,3
Sistema V OCH; 3,80 3 s
Sistema V1 CH; 1,33 3 5

Sistema VII CH; 1,25 3 5
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Figura 3.1.1 Estruturas parciais propostas em fungfo da biossintese para a
Isoflavonal: Xe Y

A perda do fragmento m/z 137,014 (31%) (C;H;057), a partir do ion
molecular [M]" m/z 368,126 (22%) (C1Hx06) via clivagem retro Diels-Alder
(Hedin & Phillips 1992)*, resulta em um anel B, tetrassubstituido, restando apenas
admitir a presenga de mais duas unidades hidroxila compondo a possivel
estrutura “Y” (Figura 3.1.1).

Os dados dos experimentos de RMN em HSQC ¢ HMBC permitiram
atribuir razoavelmente a localizacfo de cada carbono na estrutura, com bastante
precisdo, embora ndo totalmente conclusivos, quanto as posicdes relativas dos
substituintes do anel B. Neste 4mbito ¢ notével que o carbono aromatico & 134,7
do espectro de RMN de BC esta protegido o suficiente para suportar um grupo
metoxila orto dissubstituido (Agrawal 1989)" com funcSes oxigenadas,
sustentado também pelo deslocamento do carbono metoxilico em & 60,7 (tipico de
anel aromético orto-dissubstituido com fungdes oxigenadas)(Agrawal 1989)". Por
sua vez os experimentos de NOE revelam que H-5 sofre o incremento de 4,52% ¢
2,94% a0 serem irradiadas as metilas 8 1,33 e 1,25 respectivamente, comprovando
a proximidade estrutural, ja evidente pelo experimento de HMBC , que mostrou

uma interacdo a trés ligacdes entre H-5" ¢ C-17,
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Tabela 3.1.2 Dados de RMN de "*C e HSQC ( 11,0 Tesla, CD;0D) para a
isoflavona I, (E.1.3. ¢ E.1.5)).

Atribuigdo 8C/ppm Tipo Hidrogénios Acoplados a 1

ligacdo
oH/ppm

2 1564 CH 7,68
3 123,5 Gy
4 179,7 Co

5 i283 CH 7,98

6 116,060 CH 6,90
7 164,2 Co

8 103,1 CH 6,83
9 159,7 Co
10 118,0 Co
P 111,6 Co
2’ 150,7 Co
3 134,7 Co
4’ 150,8 Co

5 1073 CH 6,60
6’ 1450 Co
1 42,9 Cy

2 1499 CH 5,96

3” 109,7 CH;, 4,68 ¢ 4,56

Metilas 30,1 CH, 1,33

29,6  CHj 1,25

Metoxila 60,7 -OCH; 3,80
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Figura 3.1.2 Intera¢des de HMBC (11,0 Tesla, CDD;0OD) observadas para a
isoflavona I: A) a partir do hidrogénio H-5; B) do hidrogénio H-6; C) do
hidrogénio H-8; D) do hidrogénio H-2; E) do hidrogénio H-5’; F) do hidrogénio
H-2""; G) do hidrogénio H-3"’; H) do hidrogénios das metilas e metoxilas,
(E.1.6.eT.1.).

Figura 3.1.3 Principais incrementos de NOE / % observados para o anel B da
Isoflavona I (11,0 Tesla, CD;0D) mediante irradiacfo do: A) H-5"; B) H-2;
C) hidrogénios da Metoxila 37; D) hidrogénios das metilas 1” ae 17b, (E.1.7.)
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O hidrogénio H-2 sofre o incremento de 2,52% ¢ 0,20%, quando as mesmas
metilas sfo respectivamente irradiadas. Os incrementos de H-2 guando H-5 é
irradiado e vice-versa sfo de menor magnitude, respectivamente 0,08% e 0,11%,
definindo a posicdo de H-5’ e do grupo dimetilalila, este em C-6’. Conhecendo-se

as posi¢des do grupo dimetilalila e H-5", e considerando os dados de HMB

restringimos a posic8o da metoxila a C-3°, também confirmado por NOE, em que
verificamos que a irradiaciio de H-5" produz um incremento maior para um
substituinte hidroxila, do que para a metoxila, respectivamente 0,15% e 0,09%,
sugerindo a presenga de uma hidroxila intercalada entre o hidrogénioe a metoxila.
Outros dados obtidos no experimento de NOE s3o condizentes com a estrutura
proposta.

Dados obtidos em espectroscopia no U.V. (E.1.9.) e no LV. (E.1.10.) ¢
espectrometria de massas de alta resolucdo (E.1.8.) sdo compativeis com a

estrutura proposta.

Figura 3.1.4 Proposta para a Isoflavona I e sua numeragio.
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m/z 300,0477 (31,7%)

OH

m/z 284,0084 (31,7%)

Figura 3.1.5 Proposta de fragmentaco em espectrometria de massas para a

 Isoflavona 1

Em extensa pesquisa bibliografica ao acervo e base de dados da BIQ-
UNICAMP, envolvendo Chemical Abstracts, UNIBIBLI, Web of Science,
PROBE - Bibliotecas eletrénicas, EBSCO on-line atualizados até o ano 2003
observamos que esta substincia permaneceu inédita até aqueia data.
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3.2 CUMESTANO1I

Um novo cumestano, denominado aqui de cumestano I, teve seu esqueleto
MN de 'H atribuiveis ao anel
IN de “C,

totalmente desacoplado, como C mais desprotegidos, atribuidos respectivamente a

determinado pela auséncia de sinais no espectro de RM]

C, em conjunto com os sinais 8 160,5, 158,8 e 161,1 do espectro de RA

-6, C-11a e C-4a, que associados a C-6a e C-11b respectivamente § 103,0 e 105,0
definem o padro de substituico e oxidacic do anel C. Os dados apresentados até
aqui nfo sdo suficientes para segregar cumestanos de 4-hidréxi- 3-fenilcumarinas
(Agrawal 1989)%, gue tem padrio de substituicio e oxidag3o do anel C anilogos,
necessitando o uso de oufras técnicas, como serd visto a seguir.

O especiro de massas de alta resolugfo é conclusivo, na definicio desta
classe de isoflavondide e o seu padriio de substituicfio, a presenca do fon molecular
m/z 334,084 (10,0%) define a férmula Cy0H;40;5 , cujo indice de insaturacfio € igual
a 14. O nimerc de carbonos presentes sugerem a presenca de um residuo
isoprenilico, confirmado pelos espectros de RMN de 'H e de *C como anel
croménico, enquanto que o niimero de hidrogénios confirma a presenca de apenas
uma hidroxila, entre os substituintes, visto que o espectro de RMN de 'H tem
integrag8o igual a 13 para hidrogénios arométicos em conjunto com os do grupo
cromeno, € assim, para obter um indice de insaturagdo igual a 14, concluimos a
presenga de um anel furano, com dois lados fundidos a outros anéis da estrutura,
além do anel croménico, definindo de forma conclusiva a substincia como um
cumestano. Ainda no espectro de massas é notavel a presenga do pico base
m/z 319,061, atribuido ao cation C;9H;;05" que ressalta a facilidade de eliminac8o
de um radical metil a partir do ion molecular, evidenciando entre outras
possibilidades a presenca de um substituinte metila a duas ligagdes de um oxigénio

como em anéis croménicos, j4 que nfo ha confirmacfo de nenhuma metoxila.
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Tabela 3.2.1 Dados de RMN de 'H, ( 300 MHz, 7,0 Tesla, CDCly/ DMSO) para o
cumestano [, (E.2.1.).

Agibuicio §H/ppm Integragiio/H Multiplicidade Constantes/Hz

de H de Sinais
Sistema I 1 7,80 1 d = 8,5
2 6,91 1 dd *Jipan = 8,5
*hpan= 2,1
4 6,98 1 d =21
Sistema II 7 7,73 1 d ‘%Jm__Hs =8,7
8 6,87 1 d g =8,7
Sistema III 3’ 5,78 1 d e =9,8
4’ 6,84 1 d asmy=9,8
Sistema IV CH; 1,48 6 s
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O espectro de RMN de 'H revelou claramente a presenga de cinco
hidrogénios arométicos, além dos presentes no anel croménico, trés deles
constituindo um sistema AMX, formado por dois hidrogénios em posigdes
vicinais (orto), representados por um sinal duplo em & 7,80 = 8,5 Hz) e um
duplo dubleto & 6,91 (J=28,5 Hz e “*J= 2,1 Hz), o outro hidrogénio deste sistema
estd orientado respectivamente na posicfo para e meta com relacfio aos dois
primeiros, representado por um dubleto com & 6,98 (J=21 ﬁz}. Os outros dois
hidrogénios arométicos constituern um sistema isolado AM formado por
hidrogénio em posi¢es vicinais, representado por dois dubletos em § 7,63 ¢ 6,87
(J = 8,7 Hz). Um terceiro conjunto de sistemas de spins integrado para oito
hidrogénios, composto por um sinal simples em § 1,48 referente a duas metilas e
dois hidrogénios remanescentes compondo um sistema AM com & 5,78 e & 6,84
(3J = 9,8 Hz) atribuidos respectivamente aos hidrogénios das metilas, ¢ aos
hidrogénios vicinais H-3’, e H-4" de anel croménico. A presenga deste substituinte
também é confirmada pelo espectro de RMN de “C no qual destaca-se entre

outros o sinal 3 77,2 tipico para C-2’ de anel croménico (Agrawal 1989)%.

Figura 3.2.1 Proposta em func#o da biossintese para o cumestano L
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Tabela 3.2.2 Dados de RMN de ®°C e HSQC (11,0 Tesla, CD;0D/ DMSO) para
o cumestano I, (E.2.3. e E.2.5.).

Atribuigiio 5C/ppm Tipo

Hidrogénios Acoplados a 1

ligacéo
SH/ppm

1 122,5 CH 7,80

2 113,8 CH 6,91
3 1551 G -

4 103,7 CH 6,98
4a 161,1 G -
6 160,5 G -
6a 1030 G -
6b 1168 ¢ -

7 1203 CH 7,73

1143 CH 6,87
9 1516 G -
10 106,8 G, -
10a 15,1 G -
ila 1588 & -
11b 1050 G -
27 772 G -

3’ 131,5 CH 5,78

4’ 1152 CH . 6,84

Metilas 27,6 CH; 1,48
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A biossintese de cumestanos na maior parte das vezes resulta na presenga de
fungdes oxigenadas nos carbonos C-3 ¢ C-9 (Tahara & Tbrahim 1995, Heller &
Forkmann 1988)**% tal fato em conjunto com a interpretacio dos dados de RMN
de 'H nos permite postular a priori que um dos anéis é substituido por apenas uma
hidroxila nas posi¢des C-3 ou C-9, enquantoc que o outre anel apresenta o anel
croménico em C-3/C-4 ou ainda C-9/C-10, de forma complementar, embora
propostas discordantes das rotas biossintéticas basicas sejam vidveis com menores
probabilidades.

A confirmagio das posicBes dos substituintes e de cada carbono na estrutura
foi possivel através de experimentos de RMN de HSQC e HMBC, destacando-se a
relago & longa distancia °J entre H-1 (5 7,80) ¢ C-11a (5 158,8) e entre H-1 ¢
C-4a (6 161,1), confirmando a posi¢io de uma hidroxila no carbono C-3 {6 155,1).
De forma igualmente eficiente a posi¢iio do anel croménico foi definida pela
presenca de uma relago a longa distancia >J entre H-7 (8 7,73) e C-6a (3 103,0)

confirmando uma das estruturas previstas a priori pelas rotas biossintéticas.

Figura 3.2.2 Interagdes de HMBC (11,0 Tesla, CD;0D) observadas para o
cumestano I: A) H-1; By H-2 e H-4; C) H-7 e H-1";
D)H-2" e Hidrogénios de metilas, (E.2.6. e T.2.).
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Figura 3.2.3 Proposta para o cumestanc I e sua numeracfo.

Os demais dados de espectroscopia no U.V. (E.2.9.), no LV. (E2.10} ¢
espectrometria de massas de alta resolucdo (E.2.8.) sfio compativeis com a
estrutura proposta.

Em extensa pesquisa bibliografica ao acervo e a base de dados da BIQ-
UNICAMP, envolvendo Chemical Abstracts, UNIBIBLI, Web of Science,
PROBE - Bibliotecas eletronicas, EBSCO on-line atualizados até o ano 2003

observamos que esta substincia permaneceu inédita até aquela data.
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\n:z 3340843 (25%) m/z 319,0614(100%)

iz 1370230 (%)

e ————————— T ot

miz 68,0615 (;;\“ —

m/z 67,0525 (16%)

Figura 3.2.4 Proposta de fragmentagio em espectrometria de massas para o
Cumestano I, (E.2.8).
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3.3 CUMESTANO II

Um outro novo cumestano denominado aqui de cumestano I, teve seu
esqueleto determinado de forma andloga a0 anterior, pela auséncia de sinais no
espectro de RMIN de 'H atribuiveis aos hidrogénios do ane! C em conjunto com os
sinais § 159,7, 157,8 ¢ 160,4 do espectro RMN de “C , totalmente desacoplado,
como C, mais desprotegidos, atribuidos respectivamente a C-6, C-11a , e C-4a,
que associados a C-6a, e C-11b respectivamente 5 104,3 e § 105,6 , definem o
padrio de substituiglo ¢ oxidacgo do anel C, de forma analoga ao proposto para o
cumestano 1.

No espectro de massas de alta resolucio a presenca do fon molecular
m/z 366,1118 (100%) como pico base define a formula C;;H;30s com um indice
de insaturacio igual a 13. O nfmero de carbonos sugerem a presenca de um
residuo isoprenilico ¢ um carbono extra (metoxila), compondo o conjunto de
substituintes, confirmado pelo espectro de RMN de 'H e de BC. O namero de
hidrogénios define a presenga de duas hidroxilas entre os substituintes, visto que o
espectro de RMN de 'H apresenta integracfio igual a 16 para os hidrogénios
aroméaticos, em conjunto com os do residuo isoprenilico ¢ metoxilico, dessa forma
temos de admitir a existéncia de mais um anel na estrutura, que por nfo ser
formado pelo residuo isoprenilico, como demonstrado a seguir, confirma o anel
furano com dois lados fundidos a outros anéis da estrutura, definindo a substincia
como um cumestano.

O espectro de RMN de 'H revelou a presenga de um substituinte
dimetilalila, uma metoxila e quatro hidrogénios aromaticos, trés deles constituindo
umn sistema AMX, formado por dois hidrogénios em posigdes vicinais (orto),

represeniado por um sinal duplo em & 7,91 (J = 8,6 Hz), ¢ um dubleto
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86,93 CJ= 8,6 Hz ) ¢ outro hidrogénic orientado respectivamente nas posicbes
para e meta com relagfio aos primeiros representado por um singleto’ em 7,11
ppm, confirmado por COSY de 'H. O hidrogénio aromético remanescente

constitui um sistema isolado, representado por um singleto em 7,16 ppm.

Figura 3.3.1 Proposta em fun¢fo da biossintese para o cumestano II

Um outro conjunto de sinais deste espectro de ressonéncia de 'H, integrado
para um total de nove hidrogénios foi atribuido a dois grupos metilicos e um
sistema vinilico, de um residuo isoprenilico constituindo um substituinte
dimetilalila, respectivamente representado por um singleto em & 1,58 (integrado
para seis hidrogénios), um duplo dubleto 2 § 6,44 *J=174Hze /=104 Hz) e
dois dubletos a 8 4,26 CJ = 17,4 Hz) ¢ § 4,75 (J = 10,4 Hz). O substituinte
metoxila foi reconhecido como um singleto em § 4,24 e confirmado no espectro
de RMN de C como um sinal em 61,4 ppm, tipico de metoxila de anel aromaético

orto-dissubstituido com fungdes oxigenadas (Agrawal 1989)".

* O esperado desdobramento do sinal em 7,11 pom como dubleto, da mesma maneira gqueo sinal 6,93 ppm como
-duplo dublleto no espectro de RMN de "H néio foi observado na pritica, & relaglic entre eles foi detectada apenas por
COSY de 'H.
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Tabela 3.3.1 Dados de RMN de 'H, { 500 MHz, 11,0 Tesla, CDCl; ) para o
cumestano I, (E.3.1).

Atribuiciio 3H/ppm Integracio/H Multiplicidade Constantes/Hz

de H de Sinais
Sistema I 1 7,91 1 d = 8,6
2 6,93 1 d *hpan= 8,6
4 7,11 1 s
Sistema 11 g 7,16 1 s
Sisterna I1I 2’ 6,44 1 dd 3 e 13 twans = 17,4
i prais= 10,4
3trans 4,26 1 d ? ez pans i = 17,4
3'cis 4,75 1 d Mot = 10,4
SistemaIlV  OCH; 4,24 3 5
Sistema V CH; 1,25 6 5

B2
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Tabela 3.3.2 Dados de RMN de C ¢ HSQC ( 11,0 Tesla, CDCl; ) para o
cumestano I, ( E.3.3. e E.3.5.).

Atribuigdo 3C/ppm Tipo Hidrogénios Acoplados a 1

ligaco
oH/ppm
1 123,1 CH 7,91
2 1134 CH 6,93
3 1548 -
4 103,00 CH 7,11
4a 1604 C, -
& 1597 ¢ -

6a 1043 (G, -
6b 1162 G, -

7 1393 -
112,66 CH 7,16

9 1455 (4 -

10 1299 G, -
10a 1473 G, -
l1a 1578 -
11b 1056 -

I’ 42,6 Gy -

2° 1508 CH 6,44

3 109,7 CH; 4,26 4,75

Metilas 31,8 CH; 1,25
Metoxila 614 OCH; 4,24
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A biossintese de cumestanos sugere a presenga de fungBes oxigenadas
(Tahara & Ibrahim 1995, Heller & Forkmann 1988)*** em C-3 e C-9, tal fato em
conjunto com os dados do espectro de RMN protonico permite postular a priori
que um dos anéis A ou B é trissubstituido com dimetilalila, uma metoxila e uma
hidroxila, enquanto que o outro apresenta apenas uma hidroxila como substituinte
nas posicbes complementares C-3 ou C-9. Dentre os possiveis cumestanos
isbmeros destaca-se com maior probabilidade biossiniética um com a disposigo
de substituintes andloga a isoflavona I, visto que estes s8o derivados proximos das
isoflavonas, embora seja possivel o fato destas moléculas nfo pertencerem 2
mesma linha biossintética viabilizando outras alternativas.

O emprego de técnicas bidimensional de espectroscopia de RMIN em HSQC
e HMBC permitiu identificar a posig8o de cada carbono e hidrogénio da estrutura,
confirmando o conjunto de substituinies do anel A e B, assim como suas posigles,
destacando-se a relagéo a longa distincia J entre H-1 (8 7,91 ) e o carbono C-4a
(8 160,4) definindo o conjunto de substituintes do anel A, e a relagfio a longa
distancia >J entre H-2 (5 6,93) e o carbono C-11b (8 105,6) confirmando a posigio
da hidroxila em C-3, para o anel B a relacéo a longa distancia *Jentre H-8 (8 7,16)
e o carbono C-6a confirma o outro conjunto de substituintes, a relagdo *J entre os
hidrogénios da metoxila ¢ o carbono C-10 (3 129,9) confirma metoxila aromatica
orto dissubstituida com funcSes oxigenadas, restando para os sinais & 145,35 e
147,3 ppm serem atribuidos a C-9 e C-10a respectivamente, para os quais também
é observado o efeito de protecdo devido a presenga da metoxila em orto.
A posicio do substituinte dimetilalila é definida pelas relacdes 3J entre o
hidrogénio H-8 (8 7,16) e os carbonos C-10 (3 129,9), C-6b (3 116,2) e C-1°(5
42,6), confirmando plenamente a proposta biossintética mais provavel.
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Os demais dados de espectroscopia no U.V. (E.3.9.), no LV. (E3.10.) e de
espectrometria de massas de alta resolugdo (E.3.8.) sdo compativeis com a
estrutura proposta.

Em extensa pesquisa bibliografica ao acervo e a base de dados da BIQ-
UNICAMP, envolvendo Chemical Abstracts, UNIBIBLI, Web of Science,
PROBE - Bibliotecas eletrénicas, EBSCO on-line atualizados até o ano 2003

observamos que esta substéncia permaneceu inédita até a aquela data.

Figura 3.3.2 Interagdes a longa distancia por HMBC (11,0 Tesla, CDCly)
observadas para o cumestano II: A) H-1; B) H-2 e H-4; C) H-8 ;
D) H-Metilas; E) H-2’ e Metoxila e F) H-3"cis ¢ H-3’trans, (E.3.6. ¢ T.3.).

Figura 3.3.3 Proposta para o cumestano Il e sua numeracgo.
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m/z 366,1118 {100,0%;) miz 69,0700 (17,6%)

m/z 325,0603 (23,4%) 'z 320,0547 (7,3%) m/z 319.0483 (37,5%)

Figura 3.3.4 Proposta de fragmentacfio em espectrometria de massas para o

Cumestano 11, (E. 3.8).
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Um outro cumestano, denominado isosojagol, teve seu esqueleto
determinado pela auséncia de sinais no espectro de RMN de "H atribuiveis ao anel
MN de PC,

totalmente desacoplado, como C; mais desprotegidos, atribuidos respectivamente

C em conjunto com os sinais § 161,6, 160,7 ¢ 162,8 do espectro de R

a C-6, C-11a, e C-4a, que associados a C-6a, e C-11b respectivamente & 104,0 e
106,2 definem o padriio de substituicfo e oxidac8o do anel C. Para complementar
a caracterizaco desta classe de isoflavondides recorremos ao espectro de massas
de alta definic8o, no qual verificamos a presenca do fon molecular m/z 336,100
(55%) que define para este cumestano a formula CyH60s, cujo indice de
insaturagfo € igual a 13. O nimero de carbonos presentes sugere a presenca de um
residuo isoprenilico, confirmado pelos espectros de RMN de 'H e de °C como
isoprenil, como serd descrito a seguir. O ntmero de hidrogénios da férmula
confirma a presenga de duas hidroxilas, visto que no espectro de RMN de 'H a
integragio € igual a 14 para o conjunto dos hidrogénios aromaticos e do
substituinte isoprenil. Em func8o dos substituintes presentes e do indice de
insaturagdo temos de admitir a presenca de um anel furano, com dois lados
fundidos a outros aneis da estrutura, confirmando o esqueleto de um cumestano.
Ainda no espectro de massas € caracteristico a presenga do pico base m/z 280,035
(100%) e o pico m/z 281,041 (49%) atribuidos respectivamente a eliminacéio de
uma molécula de isobuteno e do radical isobut-1-enil a partir do ion molecular

confirmando a presenca do substituinte isoprenil.
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Tabela 3.4.1 Dados de RMN de 'H, { 300 MHz, 7,0 Tesla, CD3;0D) para o
cumestano I, (isosojagol) (E.4.1).

Afribuicio 3H/ppm Integraco/H Muiltiplicidade  Constantes/Hz

de H de Sinais
Sistema I 1 7,74 1 d Jarsn= 8,8
2 6,84 1 dd o= 8.8
pm=22
4 6,79 1 d V=22
Sistema II 7 7,47 1 d > Jaras= 8,4
8 6,82 1 d 3 sy = 8,4
SistemaIll 1’3, I'b 3,55 2 d *haresnmr =73
2 5,29 1 tsept S aren= 7.3
e Hmesiias o™= 1,1
Metilaa 1,62 3 d e Hmetilas s 1,1
Metilab 1,82 3 d * T H(metitas o= 1,1
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ATt

O espectro de RMN de 'H revelou claramente a presenca de cinco
hidrogénios aromaticos, além dos presentes no substituinte isoprenil, trés deles
constituindo um sistema AMX | formado por dois hidrogénios em posigSes
vicinais (orto), representados por um sinal duplo em 8 7,74 J = 8,8 Hz) e um
duplo dubletc em § 6,84 (/= 8,8 Hz e “J= 2,2 Hz), o terceiro hidrogénio deste
sistema esta orientado respectivamente nas posi¢des para e meta com relacio aos
dois primeiros, representado por um sinal duplo em 6,79 ppm (*&= 2,2 Hz).
Os outros dois hidrogénios aromaticos constituem um sistema isolado AM,
formado por hidrogénios em posicfes vicinais, representado por dois sinais duplos
em & 7,47 ¢ em 6,82 ppm (*J= 8,4 Hz). Um terceiro sistema de spins integrado
pai'a 9 hidrogénios composto por dois sinais duplos integrados para 3 hidrogénios
cada, § 1,82 ("= 1,1 Hz) e 1,62 ppm ("= 1,1 Hz) atribuido a duas metilas, um
siﬁal duplo integrado para 2 hidrogénios em & 3,55 (CJ= 7,3 Hz) atribuidos acs
hidrogénios em C-1’ e um triplosepteto integrado para um hidrogénio em 8 5,29
CF 173 Hz e = 1,1 Hz) atribuido ao hidrogénio em C-2°, revelando um
ﬁubstituinte isoprenil.

A biossintese de cumestanos na grande maioria das vezes resulta em uma
funcfo oxigenada (Tahara & Ibrahim 1995, Heller & Forkmann 1988)°*% em C-3
e C-9, este fato em conjunto com a interpretagiio dos sinais do espectro de RMN
de 'H nos permite postular a priori que estas posigdes apresentam ¢ substituinte
hidroxila enquanto que na posigdo C-4 ou C-10 temos o substituinte prenil, outras
duas possibilidades s@io menos provaveis. As duas hipéteses apresentadas estfo
descritas na literatura com os nomes isosojagol (O’Neill er alli 1984)* e phaseol
(Assada et alli 1998)%, pelos espectros de RMN de 'H, que nfio permitem a
comparagéo direta em fungio das diferencas de metodologia. A escassez de dados
de RMN de “C e bidimensionais nos motivou a completar a identificagiio

espectroscopica da substéncia.
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Tabela 3.4.2 Dados de RMN de C e HSQC (11,0 Tesla, CDCl;) para o
Cumestano I, (E4.3 e EA4.5.)

Atribuicio 8C/ppm Tipo Hidrogénios Acoplados a |

ligacdo
oH/ppm

1 123,6 CH 7,74

2 115,0 CH 6,84
3 156,6 G, -

4 104,2 CH 6,79
4a 162,8 ¢ -
6 61,6 G -
6a 104,0 ¢, -
6b 1163 ¢ -

7 1190 CH 7,47

1145 CH 682
g 155,7 G -
10 113,9 ¢, ' -
10a 1564 (G -
11a 160,7 G, -
11b 1062 G -

1’ 23,6 CH; 3,55

2’ 122,8 CH 5,29
3 133,0 & -

MetilaA 18,0 CH; 1,82

MetilaB 259 CH; ' - 1,62
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R=HeR,= R {ISOSOJAGOL
Ry=ReR,=H (PHASEOL )

Figura 3.4.1 Propostas baseadas na biossintese para o cumestano I1I e sua

numeracao.

Figura 3.4.2 InteragSes a longa distAncia por HMBC (11,0 Tesla, CD;0D)
observadas para o cumestano HI: A) H-1; B) H-2 e H-4; CYyH-7;
D)H-8 e H-Metilas; E) H-1 ‘eery € FYH-3", (E.4.6. e T4.).
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A posi¢o dos substituintes foi estabelecida por técnicas bidimensionais de
RMN em HSQC e HMBC, que permitiram locar cada 4dtomo da estrutura,
destacando-se a relagfo 2 longa distincia entre H-2 ¢ C-11b, que confirma a
posicdo da hidroxila em C-3, a relag8o a longa distdncia entre H-7 ¢ C-6a,
confirma a presencga de dois hidrogénios do sistema AM no anel B, restando parz 2
hidroxila e o isoprenil apenas as posicdes 9 ¢ 10, a questfo pode ser encerrada,
admitindo o efeito de protecéio sobre os carbonos C-8 e C-10 ocasionados pela
presenga da hidroxila em orto (C-9) visiveis nos deslocamentos destes carbonos
no espectro de RMN de “C confirmando a substincia como o cumestano
isosojagol { O° Neill ef alli 1984)".

Os demais dados espectroscédpicos de RMN de 'H (tabela 3.4.1 e E4.1.), e
de °C (Tabela 3.4.2. e E.4.3.), COSY de 'H (E.4.2.), bidimensionais em HMBC
(figura 3.4.2., E.4.6 ¢ T4) e HSQC (tabela 3.4.2. e E.4.5.), ¢ ainda espectroscopia
de UV. (E4.9) e LV. (E.4.10) e espectrometria de massas de alta resolucio

(E.4.8.) s8o compativeis com a proposta apresentada.

Figura 3.4.3 Proposta para o cumestanc [1] e sua numeragio {isosojagol)

277 -
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m/z 280,0352 (100,0%)

N

m/z 69,0677 (43,7%)

m/z 149,0214 (11,5%)

m/z 319,6634 (8,2%)

Figura 3.4.4 Proposta de fragmentac8o (inédita) em espectrometria de massas
para o Cumestano III, (E.4.8.).
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3.5 PTEROCARPANO I

O espectro de RMN de "H para o pterocarpano mostra quatro independentes
sistemas de spins, o primeiro e segundo revelam o padrio de substituicdo do anel
A e B, ambos com hidrogénios distribuidos na configuragdo orto-meta indicando
substituintes hidroxila e metoxila nas posi¢des 3 ou 9. O terceiro sistema mosira
urn caracteristico padrio para o anel C, envolvendo dois hidrogénios da posigéo 6,
um da posigo 6a e um da 11a, as constantes de acoplamento foram determinadas
e comparadas com dados da literatura (Herath er alii 1998)*, confirmando a
substéncia como o pterocarpanoc medicarpina. A medicarpina € o pterocarpano de
maior ocorréncia, detectado em muitas leguminosas, em particular na subfamilia
Papilionoideae, a qual € objeto de estudo do grupo de pesquisa de Magalhdes, A.
F. e Magalhies, E. G., sendo amplamente citado (Firmino 1998, Magalhdes ef alli
2000, Machado 2000, Sannomiya 2001)°* %%,

Figura 3.5.1 O pterocarpano I e sua numerag3o (medicarpina).

- T4 -



Resuitades e Discussdo

Tabela 3.5.1 Dados de RMIN de 'H, ( 500 MHz, CDCl; ) para o pterocarpano I
(medicarpina) (E.5.1.1.) (compativeis com Herath e alli 1998)"

AtribuicBio SH/ppm Integracfio/H Multiplicidade Constantes/Hz

de H de Sinais
Sistema I 1 7,39 I d = 8,6
2 6,56 1 dd "= 8,6
ione= 2,4
4 6,41 1 d Tam=24
Sisterna I 7 7,13 1 d s = 9,2
8 6,46 1 dd “Jasr=9,2
> Jagmio= 2,4
10 6,45 1 d mons= 2,4
Sistema III lla 5,50 1 d 3 Jationea= 6,7
6a 3,53 1 ddd *Jusaziiza= 6,7
> Jisaniea= 11,6
 Fetso-tiseq = 552
6 axial 3,61 1 dd *Jusacuea= 11,6
? Jasasiseq= 11,0
6equatorial 4,24 1 dd “Jrsequeex= 11,0
> Jeqs6a= 5,2
SistemaIV ~ OCH; 3,77 3 5
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O
miz 255 (27%)

L
[ ocH

+a

m/z 148 {20%)

mfz 134 (6%)

Figura 3.5.2 Proposta de fragmentac8ic em espectrometria de massas para o
pterocarpano medicarpina (Firmino 1998, Magalh#es er alli 2000, Machado
2000, Sannomiya 2001)°%>* (E.5.8.).
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3.6 CONSIDERACOES FINAIS

Os isoflavonéides encontrados em Lecointea hatschbachii Barneby
demonstram semelhancas com os encontrados na maioria dos espeécimens
estudados pertencentes a tribo Swartzia (Polhill 1994)", nos quais é comum 3a
presenca de esqueletos pterocarpénicos e outros com proximidade biossintética.
Avaliando ainda o esqueleto isoflavonoidico quanto i evolugiio da taxa de
oxidagéo, como proposto por Cagnin & Gottlieb 1978, observamos coeréncia
com os demais grupos da tribo Swartzia (Grifico 3.6.1). Quante 4 taxa de
oxidag@o/metilacio também proposta por Gottlieb 1982'%, os indices atribuidos a
cada espécie, descrevem claramente uma tendéncia (Grafico 3.6.2.). Estes dados
sdo uma clara demonstraciio de que a espécie Lecointea hatschbachii estd
adequadamente alocada dentro da tribo Swartzia. Os estudos de Gottlieb et alli
(1996)"" sugerem que as diferengas nestes pardmetros entre os espécimens dentro
de um género ou grupo, normalmente é pequena, mas em face da escassez de
dados, uma melhor avaliacdo quimiosistematica do género e também do grupo so
serd possivel com a inclusio do estudo fitoquimico de novos espécimens, de

espécies relacionadas, em que serd possivel observar tendéncias especificas e

gerais com maior defini¢io.
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Grafico 3.6.1 Afinidades Evolutivas (Evolugo do grau de oxidacio X Evolugio
do esqueleto Isoflavonoidico) para as espécies de composicfo fitoquimica
conhecidas da tribo Swartzia (Cagnin & Gottlieb 1978)°, com a inclusie de

Lecointea hatchbachii,
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Griafico 3.6.2. Oxidaciio X Metilagfo para a maioria das espécies de composiggo
fitoquimica conhecida da tribo Swartzia (Gottlieb 1982)'2, com a inclusio de

Lecointea hatschbachii.
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4, ENSAIOS BIOLOGICOS

IRODUCAO

A investigagio fitoquimica € um passo fundamental na procura de
substincias com atividades bioldgicas, e no entanto sabe-se que cerca de 350.000
espécies vegetais de todas as que existem sobre a superficie da terra (cerca de
380.000) ndo tem npenhum estudo desta natureza. A procura de atividades
biolégicas em plantas geralmente € guiada por informages quimiotaxondmicas,
biomonitoramento, informagBes da medicina popular e outras formas de selecio,
mas em face do pequeno ndmero de plantas estudadas é muito provavel que novas
substdncias ativas também venham a ser descobertas de forma aleatéria, pela
pesquisa em plantas pouco conhecidas ou de dificil acesso.

A identificagdo de novas substincias com atividades biolégicas, t8m um
papel importante na elucidacfio do mecanismo de agfio do principio ativo, pois o
estudo de um conjunto de substincias diferentes com mecanismo de ago
semelhantes revela informagdes importantes sobre os quimioreceptores em que
atuam, permitindo o desenho de um farmacéforo, sobre o qual infimeras
modificagbes podem ser propostas, com a finalidade de melhorar suas
propriedades biologicas.

Uma planta produz mithares de substincias diferentes, em que apenas uma
ou algumas sfo responsdveis pela sua atividade biolégica. O uso de testes
relativamente simples e de baixo custo permite identificar a atividade biclogica
especifica para determinados alvos bioldgicos. Neste ambito é interessante
salientar a correlagio observada por Mever et alii (1982)* entre a letalidade sobre
Artemia salina e a citotoxicidade sobre células cancerosas P-388, ¢ também por

McLaughlin (1995)* sobre células de carcinoma nasofaringeo humano 9KB.
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Os flavondides s8o uma classe de compostos com grande variedade de
substéncias com atividades biologicas tambem diversificadas, entre elas a atuacio
como barreira quimica a microorganismos invasores € normalmente esperada, e
assim ¢ uso de ensaios de bicautografia, que combinam cromatografia em camada
delgada e teste biolégico sfo imprescindiveis 4 identificaco destas substancias,
revelando afividades antifiingicas, e antibacterianas, principalmente em misturas
complexas. Os microorganismos empregados geralmente abrangem um largo
espectro, incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas, bactérias resistentes
a 4cidos e fungos dermatéfitos, muitos com caracteristicas, patogénicas, oportu-
nistas ¢ saprofitas.

Desta forma os exiratos e substincias isoladas neste trabalho foram

avaliados quanto ao teste de letalidade 3 Artemia salina e bioautografia.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 LETALIDADE A Artemia salina

Este ensaio foi desenvolvido com base no protocolo proposto por
McLaughlin & Rogers (1995)°, no qual ovos de 4rtemia salina sdo colocados
para eclodir em solucfo salina 38 g.dm's, em recipiente parcialmente coberto, ¢
sob iluminacfo artificial, de forma que as larvas ao eclodirem possam ser
separadas pela sua atrago ao lado iluminado. As larvas sSio consideradas
adequadas ao teste segundo os autores, no periodo entre 48 e 72 horas apds o
inicio do procedimento.

Qs extratos foram preparados em triplicatas em frascos de 10 cm’ em
poredes de 5,0 mg, 0,5 mg, 0,05 mg, enquanto que as substincias isoladas em
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porgdes de 0,5 mg, 0,05 mg e 0,005 mg. Apés eliminaciio do solvente
(cloroformio-metanol), usado como veiculo de transporte para os exiraios e
substéncias por evaporagio, cada frasco recebeu 0,02 cm’ de dimetilsulféxido
(DMSO0), 5,0 cm’ de solugfo salina, e apds homogeneizacso, 10 larvas incubadas
por 48 horas, escolhidas pela sua alta mobilidade, e o conjunto colocado em
repouso. Apds 24 horas de contato procedeu-se a contagem do ntmero de larvas
sobreviventes.

Os dados foram processados pelo método y* (qui quadrado} em tabelas de
contingéncia 2x2 avaliando freqiiéncias de larvas vivas e mortas dos tratamentos
quanto a testemunha e as concentragbes letais foram estimadas pelo método

probit.
4.2.2 BIOAUTOGRATFIA

O ensaio de bicautografia foi realizado com base no procedimento descrito
por Saxena et alli (1995)°” e modificado por Magalhdes e colaboradores (1998,
o qual consistiu na aplicacéio de 20 ug do extrato ou 10 pg da substéincia isolada a
ser avaliada sobre uma placa de CCD, que apés o desenvolvimento com o eluente
adequado (neste experimento hexano : acetato de etila 9:1), foi seca ao ar por 12
horas, colocada em uma placa de petri e revestida com uma fina e homogénea
camada de um meio de cultura especifico para o microorganismo usado. Apos a
solidificagio do meio de cultura aplicou-se 0,20 cm’ de suspenso de
microorganismo contendo cerca de 10%élulas.cm™ em cada placa. As placas
foram encubadas por 24 horas a 37°C no caso das bactérias e por 7 dias a 25°C
para os fungos. Ao final observou-se a presenca ou auséncia de halos de inibiggo
sobre as posi¢bes em que as substfncias ou bandas do extrato cromatografado

estavam localizadas. As. posicBes -das substincias e bandas do extrato foram
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aferidas por comparac3o com placas cromatografadas pela mesma metodologia
reveladas por solugdo de anisaldeido. Controles positivos foram obtidos pela
aplicacfio em um campo da placa cromatogréfica de 2,0 pug de ciclopirox olamina
no caso dos fungos e a mesma quantidade de cloranfenicol para as bactérias. Os
controles negativos foram realizados paralelamente pela aplicagdo da cultura de
microorganismo sobre placas de petri contendo apenas o meio de cultura, e em
seguida incubadas pela mesma metodologia descrita.

Toda manipulacfo ap6s a etapa cromatogréfica foi realizada em cémara de
fluxo laminar em condicBes de alta assepsia e incubadas em estufas climatizadas.

Os meios de culturz empregados foram: Nutriente Agar (peptona 5,0 g.dm”,
extrato de came 3,0 gdm>, agar 15,0 g.dm” em Agua) para as bactérias
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Salmoneila typhimurium, YMA (extrato de levedura
3,0 g.dm™, extrato de malte 3,0 g.dm™, peptona 5,0 g.dm™, dextrose 10,0 g.dm™ e
agar 20,0 g.dm” em 4gua) para as leveduras Candida albicans e Cladosporium
cladosporioides; Agar Malte (extrato de malte 20,0 g.dm™ e agar 20,0 g.dm” em
4gua) para os fungos Aspergillus niger, Penicillium funiculosum, Fusarium
oxysporium, Rhizopus orizae, Alternaria alternata, e Aspergillus fumigatus. As
suspensBes de microorganismos foram obtidas da Fundacho “André Tosello” —

Colegio de Culturas Tropicais.

Figura 4.1. Controles padrdes A) ciclopirox olamina; B) Cloranfenicol.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.3.1 LETALIDADE A Artemia salina

No experimento de letalidade a4 Artemia salina os resultados obtidos sfo
classificados como varidveis nfio paramétricas. Entre as metodologias estatisticas
aplicéveis a testes nfo paramétricos, a de qui-quadrado () é sem divida a melhor
e de uso mais geral, aplicével a intimeros casos. O método de probit, recomendado
por McLaughlin & Rogers (1998)* também trabalha varigveis nio paramétricas
fundamentado em (e permite calcular uma estimativa da ClLsg, bem como seu

intervalo de confianca. Desta forma os dados obtidos foram processados por estes

métodos.

As andlises dos extratos mostraram significincia estatistica com relacdo 3
testemunha para o extrato cloroférmico, hexénico e metanélico nas concentragdes
1000 pg.cm™ e também a 100 pg.cm™, nenhum extrato mostrou-se significativo a
concentracio de 10 pg.cm™. O extrato hexanico foi considerado o mais ativo pela
comparagio das estimativas da CLsy (73pg.cm™). Apesar das significancias
observadas, apenas para o extrato hexfnico, podemos afirmar que a CLs, &
inferior a 343 pg.cm™ a 2,5% de probabilidade, o que ¢ relevante para a condugdo
de experimentos mais elaborados.

Das substdncias isoladas, mostraram significAncia estatistica nas
concentragdes 100 pg.cm™ , 10 pg.cm™, e 1 pg.cm™ o cumestano I, cumestano 11,
e o pterocarpano I, dos “ quais o pterocarpano I foi considerado o mais ativo
(estimativa da CLs Ipg.cm™). A isoflavona I e o Cumestano III mostraram

significancia estatistica apenas a concentragio de 100pg.cm™.
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Quadro 4.3.1.1 Resumo das tabelas de contingéncia para os
extratos de L. hatschbachii.

Larvas vivas | Larvas morias | larvas vivas/ |47 calculado
larvas ne teste
E. Hexdnico 26 (26,67) 04 (3,33 0,889 0,23
10 mg/dm’
E. Hexdnico 11 (21,67) 19 (8,33) 0,722 28,36 ¥*
100 mg/dm’
E. Hexéinico 00 (18,00 30 (12,00} 0,600 36,00 **
1000 mg/dm’
Testemunha 34 (53,33) 06 (6,67}
(43,33) (16,67
{36,003 (24,00}
Larvas vivas | Larvas mortas | larvas vivas/ | y° calculade
iarvas no feste
E. Cloroférmico | 25 (26,33) 05 (3,67) 0,878 0,83
10 mg/dm’
E. Cloreférmice | 21 (25,00) 09 (5,00) 0,833 5,76 %
100 mg/dm’
K. Cloroférmico | 00 (18,00) 30 (12,00) 0,600 67,50 **
1000 mg/dm’
Testemunha 54 (52,67) 06 (7,33)
{50,00) (10,00}
(36,00) (24,00)
Larvas | Larvas mortas | larvasvivas/ |y calculade
: vivas iarvas ne teste
E. Metanélico 26 (26,67) 04 (3,33) 0,889 ' 0,23
10 mg/dm’
E. Metandélice 22 (25,33) 08 4,67 0,844 423 %
100 mg/dm’
E. Metanéiico 00 (18,00) 30 (16.67) 0,600 67,50 **
1000 mg/dm’
Testemunha 54 (5333) 06 (12,00)
(50,67) (9,33)
(36,00) {24,00)

( ) freqiiéncias esperadas na hipOtese de nulidade respectivamente para o0s
tratamentos. * significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de x‘"‘, *E
significativo a0 nivel de 1% de probabilidade pelo teste de %
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Quadro 4.3.1.2 — Resumo das tabelas de contingéncia para as substincias isoladas

de L. hatschbachii.

Larvas vivas | Larvas mortas |larvas vivas/ 1? calculado
lzrvas no teste
Isoflavena I |22 (20,67} 08 (9,33 0,689 0,41
1,0 mgidm® |
Isoflavona 1 15 (18,33) 151,67 0,611 2.34
10,9 mg/dm’
Isoftavona I (07 (15,67) 23 (14,33 0,522 15,05 **
100,0 mg/dm’
Testemunha |40 (41,33) 20 (18,67)
(36,67) {23,33)
(31,33) (28,67)
Larvas vivas |Larvas mortas |larvasvivas/ |y ealenlade
larvas no teste
Cumestano I {13 (17,67} 17 (12,33} 0,589 4,50 %
1,0 mg/dm’
CumestanoI |03 (14,33) 27 (15,67) 0,478 25,74 ##
10,0 mg/dm’
Cumestano I 100 (13,33) 30 (16,67) 0,444 36,00 **
100,0 mg/dm’
Testemunha 40 (35,33) 20 (24,67)
(28,67) (31,33)
(26,67) (33,33)
Larvas vivas |Larvas mortas |larvasvivas/ |y’ calculado
larvas no teste
Cumestano II 113 (17,67) 17 (12.33) 0,589 4,50 %
1,0 mg/dm’
Cumestane I |06 (15,33) 24 (14,67) 0,511 1743 **
10,0 mg/dm’
Cumestane II 100 (13,33) 30 (16,67) 0,444 36,00 **
100,0 mg/dm’
Testemunha |40 (35,33) 20 (24,67)
(30,67) (29.33)
(26,67} (3333

( ) freqliéncias esperadas na hipétese de nulidade respectivas para os tratamentos.
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de y°, ** significativo
a0 nivel de 1% de probabilidade pelo teste de y2. -
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de L. hatschbachii (Continuagio).

Quadre 4.3.1.3 Resumo das tabelas de contingéncia para as substéncias isoladas

Larvas vivas | Larvas morias | larvas vivas/ ? calculado
larvas no teste
Cumestane 111 |18 (19,33} 12 (10,67 0,644 0,39
1,0 mg/dm’
Cumestane 151 {15 (18,33) 15 (13,67 0,611 2,34
10,0 mg/dm’
Cumestano 111 |12 (17,33) 18 (12,67 0,578 583%
100, mg/dm’
Testemunha 40 (38,67) 20 (21,33}
(36,67) {23,33)
(34,67} (25,33
Larvas vivas | Larvas mortas | larvas vivas/ ;g;z calculado
larvas no feste

Medicarpina |09 (16,33} 21 (13,67 0,544 10,84 #*
1,0 mg/dm’
Medicarpina |03 (14,33) 27 (15,67 0,478 25,74 %
10,8 mg/dm’
Medicarpina {00 (13,33) 30 (16,67) 0,444 36,00 **
100,0 mg/dm’
Testemunbha 140 (32,67) 20 (27,33)

(28,67) (31,33}

(26,67) (33,33

() fregiiéncias esperadas na hipotese de nulidade respectivas para os tratamentos.
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de y*, ¥* significativo
ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de 3.

Tabela 4.3.1.1 Estimativa da CL5 e intervalo de confianga pelo

- método de Probit
Extratos e compostos Intervalo de confiamca da Estimativa da Clsp
avaliados Clsg a 5% de Probabilidade
E. Hexdnico 15,7 mgdm>// 343 mgdw™ | 73 mgdm> *
E. Cloroférmico 0,01 mgdm™// - 109 mgdm™
E. Metanélico 0,01 mgdm™// - 170 mgdm™
Isoflavona I 0,68 mgdm™// 2810 mgdm™ | 44 mgdm™
Cumestano [ 0,35 mgdm™// 10 mgdm” | 2mgdm> *
Cumestano II 0,01 mgdm™// 650 mgdm™ | 3mgdm> *
Cumestano I11 2,61 mgdm ™~/ 30000 mgdm™ | 280 mgdm™
Medicarpina 0,61 mgdm™/ 133 mgdm™ 1 mgdm™  *
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Destas substéncias podemos afirmar estatisticamente pelo métode de probit
gue apenas a medicarpina, cumestano [ e cumestano II apresentam CLsg inferior a

1000 ;,Lg.cm"“?’

a 2,5% de probabilidade e portanto relevantes 2 aplicacfio de
experimentos mais elaborados.

A atividade diferenciada do extrato hexfnico nfo estd relacionada a
presenga das substincias testadas acima, visto que estas estio presentes em
quantidades aprecidveis apenas no extrato cloroférmico, que por sinal apresentou
menor atividade que o extrato hexénico.

A pequena atividade do extrato cloroférmico frente as substincias isoladas
certamente € uma conseqgiiéncia das baixas concenfragSes das mesmas neste

exirato.

4.3.2 BIOAUTOGRAFIA

Os extratos Hexénico, Cloroférmico II e Metandlico nfo apresentaram
nenhuma atividade bactericida ou fungicida contra os microorganismos
empregados.

Entre as substéncias testadas, a isoflavona 1 e o pterocarpano medicarpina
apresentaram atividade fungicida respectivamente contra Penicillium ﬁmz‘culosum-
(CCT 0490) e Aspergillus niger (CCT 1435). O cumestano II apresentou atividade
bactericida contra Staphylococcus aureus e fungicida a Alternaria alternata.

A falta de atividade do extrato cloroférmico, do qual foram isoladas as
substancias testadas, assim como no teste de letalidade a Artemia salina demonstra
o grau de dilui¢io destas substincias no extrato a concentrages abaixo do

patamar de deteccBo destas atividades.
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Tabela 4.3.2.1. Resultados obtidos nos testes de bioautografia para os extratos €
substéncias 1soladas de Lecointea hatschbachii.

EH EC EM IS Cl1 C2 C3 PT
Sa - - - - - + - -
Sm - - - - - - - -
Ec - - - - - - - -
Bs - - - - - - - -
1Y) - - - - - - - -
St - - - - - - - -
Ca - - - - - - - -
Ce - - - - - - - -
An - - - - NC NC - +
Pf - - - + NC NC - -
Fo - - - - - - - -
Ro - - - - - - - -
Aa - - - - - + - -
Af - - - - - - - -
Sa — Staphylococcus aureus (CCT 4295); Sm — Streptococcus mutans (CCT 3440);
Ec¢ — Escherichia coli (CCT 5050); Bs — Bacillus subtilis (CCT 0089);
M1 — Micrococcus luteus (CCT 2720); St — Salmoenella typhimurium (CCT 0528);
Ca — Candida albicans (CCT 0776); Cc ~ Cladosporium cladosporioides
(CCT 5039); An — Aspergillus niger (CCT 1435); Pf — Penicillium funiculosum
(CCT 0490); Fo — Fusarium oxysporium (CCT 3244); Ro — Rhizopus orizae
(CCT 4964); Aa — Alternaria alternata (CCT 1250); Af— Aspergillus fumigatus
(CCT 01277). EH — Extrato Hexénico; EC — Extrato Cloroférmico; EM ~ Extrato
Metanélico; IS — Isoflavona I; C1 — Cumestano I; C2 - Cumestano II;
C3 — Cumestano III; PT — Medicarpina. NC — Néo conclusivo; (+) — atividade
verificada; () — inativo.
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Co — Ciclopirox olamina (controle); C I — Cumestano [; Is — Isoflavona I;
C III - Cumestano 111
Figura 4.3.2.1. Localizacdio da Isoflavona I, por revelagiio em UV 254 nm (A), e
sua atividade fungicida & Penicillium funiculosum no ensaio de
bioautografia (B).

Co — Ciclopirox olamina (controle); C I — Cumestano I; C II — Cumestano II
Pt — Pterocarpano I
Figura 4.3.2.2. Localizagio do Pterocarpano I (medicarpina), por revelacio em
UV 254 nm (A), e sua atividade fungicida a Aspergillus niger no ensaio de
bioautografia (B).
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Co — Ciclopirox olamina (controle); C I — Cumestano I; C Il — Cumestano 11
Pt — Pterocarpano I
Figura 4.3.2.3. Localizag8o do Cumestano II, por revelagfo em UV 254 nm (A), e
sua atividade fungicida & Alternaria alternata no ensaio de bioautografia (B).

Cl — Cloranfenicol (controle); C I~ Cumestano I; C II — Cumestano 11
Pt — Pterocarpano |
Figura 4.3.2.4. Localizac8o do Cumestano 11, por revelagio em UV 254 nm (A), e
sua atividade bactericida a Staphylococcus aureus no ensaio de bicautografia (B).

- 90 -



Conclusdes

5. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico do extrato cloroférmico das raizes de Lecointea
hatschbachii Bamneby resulfou no isolamento & determinacio de uma isoflavona,
trés cumestanos ¢ um pterocarpanoc, dos quais a isoflavona e dois cumestanos sfo
inéditos ¢ informacdes fitoguimicas sobre uma espécie do género Lecoiniea estio
sendo divulgadas pela primeira vez.

Dos extratos obtidos e das substéncias isoladas do extrato cloroférmico
mostraram-se significativamente ativas no teste de letalidade & Artemia saling o
extrato hexfnico, o cumestano I, o cumestano Il e a medicarping, justificando a
possibilidade de futuros testes de citotoxicidade a células tumorais. A maior
atividade do extratoc hexénico, com relacdo aos outros extratos, nfo estd
relacionado a presenca de nenhuma das substincias testadas acima, visto que elas
estdo ausentes do mesmo.

Das substéncias isoladas do extrato cloroférmico, submetidas ao teste de
bioautografia, a isoflavona mostrou atividade antifingica a Penicillium
Sfuniculosum, a medicarpina a Aspergillus niger e o cumestano II a Alternaria
alternata e bactericida a Staphylococcus aureus.

O perfil fitoquimico de L. hatschbachii é semelhante 4 maioria dos
espécimens estudados da tribo Swartzia, demonstrando que esta espécie estd
alocada adequadamente dentro da tribo Swartzia, embora uma melhor avaliagio
quimiosistematica do género Lecointea e também do grupo Lecointea sd serd

possivel com a inclus@o do estudo fitoquimico de novos espécimens relacionados.
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Gauts apudization 9.818 sec

¥ size 2048 » 2048

Total time 23 nr, 54 min, 29 sac

]
b+
I,

Bt

Lannadas
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’
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h
R
@
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Apéndice

E.3.6.1. Espectro de RMIN em HI

cortos G-68% <dciisari_res  dezlicheg

Puise Sesusnce: FHEED .-

Soiveni: CRRIZ
S ent teRpErature
ysers L-id-57¥
File: cezifchaghEal
IRGYA-E00  “rersunt

melax. delay 1.50% ssc
atg. tims 0.371 sec
Wigth
25 Widith 23680.90 H2
255 repetitions
122 incTsments
VE Hi, 739.05827E6:8 HuzZ
paTs PROCESSING
sine pail 0.08%5 sec
F1 DATA PROCESSING
Sipe b2l §.0404 sac
¢t size 2088 x 1024
Tete] tims 15 hr, 52 @in, 22 sec

"

&

hed

L 1
[ WEWE FRERE P

g

IBC do Cumestano Il em CDCl; 11,0 Tesla.

1488

128 158
Fl fppm)
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Apéndice

E.3.8. Espectro de massas de alta resolugfio do Cumestano I1 em CDCls.

Wil BET 0Udn Taent 1ebi_SiL il LUGUPEH Aot ou rep atng Loriivle oy
suzoSpecE EI+ Megnel ERH:28£ Bpl:22334 TIC:12%2038 Flags:iogd

1008
g5
804
853
ELE Carlos Alberto Berbosa { G-583) m/z 365.11034
T53
743
653
&0
553
-3EE
453
&0
353

31%2.04830

236.21229 590 peqan
263.08272 |

b bl cdnids o 405

l.llléﬂj 154.09141

TS bt dadtd

Sy ) L
130 140 160 180 200 220 240 280 248G 360 320 340 360 380 400
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Apéndice

E.3.9. Espectro de U.V. do Cumestano II em metanol.

Absorbance (AL}

H L
Wavelength {nm
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Apéndice

E.3.10 Espectro de 1. V. do Cumestano Il em KBr

Filz % 4 - GRES #oda = 2 (Mis-IR)
iSampie Desoriplion: KBr Carlos
Spane= 18 Res= 4 om-1 20 scgrsimin

4000

B! Transminance / Waverumber (em-1)
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Apéndice

E.4.1.1. Espectro de RMN de "H do Cumestano 111, CD;0D, 11,0 Tesla.

2 Dorice G-535-3L 24908 Juibichsnd

Pules Segnansa: EpHl
Eolvomit GaBGd
Ampiems 4 WY
Fhtos taifh

& % Someoen®

Puise 5.4 sy

Acg, thmy 5277 sav

Wity 19388.0 HR

18 rapsiiifons

el ui.';ss.mwn& s

#% vizn GEESD
Totet tiee ¥ min, 92 444
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Apéndice

E.4.1.2. Expansao do espectro de RMN de 'H do Cumestano III, CD;0D,
11,0 Tesla.

earics S5-A%  cxded  SuiiBoked

Puiss Sequencs: $RpuY
Sxivanty faBod

Ambient Lewpsratlurd
Filor jutibchaH
TEWAHARE  Prmrdun”

fejax. daley B.588 a0
?u?u :3 & Qgguas

haa,
48 papst 14 e
gEgeivE 91, 202.9083832 WMz

DT
PT gize BR7AE
Tetal diee ¥ @im, LB wee

- 143 -



E.4.2.1. Espectro de RMN COSY de 'H do Cumestam. I, CDs0D, 11,0 Tesla.

Carins 8-88%5-11 o804 iuilichag

Pylse Boguances plEsY

Soivent: cdiod

fmbient dumparalurs
Fiies juilichaglOSy:
INCVA~3DE  Tnersun®

Belax. delay i.980 s8c
fun. bime §.228 seo
wigeh B4F5 .6 Hz

20 Wigth 4475.8 Hz

B yepetitions
328 imtrzments
GBSERVE  Hi, 493.8847739 mM7y
DATA PROCESSING

8z. sing bell 0.11< sec

Fi DATA PROCESIING

To2al time 21 min, 45 sec

Fi {ppm}
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Apéndice

E.4.2.2. Expansio I do espectro de RMN COSY de *H do Cumestano IIT, CD;0D,
11,0 Tesla.

Sariles 5-385-11 482802 Jullichegh

Puise Saguences goiSY

Seivent: od3pd

Ambisnt lemperaburs
Fiig: JulRichagliSyE
IHOMA-S88 “mprsun”

Reigx. delay L1.000 seg
ang. time 0,229 zEg
wigth 5.8 ¥z

20 Bigeh $475.0 M2

& repstizions

128 Incremsnts

BREERVE Wi, €995.8847753%F Wuz
nate PROUESSING

S4. 3ine bell §.3%4 sec
Fi DaATA PRBCESSING

Sine bell §G.02% s8¢

T size 2048 x 2048

Joial time 21 min, 46 sgc

“af “af | e oo S

N + . u f [

& o & & ma o
[FETEE FEENE BN ENE EWY

b
a
=]

»

A FRRWE RERTN SRR NAwE

N H : ¥
7.4 7.2
F1 (ppm)
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Apéndice

E.4.3. Espectro de RMN de “C do Cumestano IT1, CD;0D, 11,0 Tesla.

Sarses GE85-13 Sattd/ebid  ageldchel
Fulse Sepuerces siped

bRt
1% “RErIT

Relen. Sdelsy 1.98% sos
Fuyign &G AREFGT

it Smie 1Y 90
L T2-18 madutaied
TR PRBCISRIED
fime Seougentem 2.3 82
7T stz
Totel i@ A7 be. 25 Bis, Fiosex
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Apéndice

E.4.4. Espectro de DEPT (90° ¢ 135°) do Cumestano III em CD,0D
: 11,0 Tesla.

B Pmios SeguETEST SR
Bolvenis susld
2mpient ::wcruws

i Fitas
S AR Eamrgant

| Ralax, delay 2.880 235
Paise 20.0 gearass
.« & 2.524 gan
Width VR4
5960 ropetitions
CL¥, 125.8989414 Wiz

4f o
Al mretusls #, 200 3858558 MRz

i on otriop stquistiion
H  off guring delay
E o WRLYEmLY steutatog
qE & PROCE
Line Groadenieg 2.5 Hz

B FT cyze matse
[ Totel 2iee B hro 32 min, 38 sas
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Apéndice

E.4.5.1 Expansdio I do espectro de RMN em HSQC do Cumestano III em CD;0D
11,0 Tesla.

} 106 GeES-al cAtearieirTs  SEIBSCHINEAS
fieuise Sequence: HIOC -

;FR

B
|
i
i
|
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Apéndice

¥.4.5.2 Expansfo II do espectro de RMIN em HSQC do Cumestano Il em CD;0D
11,0 Teslia.

Cae b08 G385-11 cofudskrsras  SERERCHANSEC

Pulne Segusneos WEE

35 38
FX {ppa}
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Apéndice

E.4.6. Espectro de RMIN em HMBC do Cumestano Il em CD;0D, 11,0 Tesla.

carios G-5388-3% cd3nd dez@ichannsd

Pulse Soguenté: GHABS

- 150 -



Apéndice

E.4.8. Espectro de massas de alta resolucgo do Cumestano IIL.

TETERT0 3 T IEen Y 1 002 P08 Wan LCDUPPW Acg: 3-FRE-200F i}ﬂ:’?‘?:gz&%j? FRTIFEAIT0S
toSpecE EI+ Wagnet BpM:280 Bpl:11141 TIC:32639% Flags:NORM

lile Tewt:hpavecido
283.03521

Carlos Alberto/hderbal (G 385-1llm/z 338.0%

335.09988

357.06150

149.02137
}i11.11250 |

256.24051

]

| | T—
300 320 340 350 380

-151-



Apéndice

E.4.9. Espectro de U.V. do Cumestano Il em metanol.

G-585 normal e diluido

-
5
B

)

=
3 B
)
=

i
[ R
;

¥ T B
YVysuvelenath inmi |
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Apéndice

E.4.10 Espectro de 1. V. do Cumestano Il em KBr.

FRedd: G58S

A3 36 P

#ode = 2 (Mid-R)

=18

Sample Degcription: KBr  Carlos

142752

7413156
1237.98 1265.17

T1379.87

1616.23

1726.94

2856.36
TEEme 292348
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Apéndice

E.5.1.1. Espectro de RMN de 'H do Pterocarpano I, CDCl;, 11,0 Tesla.

sty SRR
AT Hi, £59.35z79%8 Mgz

T gizy S85R8
ennd tiee 3 ais, B fen
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Apéndice

E.5.1.2. Expansio I do es
pectro de RMN de 'H do Pteroc
11,0 Tesla. arpanol, EDCL,

bens ion B-22-8 Z5513  aghifd
?s'sse Sapuente: &RpHE

£olunnts CECIS
Ambient LEBSErailurs

Hlritas nos:
S TpovRase  TrmrEunt

5 puise 26.5 emgrasd

St acg, tige 3.2FF sac

i wisth A0000.5 Hx

B s& repatitions

% Bi, 428.882770E W

1| ara paocessivg
257 gize 5558
1 Total Lies 3 min, 38 3WC
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Apéndice

E.5.1.3. Expansio Il do espectro de RMIN de 'Hdo Pterocarpanc 1, CDCl;,
11,0 Tesla.

Sar s $-25-F odell  geellohed

Pulse Beguentas gl
Spiwont: SOC1S
Zabslent LeRBOraluTe

i Tiim: sooRIckal
] mOVA~300  “rmtgwrt

2 puise 76.5 degrres

i~
oB8E M1 453 BBFH4G Mz
B pave FRospEsie

R FY sizp G538

B Yetal time 3 min, 3T sem
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Apéndice

E.5.1.4. Expansio III do espectro de RMN de 'Hdo Pterocarpano I, CDCls,
11,0 Tesla.

Gor s $-fwed  SeE13  apellobal

3] Putse Seqmanca: ilped
Bplvant: SO0IS

Bl ruise 768 dsgrom
[ St time 3,277 ger
i Wigth 1Q98%.§ ¥
G4 repeditionn
et

RV Hi, SB5.5E2¥EE¢ mEZ

QTR
FT yize 45556
Total $ize § ain, 30 suc
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Apéndice

E.5.1.5. Expansdo I'V do espectro de RMN de ‘H do Pterocarpano I, CDCls,
: 11,0 Tesia.

Sarige G2b+5 £dcil  agoRbolen

FUIEe S0aPaRGAr Biput
Bntvanys CBL

VE
feBidwt ddGpdraters
& Fiig: Igﬁ#ﬁhﬂi
{f INGYA-SER  SweTaonc

Puisg 5.3 goprass

bat;
T zizs 83336
Total dime I win, 30 e@c
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E.5.8 Espectro de massas (CG/EM) do Pterocarpano 1.
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Apéndice

E.5.9. Espectro de U.V. do Pterocarpane I em metanol.

Absorbance {Al)
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Apéndice

C.5.1. Curva de ORD para o pterocarpano I (medicarpina) (em CHClL;).

Amostra : pterocarpano | (medicarpina).
Comprimento de cgia : 0,icm.

Concentracio : 0,01 M.

Solvente : Cloroférmio.

Temperatura: 22°C

Sensibilidade: 100 mdeg.

Resclugao: 0,1 nm.

Acumulo: g

Resposta: 1s.

Velocidade 100 nm/min.
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Apéndice

T.1 Dados de RMN de “C e HMB

C (11,0 Tesla, CD;0D) para a Isoflavona L

Atribuicio 8C/ppm Tipo Prétons Acoplados
SH/ppm
2 1564 CH -
3 1235 G 7,68(0), 6,60("7)
4 1797 o 7.98C0), 7,68CJ)
5 1283 CH -
6 1160 CH 6,830
7 1642 7,98C0, 6,83C0)
8 103,] CH 6,90(J)
9 1597 G, 7,98CJ), 6,83(%)
10 1180 G 6,90C)
1’ 11,6 Co 7,68(F), 6,60(F)
2’ 150,7  Cg .
3’ 1347 G 6,60(J), 3,80CJ)
4’ 150,8 Gy 6,60C)
5° 1073 CH -
6 1450 Cg 5,96C0, 1,330, 1,25C0)
1” 429 G 6,60C0), 5,96C0), 4,68CJ),

4,56(0), 1,33CJ), 1,25CJ)
2 1499 CH 4,68(3)), 4,56(*0), 1.33CJ),

1,25C0)

37 1097 CH, -
Metilas 30,1 CH; 5,96
296 CH, 5,.96(CJ)

Metoxila 60,7 -OCH; -
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Apéndice

T.2 Dados de RMN de °C ¢ HMBC (11,0 Tesla, CDCl:/DMSO) para o

Cumestano L
Atribuigio §C/ppm Tipo Prétons Acoplados
SH/ppm
1 1225 CH -
2 113,8 CH 6,98CJ)
3 1551 Cg 6,98C.)), 6,91())
4 103,7 CH -
da 161,01 G 6,98C.J), 6,91(J)
6 160,5 Co -
6a 1030 G, 7,73C))
6b 1168  Co 6,87¢CJ)
7 1203 CH -
1143 CH -
9 151,6 G 7,73CJ)
10 1068 Cg 6,87C0), 5,78CD)
10a 151,1 G 7,73CJ), 6,84C)
1la 1588 G, 7,80C0)
i1b 1050 G 6,98C0, 6,91C0)
2" 77,2 G 6,84CJ), 5,78(0, 1,48(¢))
3’ 131,5 CH 1,48C)
4 1152 CH -

Metilas 27,6 CH; -
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Apendice

T.3 Dados de RMN de “*C e HMBC (11,0 Tesla, CDCl;) para o Cumestano il.

Atribuigiio §C/ppm Tipo Protons Acoplados
dH/ppm
1 1231 CH -
2 1134 CH 7,11CH
3 1548 G, 79140, 7,110
4 1030 CH .
4a 1604  Cq 7,91CH, 7,110
6 1597 Cg -
6a 1043 Cq 7,16("J)
6b 1162 Co 7,16C0)
7 1393 G 6,440, 1,25C))
1126 CH 1,25¢47)
9 1455 G 7,16(*J)
10 1299  C, 7,16CJ), 4,24(CJ)
10a 1473 G -
ila 157,8 G -
11b 1056  Cp 6,93C.0)
1 42,6 Co 7,160, 6,44(%D, 4,75CD), 4,26C D, 1,25C0)
2’ 1508 CH 4,75(*J), 4,26(°0), 1,25C))
3’ 109,7 CH, 1,25())
Metilas 31,8  CH; 6,44CJ)
Metoxila 61,4 OCH; -

- 164 -



Apéndice

T.4 Dados de RMN de °C ¢ HMBC (11,0 Tesla, CD;0D) para o Cumestano III.

Atribuicio §C/ppm Tipo Protons Acoplados
.éHz’ppm
1 1236 CH -
2 1150 CH 6,79CJ)
3 156,6 Cq 6,84(J), 6,79CJ)
4 1042 CH .
4a 162,8 Co 6,79CJ)
6 1616 Cq -
6a 1040 G 7.47C0)
6b 1163 G, 6,82()
7 119,0 CH -
1145 CH -
9 1557 Gy 6,82(*)), 3,55CJ)

10 1139 G
102 1564 Gy
11a 1607 G
11b 1062 G

1" 23,6 CH,
27 1228 CH
3’ 1330 Co
MetilaA 18,0 CH,
MetilaB 259 CH,

6,82(J), 3,55(J)

6,84CJ), 6,79CJ)
3,55(.0), 1,82C.D, 1,62C0)
3,55C.0), 1,8200, 1,6200)
5.29CH
5,29C))
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