Universidade Estadual de Campinas — Unicamp
Instituto de Quimica — 1Q
Departamento de Quimica Orginica - DQO

Estudo Fitoguimico de Leguminosas:
Harleyodendron unifoliolatum ¢ Holocalyx balansae.

Isolamento, Determinacio Estrutursl e Atividade Biologica.

André Camarge de Oliveira

Tese de Doutorado apreseniada come pa
das exiglncias para conclusfo do Doutors
em Quimicg — Ares de concentracio: Quim
Organica,

Prof. Dr. Aderbal Farias Magalhfes

Oriemiador

12 de Agosts de 2005

Campinas, S80 Paulo — Brasil

VT —— et
[

COLECAD
UNICARP




IDADE |

CHAMADA

R T PR e e
AT B3 LT
2

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIRLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA
DA UNICARP

i~ SCEHY3

OlLde

Oliveira, André Camargo de.

Fstudo Fitoquimico de Leguminosas: Harleyodendron
unifoliplatum e Holocalyx balansae. Isolamenio,
Disterminacio Estruturatl e Atividade Biclbgica / André
Camargo de Oliveira. -- Campinas, SP: [s.n], 2005.

Orientador: Aderbal Farias Magaihdes.

Tese - Universidade Estadual de Campinas, Instituto
de Quimica.

1. Leguminosas. 2. Fitoquimica. 3. Atividade
bicldgica. | Magaindes, Aderbal Faras. | Instituto de
Quimica. Hil Tiulo.

Titulo em inglés: Phytochemical analysis of leguminosas: Harfeyodendron

Unifoliolatum Cowan e Holocalyx Balansae Michel isciation, structural elucidation and
biological activities

Palavras-chaves em inglés: Phytochemical, Leguminosas, Biclogical activity

Area de concentracio: Quimica Organica

Titulagdo: Doutor em Ciénclas

Ranca examinadora: Profa. Dra. Maria Renata de Mello Bonfati Borin, Dr. Nivaido
Boralle, Profa Dra. Luzia Kolke, Prof Dr. Sebastigo Ferreira Fonseca e Prof. Dr

Aderbal Farias Magalhges

Data de defesa: 12/08/2005




AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus pela vida

A minha esposa, Josimara, grande amor de minka vida
pelo amor, carinhio e dedicagdo em todus as foras

A meus pais, Lauro e Ana Liicia

pelo amor, carinfo e constante presenca.

A meu sogro Gabriel (in memoriam) e minha sogra Angelina,
minhas irmis Marig Isabel (in memoriam) e Luciana,
minhas cunhadas Irene, Maria Aparecida e Nilza,

meus cunhados Anténio, José Marcelo, Paulo e Sebastido,

a todos os meus sobrinkos,

pela amizade, alegria e amor em todos os momentos.

FEu dedico esta tese.

T S —
L ;
. sl



"A sabedoria da vida ndo estd em fazer aquilo que se gosta, mas em gostar daquilo
que se faz .

Leonardo da Vinci.

vii



AGRADECIMENTOS

A CAPES pela bolsa de estudos concedida.

Ao Prof. Dr. Aderbal Farias Magalhiies, pela excelents orientagdo, carinho
confianga e, sobretudo, pela grande amizade e incentivo.

A Profa. Dra. Eva G. Magalhges, pelo apoio, incentivo e grande amizade.

A Profa. Dra. Ana Maria Goulart Azevedo Tozzi e aos Drs. André Amorim ¢
Vidal de Freitas Mansano pelas valiosas informacdes, discussdes botinicas e pelz
atengio sempre carinhosa.

A Profa. Dra. Anita Joceline Marsaioli, sua doutoranda Sra. Suzan Pantarotc
e sua estagidria Andréa Bacci pels colaboragio na realizagdio dos ensaios de
bicautografia, concentracfo inibitéria minima e pelo carinho dispensado.

Aos Profs, Drs. Luzie Koike, Paulo Mitsuo Imamura e Sebastifio Ferreirs
Fonseca pelos vérios auxilios prestados ¢ pela grande amizade.

Aos funciondrios do Instituto de Quimica, em especial as técnicas do
laboratorio de Ressondncia Magnética Nuclear Sonia Criséstomo e Sonia Fanelh,
pelo excelente trabalho téenico e A Maria Lopez, anjo da guarda do laboratério,
pela amizade e apoio técnico.

Aos amigos de grupo Ana Licia, Carlos Barbosa, Camila, Celira, Flavia,
Lourdes, Maria del Pilar, Mary Angela, Miriam ¢ Valéria que acompanharam e
incentivaram este trabatho,

Aos colegas de laboratoério Adriana, Armando, Beatriz, Bira, Claudio,
Eduardo, {sis, Laverde, Lucimar, Lu Chen, Luis Ant6nio, Marisa, Ricardo, Samisia,
Sérgio, Susan e aos amigos Araceli, Carlos Queiroz, Jozelito, Madson, Marinaldo e

Sidney pels convivéncia agradavel.

A todos, que direta ou indiretamente, colaboraram para a elaboragfio deste

trabalho.
i



CURRICULUM VITAE

» Ensino Médio (1988-1991): Colégic XII de Outubro, S&c Paulo, SP.

« Graduacio: Quimica (1992-1996): Institute de Quimica-Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Araraguara, SP.

o Mestre em Quimica (1997-1999): Dissertacio: Triterpenos e Flavonéides
isolados das folhas de Chiococca brachiata (Rubiaceae). Orientadora: Profa. Dra.
Marcia Nasser Lopes. Instituto de Quimica, UNESP, Araraquara, SP.

o Cursos Extracurriculares

1.“Bioensaios de bancada”. Profa. Dra. Vanderlan da Silva Bolzani e Profa. Dra.
Maria Claudia Marx Young. Centro de Convengdes de Salvador, maio/junho de
2004 (18h de duragéo).
o Artigos:
1.Lopes M.N., Oliveira A.C., Bolzani V.S., Young M.C.M. 2004. Flavonoids of

Chioccoca braguiata (Rubiaceae). Journal Brazilian Chemistry Society 15 (4):
p 468-471.

« Participaciio em congressos:
1. XXII RESEM, Apresentacdo de poster, 2001.
2.26° RASBQ), Apresentacgdo de pdster: PN-222, 2003.
3. X1I SILAE, Apresentacfo de poster, 2003.
4. XXV RESEM, Apresentacdoc de poster, 2003.
5.27* RASBQ), Apresentacdo de pdster: PN-163, 2004.

6. XXVI Congresso Latinoamericano de Quimica, Apresentacio de pdster: PN-
163, 2004.



- Resumos publicados em congressos:

i.Magalhdes AJF., QOliveira A.C., Magalhdes FE.G., Tozzi AMGA.

“Pterocarpanos isolados das raizes de H. umijfoliolatum Cowan”. Instituto de
Biologia-USP, SP 2001.

2 Magalhfes A.F., Oliveira A.C., Magalhfies E.G., Tozzi AM.G.A. "Novas

isoflavanas isoladas do extrato cloroférmico das raizes de H. uwifoliolarum”.
26° Reunifo Anual da SBQ, Pocos de Caldas-MG, 2003.
5.Magalhdes AF., Oliveira A.C., Magalhes E.G., Tozz AM.G.A.

“Pterocarpanos e isoflavanas isoladas de H unifoliolatum Cowan-avaliacfo da
atividade citotoxica frente a Artemia saling”-X11 SILAE-Faculdades Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, 2003.

4. Magalhdes A.F., Oliveira A.C., Magalhdes E.G., Barbosa C.A., Mansano V.F,,

Tozzi AM.GA. “Fitoquimica de Harleyodendron e Lecointea e sua
contribuigdo & taxonomia”-XXV RESEM, Campos do Jordao, SP 2003.
s.Magalhdes A.F., Oliveira A.C., Magalhdes FE.G., Tozzi AM.GA.

“Bioautografia dos extratos e substincias isoladas de Harleyodendron
unifoliolatum Cowan”-27"° Reunidic Anual da SBQ e XXVI Congresso

Latinoamericano de Quimica- Salvador, BA 2004.



Estudo Fitoquimico de Leguminosas:

Harleyodendron unifolioiatum Cowan e Holocalyx balansae Micheli

Esolamento, Elucidacfio Estrutural e Atividade Riologica.

Resumo:

O estudo fitoquimico dos extratos das raizes de Harleyodendron unifoliolatum e de
Holocalyx balansae, ambas pertencentes 4 familia Leguminosae, resultou no
isolamento de 9 isoflavonéides (4 pterocarpanos, 2 isoflavanas e 3 isoflavanonas) e
um fitoesterdide sendo que 7 isoflavondides sfo descritos pela primeira vez. As
estruturas moleculares foram elucidadas através de andlises espectrais (UV, TV,
RMN £ EMAR) na qual a espectroscopia RMN foi explorada através de RMIN 'H,
RMN “C (incluindo DEPT 90° e 135°), RMN-2D (gCOSY, HSQC, gHMBC) ¢
experimentos NOESY-1D. A atividade antimicrobiana dos isoflavondides (1-9) foi
examinada através de bioautografia contra oito espécies de fungos (dltermaria
alternata, Aspergillus  fumigatus, Aspergillus niger, Candida albicans,
Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporum, Penicillium furniculosum e
Rhizopus oryzae) e seis espécies de bactérias (Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Micrococcus  luteus, Salmonella  tiphymurium, Staphilococcus  aureus e
Streptococcus mutans), em que encontrou-se que 1 foi ativo contra os fungos
Alternaria alternata e Penicillium funiculosum; 2 foi ativo cortra a bactéria
Lscherichia coli ¢ contra o fungo Aspergillus niger; 3 e 6 foram ativos contra a
bactéria Bacillus subtilis e os fungos Aspergillus fumigatus e Rizophus orizae; 5¢ 7
foram ativos contra as bactérias Bacillus subtilis e Staphilococcus aureus e o fungo
Penicillium funiculosum. O perfil flavonoidico fornecido pelas espécies analisadas
neste trabalho corrobora com sua alocacdo na tribo Swartzieae, como foi
recentemente proposto por AM.G.A. Tozzi baseads em morfologia.
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Phytochemical analysis of Leguminosas:

Harleyodendron unifoliolatum Cowan e Holocalyx balansae Micheli

Isolation, Structural Elucidation and Biological Activities.

Abstract:

The phytochemical study of roots extracts from Harleyodendron unifoliolatum and
ﬁaiocaiyx balansae, both belonging to the family Leguminosae, resulted in the
isolation of nine isoflavonoids (four pterocarpans, two isoflavans and three
isoflavanones) and one phytosteroid being that seven isoflavonoids are now
described for the first time. The molecular structures were elucidated through
spectra gnalysis (UV, IV, NMR and HREIMS) when NMR spectroscopy was
explored trough 'H NMR, “C NMR (including DEPT 90° and 135°), 2D-NMR
(gCOSY, HSQC, gHMBC) and NOESY-1D experiments. The antimicrobial
activity of the isoflavonoids (1-9) was screened through bicautography against
eight species of fungi (dlternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger, Candida albicans, Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporum,
Penicillium funiculosum and Rhizopus orizae) and six species of bacteria (Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Salmonella tiphymurium,
Staphilococeus aureus and Streprococcus mutans), when it was found that 1 was
active against fungi Alternaria alternata and Penicillium funiculosum; 2 was active
against bacteria Escherichia coli and fungus Aspergillus niger; 3 and 6 were active
against bacteria Bacillus subtilis and fungi Aspergillus fumigatus and Rizophus
orizae, § and 7 was active against bacteria Bacillus subtilis and Staphilococcus
aureus and fungus Penicillium funiculosum. The flavonoid profile furnished by the
plant species analysed in this work corroborate with their allocation in the tribe
Swartizieae as it has been recently propose by AM.G.A. Tozzi based on
morphology.
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INTRODYUCAG Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae (Leguminos:

1. Introducio

A familia de plantas Leguminosae (ou Fabaceae) é a terceira maior fami
dentre as Angiospermas, compreendendo aproximadamente 730 géneros e mais
19.000 espécies, segundo Lewis'. De habito muito variade, que vai desde arvor
gigantes até diminutas ervas e encontra-se predominantemente nas zonas tropicais
sub-tropicais’. Seus membros se destacam pela significAncia na natures
representando quase 10% de todas as espécies de plantas floriferas, s6 compards
em numero de Angiospermas, as familias Orchidaceae e Asteraceae”.

A importdncia econdmica das Leguminosas é bastante destacada, sendo
familia mais importante no dmbito das dicotiledoneas, comparando-se &s gramine
(fonte de cereais) dentre as monocotileddneas. Além das espécies que fornece
grios consumidos pelo homem, como Phaseolus vulgaris (feijio), Pisum sativu
(erviltha), Lens culinaris (lentilha), Glycine max (soja), Arachis hypoga
(amendoim), ¢ uma importante fonte de madeiras-de-lei, tais como Caesalpin
echinata (Pau Brasil), Dalbergia nigra (Vell) Allem3o ex Benth. (Jacarands
Bahia) entre virias outras espécies”.

Uma outra caracteristica importante da familia Leguminosae é a capacida
que muitas espécies tem, em converter o nitrogénio da atmosfera em compost
nitrogenados utilizados pelas plantas, gragas & uma relacdo de simbiose co
bactérias do género Rhizobium’, Por sua vez, os flavondides, o mais comum d
metabolitos secundérios desta familia, aiém de ser um dos grupos de metabélit
de plantas mais importantes e diversificados dentre as substincias naturaj
desempenham um pape! importante no desenvolvimento e crescimento da plan
que os produzem, defendendo-as contra ataques de insetos e outn
microorganismos’. Harborne er af®. descrevem uma verdadeira panacéia e

relaclo a esses metahdlitos.



INTRODUCAD Estudo fitoquimice de Harleyedendron unifoliviatum ¢ Holocalyx balansae (Leg

A familia Leguminosae estd subdivida em trés subfamilias: Caesalpinoideae,
Mimosoideae e Papilionoideae (esquema 1, pagina 3), as quais sdo consideradas
familias independentes por alguns taxonomistas, dentre eles Hutchinson'. Por outro
lado, a classificagiio que reconhece Leguminosae subdividida em 3 subfamilias, se
baseia no fato de suas espécies formarem um grupo homogéneo e monofilético,
sendo a subfamilia Papilionoideae, a mais importante e ¢ constituida por 440
géneros, portanto ca. 2/3 de todos os géneros de Leguminosae. Por sua vez, estes
440 géneros, englobam por volta de 12000 espécies e formam 30 tribos, de acordo
com a mais recente revisdo por Polhill {1994) e Kirkbride e Wiersema (1997). Seus
membros se distribuem amplamente desde florestas pluviais até bordas dos
desertos. Deve-se ressaltar que os géneros lenhosos considerados mais primitivos,
ocorrem principalmente no hemisfério sul e nos irépicos. Segundo o sistema de
Bentham (1859-1862) e reapresentado por Polhill e Raven (1981), 19 de todas as

tribos referidas acima, ocorrem no Brasil; dentre elas se encontra a tribo

Swartzieae.
Angiospermas.
Mimocutlediness Dicotiledbneas.
Legaminoseae
‘Caesalpinoidens | | Papilionoidese | | Mimosoidene

Esquema 1: Classificag8o botdnica das sub-familias de Leguminosae.
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1.1 A tribo Swartzieae

A tribo Swartzieae, pertencente & familia Leguminosae (ou Fabaceae;
subfamilia Papilionoideae) foi estabelecida pelo boténico suigo, Augustin P. de
Candolie, em 1825 e, desde entfio tem sido objeto de pesquisa e controvérsia.

Segundo Pennington ¢ colaboradores (2001)%, o sistema de Bentham (1865)°
permaneceu praticamente reconhecido até 1981 quando teve seus membros
reagrupados por Polhill e Raven' e novamente levemente modificado por Polhill
em 1994". Neste trabalho, Pennington e colaboradores nio mencionam a revisio
realizada por Cowan'? em 1961, nem por Yakovlev®” em 1976, os guais foram
mencionados por Mansano e Tozzi'* em 1999. Posteriormente, Mansano e
colaboradores” (2004) expdem toda a controvérsia a respeito das sucessivas
revisdes sobre a tribo.

Note-se que historicamente e considerando-se a metodologia aplicada pelos
diversos taxonomistas, seja baseados nos caracteres morfolégicos diversos, seja
pelas analises de seqiienciamento de DNA, a partir do sistema de Bentham referido
acima ¢ tendo como marco de revisdes, o trabalho de Cowan'’, teriamos
inicialmente a tribo Swartzieae constituida por 11 géneros: Aldina, Bocoa,
Baphiopsis,  Candolleodendron,  Cordyla,  Exostyles,  Harleyodendron,
Mildbraediodendron, Lecointea, Swartzia e Zollernia. Mas em 1994, Polhili’!
alocou 15 géneros, acrescentando os géneros Amburana, Ateleia, Cyathostegia ¢
Holocalyx e estabelecendo quatro grupos: Aldina, Ateleia, Lecointea ¢ Swartzia.
Dentro do grupo Aldina ficaram os géneros Aldina, Baphiopsis, Cordyla e
Miildbraediodendron. No grupo Ateleia alocou-se os géneros Ateleia, Amburana e
Cyathostegia. No grupo Lecointea ficaram os géneros Exostyles, Harleyodendron,

Holocalyx, Lecointea e Zollernia. Finalmente no grupo Swartzia alocou-se os
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free S e

géneros Bocoa, Candolleodendron e Swartzia. Estudos recentes também
meodificaram a estrutura da tribo, com base na analise cladistica da morfologia do
polen, Fergusson e Schire’® definiram a tribo Swartzieae como polifilética,
recentemente confirmado por métodos baseados no sequenciamento de fragmentos
especificos de DNA, que também apontam esta tribo como basal.

Ireland et alii'” estudando a sistemética da tribo Swarizieae através de
segiiéncias de DNA, observou que as tribos Dalbergieae, Sophoreae e Swartzieae
sdo polifiléticas, isto €, nfio se originam de um Gnico tronco.

Em 2002, em sua tese de doutorado, apresentada no Instituto de Biologia da
Unicamp ¢ orientada pela Dra. Ana Maria Tozz, Mansano'® analisou dados
morfoldgicos combinando com dados de seqiienciamento de DNA de cloroplasto
de membros das tribos Swartzieae ¢ Sophoreae e propos transferéncia de géneros
no &mbito das duas tribos e a inclusfo do género Uribea perfazendo 16 os géneros
na composico da tribo Swartzieae.

Neste contexto, se insere o nosso trabalho fitoquimico, que ha mais de 15
anos se desenvolve a nivel interdisciplinar, do nosso grupo juntamente com o grupo
do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da Unicamp, liderado pela
Dra. Ana Maria G. de Azevedo Tozzi. Até porque, o trabalho fitoguimico, como
descrito nesta tese, atende a pelo menos duas das razdes preconizadas por
Harborne, em seu eminente artigo de 2000: “Arsenal for survival: secondary plant
products”’®. Continuar investigando o metabolismo secundéric, no sentido de.
fornecer subsidio para a compreensfio da classificacfio sistematica dos vegetais
(taxonomia), pelo menos nos niveis mais baixos (tribo, grupos, etc). A outra razéo,
que ele considera a mais atraente de todas, € a continua expans8o da descoberta de

novos metabodlitos secundarios de plantas, para aplicacfio como drogas medicinais.
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Baphiopsts
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Esquema 3: Organizacio da tribo Swartzieae segundo Polhill'".
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1.2 O género Harleyodendron

Harieyodendron é um género neotropical, ocorrendo principalmente na Mata
Atlédntica brasileira, onde € facilmente encontrado em areas de cacau-cabruca e
margens de estrada, regido do Estado da Bahia®’. Possui como principais dados
morfologicos: € uma arvore de aproximadamente 10 metros de altura com didmetro
do tronco de aproximadamente 60 cm, madeira uniforme, dura, resistente, ramos
pendentes, folhas verde-brilhantes de forma simples, unifolioiadas, discolores com
a face adaxial mais escura (figura 1, pégina 11). Estipulas presentes, persistentes de
comprimento aproximado de 1,5 mm. Botdes cremes. Flores com corola creme,
flagrantes, hermafrodita, corola presente, actinomoérfica, estames castanhos,
bastante perfumadas (figura 2, pagina 12). Frutos com duas sementes, com
radiculas inflexiveis®’.

O género Harleyodendron ¢ constituido por apenas uma espécie,
Harleyodendron unifoliolatum. N8o possui sinonimia botdnica. R.S. Cowan foi seu
primeiro relator, em 1979% e classificado da seguinte forma:

Reino: Plantae

Divisfio: Magnoliophyta

Classe: Rosopsida

Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae cu Leguminosae

Sub-familia: Faboideae ou Papilionoideae

Tribo: Swartzieae

Género: Harleyodendron

Espécie: Harleyodendron unifoliolatum R.S. Cowan

16
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Um amplo levantamento bibliografico realizado no Chemical Abstrac
(1907-2004) e no Web of Science (1945-2004), usando como palavras-chay

Harlyodendron, fitoquimica, Leguminosae, Una e unifoliolatum revelou que

género Harleyodendron néo apresenta qualquer relato de estudo fitoquimico.
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Figura 1: Detalhe da folha de Harleyodendron unifoliolatum.
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C D

Figura 2: Detalhes das flores de Harleyodendron unifoliolatum.
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1.3 O género Holocalyx

O género Holocalyx também € inteiramente neotropical, sende muito
abundante nos estados brasileiros. Ocorre de Goias até o Rio Grande do Sul, nas
formages florestais do interior e do litoral. Possui como principais dados
morfoldgicos: arvore de aspecto frondoso, variando entre 10m até 25m de altura e
cerca de 50 a 80 cm de difmetro de tronco, sendo muito empregada como
paisagismo em ruas, parques e pragas das cidades brasileiras por ter copa densa e
perene que proporciona Stimo sombreamento (figuras 3 e 4, paginas 15 e 16).

O género Holocalyx € constituido por apenas uma espécie, Holocalyx
balansae. Possui sinonimia boténica com Holocalyx glaziovii Taub. M. Micheli foi
seu primeiro relator em 1883 e classificado da seguinte forma:

Reino: Plantae

Divis8o: Magnoliophyta

Classe: Rosopsida

Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae ou Leguminosae
Sub-familia: Faboideae ou Papilionoideae
Tribo: Swartzieae

(Género: Holocalyx

Espécie: Holocalyx balansae M. Micheli

Esta espécie € conhecida como alecrim, ibirapepé, uirapepé, alecrim-de-
campinas, pau-alecrim. Seu tronco possui coloragio vermelha-amarelada, pesada,
dura, de grande resisténcia e de longa durabilidade. Devido a sua dureza foi muito
usada pelos indios para a fabricacfio de flechas e tacapes. Usada na construgéio civil

como vigas e caibros; na confecgdo de moveis de luxo, pecas torneadas, bengalas e

13
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carrocerias’®. Também usada, no paisagismo de parques e até de ruas, mas
imprépria devido & toxidade de seus brotos, que contém 4cido cianidrico. Sob este
aspecto, muitos estudos tem sido realizados sobre a avaliaciio da toxidade da
holocalina, em camundongos®™ e coelhos™. Possui como principais caracteristicas
boténicas: espécie secunddria tardia, prefere solos rochosos, frescos e de boa

fertilidade.

Um amplo levantamento bibliografico realizado no Chemical Abstracts
(1907-2004) e no Web of Science (1945-2004), usando como palavras-chave
Holocalyx, alecrim, ibirapepé, uirapepé, alecrim-de-campinas, pau-alecrim revelou

2728

que apenas as folhas foram estudadas fitoquimicamente®™ (quadro 1, capitulo 1,

pagina 21) donde foram isolados glicosidios cianogénicos e carboidratos®.

14



INTROBUCAO Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifelislatum ¢ Holocalyx balansae (Leguminosa

Figura 3: Detalhes da espécie Holocalyx balansae.
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Figura 4: Detalhes das folhas de Holocalyx balansae.

2. Objetivos:

O presente trabalho teve por objetivos:

& Isolamento e determinacfo estrutural dos metabdlitos presentes nos
extratos das raizes de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae através
do emprego de técnicas cromatograficas (CC, CCDC, CCDP, Cromatografia
Circular Acelerada por Centrifugacfio) e da analise dos respectivos espectros de
UV, IV, RMN e EM, com énfase nos estudos dos espectros de RMN, incluindo os
dados de RMN 'H, RMN "C, experimentos tipo DEPT (90° e 135°) e a utilizagdo
de técnicas bidimensionais (gCOSY, HSQC e gHMBC), além do experimento
NOESY-1D;
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# Com énfase nos metabdlitos isolados propor uma avaliagio
quimiotaxondmica ao nivel de tribo para os géneros Harleyadendron e Holocalyx,
comparando com dados botéinicos obtidos pela Profa. Dra. Ana Maria Goulart
Azevedo Tozzi e colaboradores em seu trabalho de revisio com varios géneros da
tribo Swartzieae;

& Avaliar a atividade biologica dos extratos obtidos através de ensaios
biolégicos preliminares tais como os ensaios de letalidade com Artemia salina
(citotoxicidade), bioautografia (atividade antimicrobiana) e concentraco inibitéria
minima (CIM).

17
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CAPITULO I - ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifoliolntum ¢ Holocalyx

i.1. Introducie

Como ja relatado na Introdugfio, o género Harleyodendron, constituido pela
Unica espécie Harleyodendron unifoliolatum ndo possui qualguer relato de estudo
fitoquimico. J& o género Holocalyx, no qual figura a espécie Holocalyx balansae,
somente as folhas foram estudadas fitoquimicamente, donde foram isolados

glicosidios cianogénicos® e carboidrato®.

OH OH

_ | .. OH
GH OCH;
D -Pinitol (II)

Prunasina (1II)

Quadro I- Substincias isoladas das folhas de Holocalvx balansae

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos experimentais empregados
para o isolamentoc dos compostos presenties nos exiratos obtidos das raizes de
Harleyodendron wunifoliolatum e Holocalyx balansae e a determinagfio das

respectivas estruturas moleculares.
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balensae (Legaminosae)

1.2. Materiais ¢ Métodos

L.2.1. Generalidades metodologicas

A analise dos extratos foi realizada por técnicas de cromatografia em coluna
{CC) empregando-se silica gel 60 (70-230 mesh, Aldrich Chemical Company, Inc)
ou silica “flash™® (230-400 mesh, Aldrich Chemical Company, Inc), cromatografia
em camada delgada analitica e preparativa, CCDC ¢ CCDP com placas (Merck
silica gel G € GFas4, sobre vidro) e cromatofolhas de aluminio (sflica gel GFjs, 20 x
20 cm, Art. 1.05554, Merck). As placas foram reveladas sob luz UV utilizando-se
para detecgdo 0s comprimentos de onda em 254 e 366 nm e, ap6s, nebulizadas com
solugdio de anisaldeido preparada em etanol, 4cido sulfiirico, aldeido anisico e 4cido
acético nas proporgdes de 90:5:5:1, (v/v) e entdio sendo submetida a cromatoplaca
a0 aquecimento em chapa de aquecimento.

A técnica de cromatografia em camada delgada circular acelerada por
centrifugacdo foi empregada para auxiliar na separagio das fracSes obtidas.
Utilizou-se placas de vidro com espessura de 1,0 e 2,0 mm de silica gel PF,s4 (Art.
7734, Merck) com o auxilio do Chromatotron®’2,

Os espectros de RMN de 'H, “C, experimentos tipo DEPT (90° ¢ 135°),
experimentos NOESY-1D, RMN 2D gCOSY (H-H, *J); HSQC (H-C, ')} e
gHMBC (H-C, *J) foram registrados no espectrémetro INOVA-500 {11,0 Tesla)
e/ou Varian Gemini 2000 (7,0 Tesla), em CDCl; e/ou acetona-dg tendo o TMS

como padrio interno de referéncia.
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balonsae (L eguminosas)

Os espectros de massas de alta resolugdo foram registrados em
especirometro VG AutoSpec-Fisons Instruments (70 eV), utilizando-se a técnica de
impacto eletrdnico para a fragmentacio das substincias isoladas.

(s espectros de absorc8o no ultraviolets (UV) foram obtidos em um
espectrometro HP-AGILENT 8453, empregando-se metanol (grau HPLC} como
solvente em cela de quartzo de percurso Optico de 10mm, ja os de Infravermelho
{IV) foram obtidos em um espectrofotdmetro Perkin-Elmer (Modelo 1600 com
transformada de Fourier) em pastilha de brometo de potéassio, utilizando como
referéncia 4 absorciio em 1601 cm™ de um filme de poliestireno.

As medidas de rotaglo Sptica foram realizadas em espectropolarimetro
modelo JASCO J-720.

Os solventes utilizados nas analises de CC, CCDC, CCDP foram todos de
grau analitico destilados. J& nas medidas de rotac8o 6ptica os solventes empregados
foram de grau HPLC.

1.2.2. Obtencio dos extratos

As espécies Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae estudadas
neste trabalho foram fornecidas pela Profa. Dra. Ana Maria Goulart de Azevedo
Tozzi (Departamento de Boténica - Instituto de Biologia, UNICAMP), sendo que a
espécie Harleyodendron unifoliolatum foi coletada na reserva bioldgica de Una,
Entrada no km 46 da Rodovia BA-001 Ilhéus/Una, localizada a 15°17°24"S
39° 4' 12"W, Estado da Bahia, Brasil, enquanto que a espécie Holocalyx balansae
foi coletada no campus da Universidade Estadual de Campinas, localizada a
22°59'24" 8§ 51° 11' 24" W, Estado de Sdo Paulo, Brasil. Excicatas encontram-se
depositadas no Herbério do Departamento de Boténica do Instituto de Biologia,
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UNICAMP (UEC), sob os ntmeros Mansano, V.F. UEC 151 e 164,
respectivamente,

As raizes frescas de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae
apés cuidadosa lavagem com agua corrente foram secas em estufa a 40°C por
circulaclio de ar forgada por 96 horas e logo apés trituradas em moinho de facas
tipo Wiley, onde obteve-se 426,3 g e 454,2 g de material, respectivamente. Fm
seguida, realizou-se as extra¢fes por Soxhlet com hexano, cloroférmio e metanol
com as raizes de Harleyodendron wumifoliolatum por sete dias cada
consecutivamente onde, apds a secura do solvente, foram obtidos os respectivos
extratos (Fluxograma 1, pagina 25} e com hexano, diclorometano e metancl com as
raizes de Holocalyx balansae por sete dias cada consecutivamente onde, apés a

secura do solvente, foram obtidos os respectivos extratos (fluxograma 2, pagina
25).
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balgnsoe {Leguminosae)
T

T

Fluxograma 1: Obtenclo dos extratos das raizes de Harleyodendron unifoliolaium Cowan.
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Fluxograma 2: Obtenco dos extratos das rafzes de Holocalyx balansae Micheli.
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P

1.3. Estude do extrato cloroférmico de Harleyodendron

unifoliolatum

Apos analise da cromatografia em camada delgada comparativa CCDC feita
com os extratos hexénico e cloroférmico obtidos conforme descrigdo anterior,
optou-se por iniciar o estudo fitoquimico pelo extrato cloroférmico por apresentar
manchas menos complexas com maior facilidade de separacgfo, sendo que ambos os
extratos apresentaram perfil fitoguimico muito semelhantes.

Uma aliquota de 3,0 g do extrato cloroférmico foi cromatografada em coluna
de silica “flash™’ (230-400 Mesh, Merck) com didmetro interno de 6,5 cm, altura
da coluna de 54 cm e altura de silica 15 cm, sob pressdo de 7 libras/polegada
utilizando uma razfio silica/extrato acima de 50:1. Eluiu-se em uma mistura de
solventes cuja polaridade foi gradativamente aumentada (CHCL, CHCIl;/MeOH,
MeOH). Desta coluna coletou-se 79 fragbes de 60,0 ml. cada que apds
monitoramento em cromatografia de camada delgada comparativa foram reunidas
em 20 grupos. Os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela 1, pagina 24.

Estas frages foram subseqiientemente analisadas por cromatografia em
camada delgada comparativa e preparativa, sempre pricrizando aquelas que

continham maior quantidade de material € menor complexidade.

26
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balarsee {Leguminosac)

Tabela 1: Tratamento cromatografico dto cloroférmico (3.0 ¢

Sebsidncia

Fracdes Grapo Massa (mg} Fluente
isalada
e e (massa mg)
e e 553
2 2 56,7
3 3 43,1
4 4 314
5-8 5 i319
9-11 6 120,7 Ciclohexano/AcOFt 1{843)e2
10% (5,9)
12-14 7 280,7 Ciclohexano/AcOFEt 1(1974)e2
10%, cristalizacio com Et,O (36,7)
15-18 8 2304 Ciclohexano/AcOEt 11714} 2
159 (397) el {1 1,9}
1924 9 1609 Hex/CH,CL/ACOET 2:2:1 19782
(34.2) ¢ 3 (7.8
25-28 ig 97,4
29 i1 229
30-32 12 45,7
33-32 i3 63,4 Hex/CH,ClL/AcOE: 2:2:1 £ (8.5)
40-49 14 29,4 Ciclohexano/AcOFEt 545
20% 3x
50-59 15 23,1 Ciclohexano/AcOEt 6(5.9)
20% 3x
60-70 16 11,4
71-74 17 23.4
75 18 3410
76-77 19 586,4
78-79 20 637,2

A andlise de alguns grupos por sucessivas CCDP levou ao isolamento ¢
dois pterocarpanos que ap6s um levantamento bibliografico detalhado (Chemic

Abstracts e Web of Science) verificou-se que eram conhecidas na literatur

33,34,35 36,37

medicarpina (1) ¢ 3-hidroxi-4,9-dimetoxi-pterocarpano (2 ', sendo que es
altimo apenas havia sido sintetizado, além de duas isoflavanas (3) e (6), un
isoflavanona (4) e mais um pterocarpano (5) (tabela 1, pagina 24); estes quat
ultimos metabdlitos inéditos. A CCDC de alguns grupos desta CC € mostrada n

figuras 5 e 6, pagina 28.
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CAPITULO § - ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoquimice de Harleyodendron unifoliolaturm e Holocalyx
Bolansae {Leguminosae)

Figura § — CCDC (Hexano: AcOEt:CH,CL 1:1:2, v/v) de alguns grupos de frages reunidas da

CC do extrato cloroférmico.

Figura 6 — CCDC (Hexano:CH,Cl, 1:1, v/v) dos grupos finais de fragSes reunidas da CC do

extrato clorof6rmico.
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CariToLe I- ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fiteguimico de Harleyodendron unifsliclatum ¢ Holocalyx
afsae {Leguminosae) -

1.3.1. Isolamento da medicarpina (1)

Fluxograma 3: Fluxograma de isolamento da medicarpina (1)

Grupo 6
(120,7 mg)

CCDP hew/AcOEL 723

Fr6-5
Fré-1 Fro-2 Fr6-3 FrH-4 (9 43 mg) Fréo-6

Recristalizacio E4LO

Substéneia 1
(84,3 mg)
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CAPITULO I— ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitogquimico de Harleyodendron unifoliolutum e Holocalyx
balensae {iﬁm’xmsae}

Caracterizacio de 1:
Aspecto fisico: Solido cristalino incolor
Formula molecular: CigH 404

Ponto de Fusdos 196°C (cristais em hexano/acetato de etila)’ 83940

[0]p>= +149,9° (MeOH; ¢ 0,035 g/mL) (experimental); Lit"'. -202,2°.

UV s (nm, log £): 286 (3,78); 224 (4,03); 211 (4,39) [MeOH; ¢ 0,004 mg/mL]
E.1 (Anexo)™™.

IV vyax (pastilha de KBr, cm” }: 3388; 1616; 1494; 1290; 1145 E.2 (Anexo).
RMN de 'H (7,0 T, CDCls): Tabela 5 (Apéndice A) e E.3 (Anexo).

RMN de ¥C (7,0 T, CDCL): Tabela 6 (Apéndice A) e E.4 (Anexo).

Massa molecular calculada (Isotopos mais estaveis): 270,0892 Da

EM [m/z (%)] de 1: 270 [M]™ (100), 269 (47), 255 (40), 161 (21), 148 (28 ), 147
(26) E.6 (Anexo).

30




Cariruno I - ESTUDO FITOQUIMICO Estude fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum ¢ Holocalyx
balansge {Legamhmsa)

1.3.2. Isclamento do 3-hidroxi-4,9-dimetoxi-pterocarpano (2)

Fluxegrama 4: Fluxograma de isolamento do 3-hidroxi-4,9-dimetoxi-pterocarpano {2).

Grupo 7
{280,7 mg)
Chromatoiron®

Ciclohex /AcDEL 10%

Fr7-1 Fr7-2 ¥r7-3 Fri-4 Fr7-3
(69,1 mg}

Recristalizacdo E60O

Substineia 2
(36,7 mg)
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CAPITULO I - ESTUDO FITOQUIMICO Estuds ftoguimice de Harleyodendron unifoliolgtum e Holocalyx
balansae (Leguminosae)

Caracterizagéo de 2:

Aspecto fisieo: Cristais pontiagudos brancos

Férmula molecular: C;7H,;0s.

Ponto de Fusdo: 161°C (cristais em hexano/acetato de etila)™.

[odp = +173,5° (MeOH; ¢ 0,031 g/mL) (experimental); Lit.” -110,0°.

UV Apsx (nm, log )z 286 (3,78); 224 (4,03); 211 (4,39) [MeOH; ¢ 0,004 mg/mL]
E.7 (Anexo)™* ™.

IV wvpgs (pastiiha de KBr, cm'l): 3422; 2963; 1615; 1492; 1379 E.8 (Anexo).
RMN de "H (11,0 T, CDCly): Tabela 7 (Apéndice A) e E.9 (Anexo).

RMN de “C (11,0 T, CDCl;): Tabela 8 (Apéndice A) e E.10 (Anexo).

Massa molecular calculada (Isétopos mais estaveis): 300,1054 Da
EMAR [m/z (%)} de 2: 300,0998 [M]™ (100); 285,0672 (20); 177,0508 (2);
161,0581 (6); 148,0847 (7) E.16 (Anexo).
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CarituLo I - ESTUDQ FITGQUIMICO Estude fitoguimico de Harlevodendron anifoliolatum ¢ Halocalyx
belansoe (Leguminosae)

1.3.3. Isolamento da 7,8-diidroxi-2 -metoxi-[(4",5:57,6"")-27",27 -

dimetilpirano] isoflavana (3)

Fluxograma 5: Fluxograma de isolamento da 7 8-diidroxi-2 -metoxi-[(4",5:577,6"2"",2""-
dimetilpiranc] isoflavana (3).

Grupo 9
{160,9 mg)

Chromatotron®
Ciclohex /AcOREL 15%

Fro-1 Fro-2 Fro-3 Fr 9.4 Fr9-5
(84 8 mg)
CODP Hew/CUH,Cl/AcGEs 22001
Fr9-3-1 ¥19-3-2 Fr9-3.3 Fr9-3-4
(25,2 mg)
Substincia 3
(7.8 mg)
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CarituLo [~ ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoquimico de Harlepodendron unifoliolotum e Helocalyx
Hufensae (Leguminosae)

Caracterizacio de 3:

Aspecto fisico: o6leo amarelado

Formula melecular: G, H,0s.

{a]p™’=-16,0° (E,O; ¢ 0,031 g/mL) (experimental); Lit.” -13,0°.

UV Amax. (nm, log g) (M): 315 (3,2); 275 (4,1); 215 (4,4) [MeOH; ¢ 0,004 mg/mL]
E.17 (Anexo)™*,

IV vy (pastilha de KBr, cm’l): 3449; 2923; 1618; 1509; 1359 E.18 (Anexo).
RMN de "H (11,0 T, CDCly): Tabela 12 (Apéndice B) e E.19 (Anexo).

RMN de “C (11,0 T, CDCly): Tabela 22 (Apéndice B) e E.21 (Anexo).

Massa molecular calculada (Isétopos mais estaveis): 354,1507 Da

EMAR [m/z (%)) de 3: 354,1490 [M]" (32); 339,1216 (100); 201,0922 (37);
149,0256 (7) E.29 (Anexo).

34




CaPiTuLO [- ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifolivietum ¢ Holocalyx
palansae (Leguminosas)

RS

1.3.4, Isclamento da 5,2"-diidroxi-[(6,7:57,6")-27",2 -dimefilpirano)

4 -metoxi isoflavanona (4)

Fluxograma 6: Fluxograma de isolamento da 5,2 -diidroxi-[{6,7:577,6")-2"",2 " -dimetilpiranc]
4" -metoxi isoflavana (4).

Grupo 13
(63,4 mg)

{Chromatotron®

Ciglohex JAcE: 20%

Fri3.l Fr 13-2 Fri13-3 Fri3-4 Fri13-8 Fr 136 Fr13-7
(22,5 mg)
CCDP Hew/CHCL/ACOEL 2200
Fri3-2-1 Fr13.2.2 Fr 13-2-3 Fri3-2-4
(11,9 mg)
Substincia 4
(8.5 mg)
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Carituro I- ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoguimice de Harlevodendron unifoliclatum e Holocalyx
baiansae {L eguminosae)

e e T IO

Caracterizago de 4:
Aspecto fisico: 6leo amarelado
Formula molecular: CoHo0Os.
[a]p™®=+12,0° (MeOH; ¢ 0,036 g/mL).
UV Apsx, (nm, log &) (M): 339 (4,4); 276 (4,5) [MeOH; ¢ 0,004 mg/mi] E.30
(Anexo) ™.
IV vyis (pastiiha de XBr, em'l}: 3389; 2924; 1644; 1619 E.31 (Anexo).
RMN de "H (11,0 T, CDCl;): Tabela 14 (Apéndice B) e E.32 (Anexo).
RMN de C (11,0 T, CDCly): Tabela 30 {Apéndice B) e E.34 (Anexo).
Massa molecular calculada (Is6topos mais estaveis): 368,1289 Da
EMAR [m/Zz (%)] de 4: 368,1260 [M]™ (5); 353,0976 (100); 335,0865 (27);
323,1132(7); 287,1229 (5) € 217,0431 (22) E.41 (Anexo).
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CapiTuLo I-ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifoliolatum ¢ Holocalyx
balansae (Legpuminosae)

1.3.5. Preparacéo da isoflavanona acetilada (4a)

Fluxograma 7: Fluxograma de preparago e purificag8o da isoflavanona acetilada {4a).

Substincia 4
(8,0 mg)
Acetilacdo anidrido acético
piridina

Produto

acetilado
solucio solugiio aguosa
CH,Cl descartada

Plavagem com HCL(2:D)
2. lavagem com dgua

Solugdio CH,Cl
contendo ¢ produto
acetilado

. secagem com NaSOy
. filtracdo
. evaporagio do solvente

L

Produto acetilado
pure

2.3 mg)
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CAPITULO I~ ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoguimice de Harleyodendron unifoliolatum ¢ Holocalyx
balansae {Leguminosae)

Caracterizacio de 4a:
Aspecto fisico: 6leoc amarelado
Férmula molecular: CosHasOg.
[alp?’= +12,0° (MeOH; ¢ 0,035 g/mL).
UV Apax (nm, log €) (M): 233 (4,9), 276 (4,5), 339 [MeOH,; ¢ 0,004 mg/mL] E.42
(Anexo) ™,
RMN de 'H (11,0 T, CDCl;): Tabela 16 (Apéndice B) e E.43 (Anexo).
RMN de C (11,0 T, CDCI;): Tabela 30 (Apéndice B) e E.45 (Anexo).

38




CAPiTULO 1~ ESTUDO FITOQUIMICO Estude fitoguimico de Harleyedendron unifoliolatum ¢ Holocalyx
balansae {(Leguminosas)
R T T T ST

1.3.6. Isolamento do 4,9-diidroxi-]{2,3:57,6")-2"",2" -dimetilpirano}-
pterocarpano (5)

Fluxograma 8: Fluxograma de isolamento do 4,9-diidroxi-{{2,3:57,6")-2"",2" -dimetilpirano]-
pterocarpano (3).

CGrupo 14
{29.4 mg)

CCDP Ciclohex /AcQOEL 20%, 3x

Priq-1 Fr14-2 Fr 14.3 Fr 14-4 Fr14-5
(13,2 mg)

Substincia §
(4,5 mg)
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CaritoLo 1- ESTUDO FITOQUIMICO Estude fitoguimice de Herleyodendron unifoiiolainm e Holocalyx
balansae {|eguminosac)

e

Caracterizagdo de 5:
Aspecto fisice: 6leo amarelado
Férmula molecular: C,gH30s.
Jodp?®= +19,5° (MeOH; ¢ 0,030 g/mL).
UV Apse (nm, log &) (M): 285 (3,77), 220 (4,01); 211 (4,39) [MeOH; ¢ 0,004
mg/mL] E.52 (Anexo)™ "%,
IV v, (pastilha de KBr, cm”ﬁ}: 3423; 1625; 1499; 1135 E.53 (Anexo).
RMN de "H (11,0 T, CDCL): Tabela 19 (Apéndice B) ¢ E.54 {Anexo).
MN de *C (11,0 T, CDCl;): Tabela 25 (Apéndice B) e E.36 (Anexo).

Massa molecular calcuiada (Isétopos mais estaveis): 338,1162 Da
EMAR [m/7z (%)] de 5: 338,1154 [M]™ (5); 323,0965 (100); 203,0023 (4);
158,9566 (1) e 133,3473 (2) E.64 (Anexo).
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CaPiTULO I- ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum ¢ Holocalyx
balpnsare {Lesuminosas)

1.3.7. Isolamento da 7,2 -diidroxi-8,5 -dimetoxi isoflavana (6)

Fluxograma 9: Fluxograma de isolamento da 7,2 -diidroxi-8,5 -dimetoxi isoflavana ().

Grupo 15
(29,4 mg)

CCDP Ciclohex./AcOE 20%. 3x

Fr 15-1 Fr15-2 Fris5.3 Fr15-4 Fri1s.5
(14,8 mg}

Substincia 6
(5,9 mg)
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CaPiTULO I - ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliclatum ¢ Holecalyx
balansae {Leguminosae) ]

Caracterizacio de 6:
Aspeeto fisico: 6leo amarelado
Férmula molecular: C,H;;0;.
[a]p™"=-7,5° (E,0; ¢ 0,035 g/mL).
UV Amzs. (mm, log €) (M): 286 (3,78); 224 (4,03); 211 {(4,39) [MeOH; ¢ 0,004
mg/mL] E.65 (Anexo)™™*,
IV vas, (pastiiha de KBr, cm'i}: 3370; 1618; 1498; 1160 E.66 (Anexo).
RMN de "H (11,0 T, CDCl;): Tabela 20 (Apéndice B) e E.67 (Anexo).
XMN de °C (11,0 T, CDCls): Tabela 22 (Apéndice B) e E.69 {Anexo).
Massa molecular calculada (Iséfopos mais estdveis): 302,1167 Da
EMAR [m7Zz (%)] de 6: 302,1152 [M]" (85); 152,0546 (18); 150,0707 (160);
137,0629 (52) e 77,0415 (5) E.77 (Anexo).

1.4. Estudo do extrato hexfinico de Harleyodendron

unifoliolatum

Uma aliquota de 3,0 g do extrato hexdnico obtido das raizes de
Harleyodendron unifoliolatum (fluxograma 1, pagina 22) foi cromatografado em
coluna de silica gel (70-230 Mesh, Merck) com didmetro interno de 4,5 cm, altura
da coluna de 55 cm e altura de silica 15 cm. Eluiu-se a coluna com a mistura de
solventes ciclohexano/acetato de etila 20%, com volume suficiente para o eluente
atingir o final da coluna. Assim que o mesmo chegou ao final, fechou-se a coluna e
cortou-s¢ a mesma em seis faixas, que depois foram extraidas com cloroférmio,

filtradas e concentradas. A tabela 2, pagina 43 descreve os resultados obtidos.

42




CaPiTULO I~ ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifoliolatum e Bolocalyx

Tabela 2: Tratamento cromatogréfico do extrato hexano (3,0 g).

Grapos

{mg) Elaente (CC} Fragdes Fase mével (CCor Composte
Ciclohexano/AcOFt Ffas;éo com aépécto .
1{133,63 0% 1 com 2
2(1183) 2 Fm&;éooc;;:;} aspecto
3{943.,0) 3 Fragﬁooci:?soaspecto
4 (390,6) 4 Ciclohexano/ACCFt Fragdo com aspecto
15% oleoso
£{1066,3) g
6 (328,7) &

Os grupos 5 e 6 foram reunidos e submetidos a uma nova separacéio
por CC, sendo cromatografados em coluna de silica “flash”™° (230-400 Mesh,
Merck) com difmetro interno de 3,5 cm, altura da coluna de 54 cm e altura de silica
15 cm. Eluiu-se a coluna com a mistura de solventes ciclohexano/acetato de etila
20%, em gradiente. Este fracionamento resultou em 87 fragdes. A tabela 3, pagina

44 expressa os resultados obtidos.
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CAPITULO 1 - ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifolioiatum ¢ Holocalyx
baiensee (Leguminosae)

Tabela 3: Tratamento cromatografico com os grupos 5 € 6 do extrato hexanico (1,40 g).

Fragbes Grupe  Massa (mg) Fluente
{mnssa mg)
1 1 15,7 Cicichexano/AcOEt 16%

29 i 6,6
10-12 3 12,6
13-14 4 15,4
15-19 5 195.6
20-24 5 286.6 Ciclohexano/AcOFEt 1{212,5)

15%
25-27 7 95,7 1(68,1)e2 (89
2836 8 1005 1875
3745 9 86,1 1{594)
46-56 16 8§73 1 (66,9}
57-58 11 16.2 Ciclohexano/AcOE!
. 30%

59-66 12 284 5(59
6772 13 17,5 7(3.8)

73 i4 92 4 (3,8
T4-76 is 15,8
77-78 16 36,2
79-80 17 79,9 MeOH 100%
81-33 18 98,8
84-86 19 90.4

87 20 64,6

Além dos pterocarpanos 1, 2 e 5 isolados previamente dos extratos hexanico
e cloroformico de Harleyadendron unifoliolatum isolamos um novo pterocarpano 7
© qual também se confirmou ser inédito. A figura 7, pagina 45 ilustra uma placa de
CCDC obtida ap0s o tratamento cromatogréfico do extrato hexdnico de Holocahx

balansae.




Cariture I- ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitequimico de Harleyodendron unifolivlatum ¢ Holocalyx
balansae (Lepuminosae)

&

Figura 7 — CCDC (Ciclobexano/AcOEt 20%, v/v , 2x eluido) de alguns grapos de fraciio reunidas da

do extrato hexdnico.
L.4.1. Isoclamento do 9,10-diidroxi-[(2,3:57,67")-2"",2 " -dimetilpirano
pterocarpano (7)

Flexograma 10: Fluxograma de isolamento do 9,10-diidroxi-{(2,3:57,6")-2"",2""-
dimetilpirano]-pterocarpano (7).

Grupo 13
(17,5 mg)

Chromatotron®@
Ciclohex /AcOFEL 30%

Fr15-1 Fr15-2 Fr 15-3 Fr 15-4 Fr1s-5 Fr13-6 Fr 15-7

CCBP Hex /CHClLy/AcOBET 22201, 3x

Fr 15-4-1 Fri5-4-2 {| Fr15-4-3 || Fri15-4-4
!

Substancia 7
(3.8 mg)




CapiToLo - ESTUDO FITOQUIMICO Estude fitoguimice de Harleyodendron unifelioleinm ¢ Holocalyx
balansae (L eguminnsae)

T s — ——

Caracterizacio de 7
Aspecto fisico: ¢leo amarelado
Formuia molecular: Co0H;20s.
[alp?’=+13,5° (MeOH; ¢ 0,033 g/mL).
UV Amss. (nm, log g) (M): 320 (4,4); 205 (5,2) [IMeOH; ¢ 0,004 mg/ml] E.78
(Anexo)*®,
IV wvpg, (pastiltha de KBr, cm"l): 3448; 2924; 1624; 1482, 1119 E.79 (Anexo).
RMN de 'H (11,0 T, CDCLy): Tabela 23 (Apéndice B) e E.80 (Anexo).
RMN de C (11,0 T, CDCly): Tabela 25 (Apéndice B) e E.82 (Anexo).
Massa molecular calculada (Isétopos mais estaveis): 338,1162 Da
EMAR [m/7z (%)] de 7: 338,1154 [M]" (31); 323,0837 (100); 201,0501 (10);
161,5404 (8); 82,8816 (12) ¢ 56,8158 (17) .89 (Anexo).
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CapiTono I- ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx
Emfaa {Legasae)

L.5. Estudo do extrato hexdnico de Holocalyx balansae

Uma aliquota de 3,0 g do extrato hexénico foi cromatografada em coluna ¢
silica gel (70-230 Mesh, Merck) com didmetro interno de 6,5 cm, altura da colur
de 54 cm e altura de silica 18 cm.

Fluitu-se em uma mistura de solventes cuja polaridade foi gradativament
aumentada (CHyCl,,CH,Cly/MeOH, MeOH). Desta coluna coletou-se 145 fracde
de 60,0 mL cada que apdés monitoramento em cromatografia de camada delgac
comparativa foram reunidas em 21 grupos. Os resultados obtidos encontram-s

descritos na tabela 4.

Fraces Grupe Massa (mg) Fluente Substincia isolada
{massa mg)
1 i 26,8 CH,CL,
2-10 2 96,7
11-16 3 33,1
17-20 4 62,4
21-28 5 151,9 CH>ClL,/MeOH
9:1
29-31 & 40,7 4 (34,3)
32-38 7 111,8 8(3L,7)
39-48 8 103.3 9114
49-38 9 94,9 CH,Cl/MeOH
4:1
55-67 10 36,0 10 (23,4
68-69 i1 17,9
70-73 12 18,4
74-76 13 244
71-78 14 27,2
75 15 5.6
80-94 16 87.8 MeOH 100%
93-104 17 83,9
105-114 18 88,6
115-124 19 76,5
125-135 20 77,2
136-145 21 79,4
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CapitoLo I~ ESTUDO FITOQUIMICO Estude fitoquimice de Harleyodendron unifoliolanm e Holocalyx
balansae (1 eguminosae)

Os grupos 6, 7, 8 ¢ 9 foram subsegiientemente analisadas por
cromatografia circular acelerada por centrifugacio com o auxilio do
Chromatotron®, além de cromatografia em camada delgada (comparativa e
preparativa), conduzindo ao isolamento de outras duas isoflavanonas (8) e (9) que
ap6s um levantamento bibliografico detalhado verificou-se que tratava-se de mais
duas substincias inéditas, além da isoflavanona (4) anteriormente isolada de
Harleyodendron unifoliolatum, também foi isolada de Holocalyx balansae e de um
fitoesterdide 1dentificado como sendo o estigmasterol {10).

£.5.1. Isclamento da 5,7-diidroxi-2" 4 -dimetoxi-6-(3" -metil-2""-
butenil) isoflavanona (8)

Fluxegrama 11: Fluxograma de isclamento da 5,7-diidroxi-2" 4 -dimetoxi-6-(3"-metil-2""-
butenil) isoflavanona (8).

Grupo 7
(111,8 mg)

Chromatoiron®
HCh

Fr7-1 ¥r7.2 Fr7-3 Fr7-4 Fr7-5 Fr7-6 Fr 77

CCDP CHCly/MeOH 9:1

Fr7-3-1 Fr 7-3-2 Fr 7-3-3 Fr7-3-4

Substincia 8
(51,7 mg)
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CariyuLo I ESTUBO FITOQUIMICO Estudo ftoguimice de Harleyodendron unifoliclutum e Holocalyx
bglansae (Legnminosae)

Caracterizacio de 8:
Aspecto fisico: oleo amarelado
Féormula molecular: CyoH,,0;.
jalp™= +21,0° (MeOH; ¢ 0,034 g/mL).
UV Amsx. (nm, log &) (M): 276 (4,5); 233 (4,9) [MeOH; c 0,004 mg/mL] E.¢
(Anexo) .
IV Vs (pastilha de KBr, em™): 3423; 1638; 1509; 1443 E.91 (Anexo).
RMN de 'H (11,0 T, CDCly): Tabela 26 (Apéndice B) e E.92 (Anexo).
RMN de C (11,0 T, CDCly): Tabela 30 (Apéndice B) e E.94 (Anexo).
Massa molecular calculada (Isétopos mais estdveis): 384,1554 Da
EMAR [nm/z (%)] de 8: 384,1526 [M]" (1); 329,1058 (22); 165,0833 (6); 164,08«
(67); 149,0595 (15); 137,0669 (4); 121,0656 (23) E.101 {Anexo).
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CaPITULO I - ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifolislatum ¢ Heloculyx
bulsnsae (Lezuminosas) '

1.5.2. Isolamento da 5,7,2 -triidroxi-4 -metoxi-6-(3 -metil-2""-

butenil) isofiavanona (9)

Fluxograma 12: Fluxograma de isolamento da 5,7,2 -triidroxi-4 "-metoxi-6~(3"-metil-2""-
butenil) isoflavanona (9).

Grupo 8
{103,3 mg)

Chromatotron®
CHLCL

Fr 8-1 Fr 8-2 Fr 8-3 Fr8-4

CCDP CH,Cly/MeOH 9:1 2x

Fr 8-3-1 Fr §-3-2 Fr 8-3-3 Fr 8-3-4
(34,6 mg)

Substincia 9
(11,4 mg)
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CAPITULO I - ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifoliviatum ¢ Holocalyx
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T E——

Caracterizac8o de 9:
Aspecto fisico: dleo amarelado
Formula molecular: C;HpOy.
fafp "= +9,0° (MeOH; ¢ 0,038 g/mL).
UV Aqs. (nm, log 8) (M): 276 (4,5); 234 (4,9) [MeOH; ¢ 0,004 mg/mL] E.1(
(Anexo) %,
IV vua (pastitha de KBr, cm'l}: 3370; 2923; 1637; 1445 E.104 (Anexo).
RMN de 'H (11,0 T, CDCly): Tabela 28 (Apéndice B) e £.105 (Anexo).
VIN de C (11,0 T, CDCly): Tabela 30 (Apéndice B) e E.107 (Anexo).
Massa molecular calculada (Isétopos mais estaveis): 370,1464 Da
EMAR [m/7z (%)] de 9: 370,1426 [M]" (3); 315,0954 (44); 165,0240 (57
150,0746 (61); 137,0665 (100), 135,0503 (7), 107,0551 (5) E.114 (Anexo).
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belansae (Legnminosae)

1.5.3. Isclamento do estigmasterel (10)

Fluxograma 13: Fluxograma de isolamento do estigmasterol (10).

Grupo 10
(86,0 mg)

Recristalizacio
Acetona

Fri2-1

Substincia 16
(23,4 mg)

(10)

Caracterizagio de 10:
Aspecto fisico: Cristais agulhados brancos
Foérmula molecular: C,oH,50.
Ponto de Fusfo: 128°C
RMN de "H (7,8 T, CDCly): Tabela 10 (Apéndice A) e E.115 (Anexo).
RMN de C (7,0 T, CDCl;): Tabela 11 (Apéndice A) e E.116 (Anexo).
Massa molecuiar czleulada (Isotopos mais estaveis): 412,2812 Da
EM [mez (%)) de 10: 412 [MI"(87); 351 (23); 315 (8); 300 (37); 271 (43); 255
(60); 229 (12); 159 (45); 133 (45); 69 (67); 55 (100) E.118 (Anexo).
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CaPITULO I - ESTUDO FITOQUIMICGO Estuds fitoguimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holpcalyx
balgnsae {Leguminosae)

i, Resultados e discussio

18.1. Isolamento dos Metabolitos Secundérios

O estudo fitoquimico de Harlevodendron unifoliclatum Cowan e Holocah
balansae Micheli resultou no isolamento de 10 substincias (1-18), sendo
substdncias 1, 2 e 10 conhecidas na literatura e as substincias 3-9 inédits

{destacadas em cor azul). A figura § retrata a estrutura das substincias isoladas.

2. R=0OCH;

Figura 8-Substincias isoladas de Horleyodendron unifoliclatum Cowan e Holocalyx balansae
Micheli.

L
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CapiTuLo I-ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx
balansae {Leguminosac)

No estudo fitoquimico realizado com os extratos hexénico e cloroférmico das
raizes de Harleyodendron unifoliolatum (vide itens 1.3 pagina 26 e 1.4 pagina 42)
observou-se que a substncia 1 (medicarpina) encontrava-se presente em grande
quantidade em ambos os extratos (iabela 1, pagina 27 e tabela 3, pagina 44); o que
causou grande dificuldade em isolar outros metabdlitos presentes nestes extratos.
Nas primeiras avaliacfes cromatograficas feitas com os extratos hexfnico e
cloroférmico em cromatoplacas e reveladas com anisaldeido observou-se a
presenca, em grande quantidade, de manchas que apresentaram a coloracfo
“salm@o”. Pela experiéncia adquirida com isolamento e detecciio de flavondides em
extrato de planta, suspeitou-se que se fratavam de pierocarpandides. De fato;
analises de IV nfio apresentaram bandas de grupos carbonila, assim como ©
espectro de UV nfo revelou bandas clédssicas de flavonas; isoflavanas e seus

. 54,58
derivados 1,2 saturados™™ .

Ja no extrato hexénico de Holocalyx balansae
verificou-se a presenca, em grande quantidade, de fracBes com aspecto oleoso, as

quais revelaram ser constituidas principalmente por substéncias alifaticas.




CariToLo 1 ESTUDG FITOQUIMICO Estado fitoguimico de Harleyodendron unifelioletum ¢ Foaloculyx
balansas (Leguminosae)

IL1.1. Identificacfio estrutural das substincias conhecidas 1

literatura

iL.1.1.1. Identificacio estrutural dos pterocarpant
medicarpina (1), 3-hidroxi-4,9-dimetoxi-pterocarpano (2) e d

esterdide estigmasterol (10)

O espectro de RMN 'H da substancia 1 {Tabela 5, apéndice A; E.3 anex:
mostrou um complexo conjunto de sinais, integrando para quatro hidrogénios em
547 (1H, d, J= 7 Hz, Hyy,); 4,20 (1H, dd, /= 5 e 11 He, Heeq); 3,60 (1H, ¢, /= 1
Hz, Hex) © em & 3,50 (1H, m, Hg,) caracteristicos do anel heterociclico ¢
pterocarpanos™*. Observou-se também a presenca de apenas um grupo metoxi
em & 3,74 (3H, 5, OCHs) e de um grupo hidroxila em § 6,69 (1H, s, OH}.

Sinais referentes aos protons aromdticos foram observados em & 6,43 (1H, .
J=2 Hz, Hyo); 6,44 (1H, dd, J= 2 e 8 Hz, Hy); 6,51 (1H, dd, J=2 e 8 Hz, H); 7,1
(1H, d, J=8 Hz, Hy) ¢ 7,34 (1H, d, J= 8 Hz, H,).

Apbs a anélise dos dados de RMN 'H, PCe experimentos de DEPT 90°
135° (E.3, E.4 ¢ E.5 anexo) e do espectro de massas de baixa resolucio (E.
anexo); onde o fragmento em m/z 161 (quadro 2) indica que os substituintes ests
em anéis distintos e comparagdio com a literatura®*! concluiy-se que a substincia
tratava-se do pterocarpano medicarpina. De fato, os espectros de UV e IV (B
E.2, anexo) e o dado de ponto de fusfo mostraram-se de acordo com a estrutw

proposta.
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+

H

© = O‘\
S o

'z 147 {26%)

¥ =Nacw miz 255 (40%) O

mifz 148 (28%)

miz 161 (21%)
OCH;

Quadro 2- proposta de fragmentagio para o pterocarpano medicarpina.
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CapiTuLo I - ESTUDO FITOQUIMICO Estude fitoquimice de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx
balansae {1eguminosas)

A outra substincia 2 apreseniou um comportamento analitico em CCDi
andlogo ao da medicarpina 1 e seu espectro de RMN 'H (Tabela 7, apéndice /
E.9, anexo) mostrou a presenca dos protons caracteristicos do esquelet
pterocarpanico”° em & 3,55 (1H, m, He); 3,65 (1H, 1, /= 11 Hz, Hg; 4,35 (1F
dd, J= 5 e 11 Hz, Heg) © 5,50 (1H, 4, J=7 Hz, Hii,). Observou-se também
presenca de dois grupos metoxilas em 6 3,78 (3H, s, OCH;) e 3,91 (3H, s, OCH
além de um grupo hidroxila em 6 5,90 (1H, s, OH).

Sinais referentes aos protons aroméaticos foram observados em & 6,47 (1F
dd, J= 2 e 8 Hz, Hg); 6,48 (1H, d, J= 2 Hz, Hyp); 6,71 (1H, 4, J= 8 Hz, H,); 7,1
(1H,d, /=8 Hz, Hy) ¢ 7,19 (1H, 4, /=8 Hz, H;).

Através do experimento NOESY-1D (figura 10, pagina 59; E.1S5, anex
realizado irradiando-se nos prétons da metoxila que absorve em 6 3,91 observou-
interagdo com o sinal em & 5,90 o que sugere esta estar em posigdo vizinha ¢
grupo hidroxila.

A férmula molecular da substincia 2 foi determinada como sendo Ci7H,;(
(M 300,07191) por espectrometria de massas de alta resolugio (E.16, anexo).
espectro de massas do composto apresentou alguns fragmentos caracteristico
conforme ilustra o quadro 3, pagina 58.

O espectro de RMN C (tabela 8, apéndice A; E.10, anexo) mostrou sina
caracteristicos em & 39,3 (Cq,); 66,6 (Cy) € 78,5 (Cy1.) confirmando-se tratar de u
pterocarpano. Os espectros bidimensionais gCOSY, HSQC e gHMBC (tabela
apéndice A; E.12, E.13 e E.14, anexo) permitiu atribuir as demais correlacdes ¢
estrutura. Com este conjunto de dados poder-se-ia propor duas estrutur,

alternativas:
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CaPiTULO I-ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifolivlatum ¢ Holocalyx
balunsae (Leguminosae)

Figura 9- Propostas estruturais para a substincia 2

Sendo que (a) foi sintetizado®’ e os dados correspondem ao de nosso produto

natural.

OCH; mifz 2858872 (22%)

nefz 3008998 {180%:}
HO OCH. [
\@ OCHg 3
5 |
N = OCH;
miz 145,0487 (12%)
OCH; CH;

HO

RepRRN

m/z 161888 (6%

OCH;

miz 380988 (168%) OCH;

(Quadro 3- Proposta de fragmentagfo para o pterocarpano 2
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balansee (Legnminosae)

Figura 10- Incrementos de n.O.e. observados para o pterocarpano 2.

Finalmente, o esterdide estigmasterol (16) foi identificado p
comparagdo de seus dados de RMN de 'H, RMN de ’C ¢ espectrometria de mass:
de baixa resolugfo (tabela 10, apéndice A; E.115, anexo; tabela 11, apéndice /

E.116 e E.118, anexo) com os da literatura® - '>120,
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Caritiing 1 - ESTUDO FITOQUIMICO Estado fitoguimico de Harleyodendron unifoliolutum e Heolocalyx
balansae {Leguminosae)

Apéndice A — Tabelas com dados de RMN das substincias
conhecidas na literatura isoladas de Harleyodendron unifoliolatum ¢

Holocalyx balansae

HO__

M

Tabela 5 — Dados de RMN de 'H (7,0 T, CDCl;) da medicarpina (1).

Su Moultiplicidade e J (Hz) H
7,34 1H,d, J=8 H-1
7,10 1H,d J=8 H-7
6,69 1H, s 3-0H
6,51 1H,dd,J=2¢8 H-2
6,44 1H,dd,J=2¢8 H-8
6,43 1H, d,J=2 H-1¢
6,39 iH.d,J=2 H-4
5,47 1H,d J=7 H-1la
4,20 tH,dd J=35e11 H-6eq
3,74 3H, s 2.OCH;
3,60 iH,t =11 H-6ax
3,50 1H, m H-6a
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CarlruLe I-ESTUDO FITOQUIMICO Estado fitoguimico de Harleyodendron unifofiolatum e Helocalyx
balansae (Leguminosae)

e

Tabela 6 — Dados de RMN de °C (7,0 T, CDCl;) da medicarpina (1),

Carbone S¢ 8¢ literatura™
i 131,9 1319
2 109,7 169,7
3 156,9 158,7
4 1034 102,9
4a 156,2 156,4
6 66,4 65,5
6a 39,4 393
6b 118,9 1194
7 124,5 125,06
8 106,3 106,0
9 160,6 160,6
10 96,7 96,3
10a 160,2 1604
ila 78,5 78,1
ilb 112,1 1113
5-OCH; 554 55,3
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CAPITULO I - ESTUDO FITOQUEMICC Estudo fitoguimice de Harleyedendron unifolivlutum e Holocalyx
balansae (Leguminosae)

Tabela 7 — Dados de RMN de 'H (7,0 T, CDCl3) do 3-hidroxi-4,9-dimetoxi-

pterocarpano {2).

81 Multiplicidade e J (Hz) H
7,19 1H,d,J=8 H-1
7,15 1H,d J=8 H-7
6,71 iH,d,J=8 H-2
6,48 iH,d J=2 H-10
6,47 1H,dd J=2¢8 H-8
5,90 1H, s 3-OH
5,51 1H,d J=7 H-1la
4,35 IH,dd J=5ell H-6eq
391 3H, s 4-OCH;
3,78 3H, s 9-OCH;
3,65 iH /=11 H-6ax
3,55 1H, m H-6a
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(2)
Tabela 8 — Dados de RMN de PC (11,0 T, CDCl;) do 3-hidroxi-4,9-dimetoxi-
pterocarpano (2).
Carbone ¢
| 126,1
2 1090
3 1495
4 1349
4a 148,5
6 66,6
Ha 363
6b 1186
7 1248
8 106.4
9 161,1
16 86,9
10a 160.6
ila 78,5
11ib 1132
4-GCH; 61,2
9-OCH; 35,5
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CariTuLo I-ESTUDO FITOQUIMICO Estudo ftoquimice de Harlevedendron unifeliolatum ¢ Holocalyx

balansae {Leguminosae)

@)

Tabela 9 — Correlacdes observadas nos espectros de HSQC (H-C, \J) e gHMBC
(H-C,°J) (11,0 T, CDCl;) do 3-hidroxi-4,9-dimetoxi-pterocarpano (2).

o 8c (1) )
7,19 126,1 (C-1) 148.5 (C-4a); 78,5 (C-11a)
7,15 124.8 (C-7) 160,6 (C-10a); 118,9 (C-6b); 39,3 (C-62)
6,71 109,0 (C-2) 149,6 (C-3); 134,9 (C-4); 113,2 (C-11b)
6,48 96,9 (C-10) 118,9 (C-6b); 106,4 (C-8); 96,9 (C-10)
6.47 106,4 (C-8) 160,6 (C-10a); 118,9 (C-6b); 106,4 (C-8)
5,90 - 149,6 (C-3)
5,51 78,5 (C-11a) 148,5 (C-4a); 126,1 (C-1); 66,6 (C-6)
435 66,6 (C-6) 148,5 (C-4a); 78,5 (C-11a)
3,91 61,2 (4-OCHs) 134,9(C-4)
3,78 55,5 (9-OCH3) 161,1 (C-9)
3,65 66,6 (C-6) 148,5 (C-4a); 78,5 (C-11a)
3,55 39,3 {C-6a) 118,9 {C-6b); 66,6 (C-6)
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balansae {Lepuminosae)

(10)

Tabela 10— Dados de RMN de 'H (7,0 T, CDCl;) do estigmasterol (10).

5111'.119 SEXP H
nr. 3,53 (m) H-3
nr. 5,35 (d, J=5 Hz) H-6
0,69(s) 0,69 () H-18
1,02 (s) 1,02 (s) H-19
1,02 (d, J=7 Hz) 0,93 (d, J=7 Hz) H-21
nr. 5,02 (dd, J=15 ¢ 8 Hz) H-22
nr. 515(dd, J=15¢ 8 Hz) H-23
0,84 (d,J=7 Hz) 0,84 (d,J=7 Hz) H-26
0,79 (d,J =7 Hz) 0,81 (d,J=7Hz) H-27
- 0,78 (d,J=7 Hz) H-28
0,80 (2, /=7 Hz) 0,83 (1, /=7 Hz) H-29

n.r.: ndo relatado; Exp.: 300 MHz; Ref. 119: 220 MHz; em CDCl;/TMS.
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{10

Tabela 11~ Dados de RMN de "°C (7,0 T, CDCL) do estigmasterol (10).

Carbone Multiplicidade B¢ Sc-literatura'®®
1 CH, 372 373
2 CH, 31,6 31,7
3 CH 71,8 71,8
4 CH, 423 42,4
5 Co 140,7 140,8
6 CH 121,7 121,7
7 CH, 31,9 31,9
8 CH 31,9 31,9
9 CH 50,1 50,2
10 Co 36,5 36,6
11 CH, 21,1 21,1
12 CH, 39,7 39,7
13 Co 423 42,4
14 CH 56,7 56,9
15 CH; 243 24,4
16 CH, 28,2 29,0
17 CH 56,0 56,1
18 CH; 12,0 12,1
19 CH; 19,4 19,4
20 CH 40,5 40,5
21 CH; 21,0 21,1
22 CH 138,3 138,4
23 CH 129,2 129,3
24 CH 51,2 51,3
25 CH 31,9 31,9
26 CHs 21,2 21,3
27 CHs 19,8 19,0
28 CH, 25,4 25,4
29 CHs 11,8 12,3
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CAPITULO I - ESTUDO FITOQUIMICD Estude fitcquimico de Harleyodendron unifoliolatim e Holocalyx
bolprsas (Legominosae)

11.1.2. Identificacfio estrutural das substincias inéditas 3-9

A descrigfio da determinacfo estrutural dos novos isoflavondides encontr:

se detalhada nos paragrafos seguintes.

IL.1.2.1. Determinacdo estrutural da 7,8-diidroxi-2 -metoxi

A andlise do espectro de RMN 'H (tabela 12, apéndice B; E.19, anexo) d
substdncia 3 indicou a existéncia de um anel heterociclico (C) de um esquelet
isoflavanico, representado por SH (CH,-CH-CH,)"™*"**% (g deslocamento
quimicos destes hidrogénios (8 nieq =2,89; 814a2,99; 813=3,48; 8yp.,=4,02
Brzeq=4,40) compativeis para o anel C de uma isoflavana, podem ser confirmadc
pela interpretagfio do espectro de HSQC (tabela 13, apéndice B; E.25, anexo), er
consondncia com as absorgdes no espectro de RMN C (tabela 22, apéndice B

E.21, anexo) respectivamente em 8 30,0 (C,), 31,6 (C3) e 70,4 (Cy).
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CarfTuLo I - ESTUDO FITOQUIMICO Fstudo fitoguimico de Harleyodendron unifoliolatum ¢ Holocalyx
Bbolgnsae {Leguminosas)

=

No espectro de RMN 'H observou-se também os sinais referentes aos dois
anéis aromaticos (A e B) tetrassubstituidos, um dos quais contendo 2H em posicio
relativa para, representados por dois singletos em 6 6,41 (1H) e 6,72 (1H). O outro
anel aromatico, por sua vez, suporta os 2H em posigio relativa orto, representados
pelos dois dubletos em & 6,52 (1H, /=8 Hz) ¢ 6,56 (1H, J=8 Hz). Além disto
observou-se a presenca de um grupo metoxila em & 3,81 (3H, s, OCHs); de dois
grupos hidroxilas em & 5,18 (1H, s/, OH) e 5,30 (1H, s/, OH) e um sistema 2,2
dimetil-croménico representado pelos sinais em & 1,45 (6H, s, 27'-CHa); 5,48 (1H,
d, =10 Hz) ¢ 6,25 (1H, 4, /=10 Hz).

A andlise do espectro de massas (quadro 4, pagina 70; E.29, anexo) foi
relevante no posicionamenteo dos substituintes nos anéis A ou B. A perda de um
radical metil ((CHs) a partir do pico molecular (M™ 354), tipico na fragmentacgo de
2,2 dimetilcromeno, seguido de uma clivagem RDA, resultando no pico m/z 201
Da, remanescente do anel B, contendo o residuo 2,2 dimetilcromeno e o grupo
metoxila. Assim ao anel A restaria os dois grupos hidroxilicos restantes, que s6
poderiam estar localizados em C; ¢ Cg ou C4 e C,, para ser coerente com a
bissintese, sempre levando & oxigenacio em C-7 e a presenca de 2H).

Os experimentos NOESY-1D mostraram interagio do H-4"" do cromeno com
0 H-3"" e com o hidrogénio aromético, representado pelo singleto em 8 6,72, por
sua vez, o grupo metoxila mostrou interacfio inica com o hidrogénic aromético
representado pelo singleto em 8 6,41 (figura 11, pagina 69; E.28a, E.28b, anexo).

Os espectros de HSQC e gHMBC (tabela 13, apéndice B; E.25 ¢ E.27,
anexo) forneceram os demais dados para definir a estrutura de 3.

Ap6s amplo levantamento bibliogréafico, localizou-se duas estruturas que

eram semelhantes a isoflavana isolada de Harleyodendron unifoliolatum:
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Cariroro 1 -ESTUDO FITOQUIMICO Estado fitequimice de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx
baiansas {Leguminosas)

faseolinaisoflavana® (estrutura IV, figura 12, pédgina 69) e erythbidina A
(estrutura V, figura 12, pagina 69).

OCH;)!.8%
o H

3

Figura 11- Incrementos de n.O.e. observados para a isoflavana 3.

Os valores de op obtidos para a substincia 3 (cp=-16,0°) com
faseolinaisoflavana (0p=-9,0°) e com a erythbidina A {(ap=-13,0°) mostaram-s

bastante préximos.

Figura 12- Estruturas das substéncias faseolinaisoflavana (IV) e erythbidina A (V)
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CapiTuLo I- ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifolivlatum ¢ Holocalyx
bafunsae (Legaminosae)

o 4

m/z 354,1467 (32%)

o l\JCHB

m/z 201,8922 (37%)

Quadro 4 — proposta de fragmentaco para a substancia 3.

O espectro no IV de 3 (E.I8, anexo) apresentou absorcio a 3449 cm’™
caracteristica de grupos hidroxilas e as absorgdes em 1618 cm™ e 1509 cm’

confirmaram a presenca do anel aromético; enguanto no espectro no UV de 3
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CAPITULO I - ESTUDO FITOQUIMICO Estudo fitoquimice de Harleyodendron unifolivlatusm e Holpcalyx
balansae {Leguminosse)

(E.17, anexo) as bandas em 215, 275 e 315 nm confirmaram a presenca do nuck

de uma isoflavana.

11.1.2.2. Determinacio estrutural da 5,2 “-diidroxi-[(6,7:57,6")-

272" -dimetilpirano]-4"-metoxi isoflavanona (4)

SOCH,;

A andlise do espectro de RMN 'H (11 T, CDCL/TMS, tabela 14, apéndice T
E.32, anexo) da substéncia 4 indicou a existéncia de um anel heterociclico () d
um esqueleto isoflavanoidico, representado por 3H (CH,-CH)™>3% ¢
deslocamentos quimicos destes hidrogénios (duy= 3,96; 8pp=4,71 e di1peq4,8"
compativeis para ¢ anel C de uma isoflavanona, podem ser confirmados pel
interpretagdio do espectro de HSQC (tabela 15, apéndice B; E.45, anexo) er
consonéncia com as absorgdes no espectro de RMN PC (11 T, CDCI3/TMS, tabel
30, apéndice B, E.34, anexo), respectivamente em & 69,4 (C-2); 44,7 (C-3) e ex
196,6 (C-4).

No espectro de prétons observou-se também os dois andis arométicos (A
B). Um suportando um H (representado pelo singletc em & § ,94). O ocutro ane
aromatico, por sua vez, suporia 3H em posiges relativas orto-meta; representado
pelo duplo-dubleto em & 6,50 (1H, dd, /=2 e 8 Hz); pelo dubleto em 8 6,53 (1H, ¢

J= 1 Hz) e pelo dubleto em 8 7,37 (1H, d, /= 8§ Hz). Além disto observou-se
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CAPITULO I ESTUDRO FITOQUIMICO Estudo fiteguimico de Harleyodendron anifaliclatum e Holocalyx
befansae {Leouminosas)

presenga de um grupo metoxila em 8 3,77 (3H, s, OCH;); dois grupos hidroxilas
em 6 11,93 (1H, 5, OH) e 7,81 (1H, s, OH), o primeiro indicando que este grupo
hidroxila apresentava-se em posigio “peri” & carbonila (C-4) e um sistema 2,2
dimetil-croménico representado pelos sinais em 8 6,62 (1H, d, J=10 Hz); 5,44 (1H,
d, 10 Hz); 1,41 (3H, 5, 2""-CH3) e 1,39 (3H, s, 2" '-CHj3). A andlise dos espectros
bidimensionais obtidos para a isoflavanona 4 (HSQC, gHMBC, tabela 15, apéndice
B, E.38 ¢ £.40, anexo) forneceram os demais dados para definir a estrutura de 4.

A anslise do espectro de massas (quadro 5, pagina 73; E.41, anexo) forneceu
como fragmentagfio principal a perda de um radical metil (.CH;) a partir do pico
molecular (M™ 368), tipico na fragmentagio de 2,2 dimetilcromeno. No espectro de
RMN 'H {tabela 16, apéndice B, E.43, anexo) da isoflavanona acetilada observou-
se a auséncia dos sinais dos dois grupos hidroxilas observados no espectro de
protons da isoflavanona 4 e a presenca de dois grupos acetatos em § 2,27 (3H, s,
CH;) e 2,37 (3H, 5, CH,). No espectro de RMN "C (tabela 30, apéndice B, E.45,
anexo) observou-se outra evidéncia importante: o deslocamento da carbonila do C-
4 que anteriormente era de 8¢ 196,6, passou para 188,6; confirmando-se que uma
das hidroxilas estd em posigdo “peri” a carbonila.

Pela analise dos espectros de RMN bidimensionais obtidos (HSQC, gHMBC,
tabela 17, apéndice B, .49 ¢ E.51, anexc) para a isoflavanona acetilada, os dados
foram totalmente compativeis com a estrutura da isoflavanona 4 proposta acima.

O espectro no IV de 4 (E.31, anexo) apresentou absorcio a 3389 cm’
caracteristica de grupos hidroxilas, a absorcio em 1519 em™ confirmou a presenga
do anel aromdtico e absorgio em 1643 cm” indicou a presenga de um grupo
carbonila; enquanto no espectro no UV de 4 (K.30, anexo) as bandas em 233,276 e

339 nm confirmaram a presenca do nicleo de uma isoflavanona.
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OCH;

miz 383,0976 {160%)

Quadro 5 — proposta de fragmentac3o para a substincia 4.

11.1.2.3. Determinacéio estrutural do 4,9-diidroxi-[(2,3:57,6")-2"",2"

dimetilpirano] pterocarpano (5)

A anélise dos dados de RMN 'H (11T, CDCly/TMS, tabela 18, apéndice 1
E.54, anexo) para a substincia § indicou a existéncia de um anel heterociclico (¢
de um esqueleto pterocarpénico, representado por 4H (-CH,-CH-CH-Y"""%_ (
deslocamentos quimicos destes hidrogénios em & 3,59 (1H, m, Hg,): 3,66 (1H, ¢, .
11 Hz, Hey); 4,35 (1H, m, Heey) € 5,50 (1H, d, J=7 Hz, Hy;,), compativeis para
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anel B de um pterocarpano, podem ser confirmados pela interpretagio do espectro
de HSQC (tabela 19, apéndice B; E.60 anexo) em consonincia com as absorgdes
no espectro de RMN PC (tabela 25, apéndice B; E.56, anexo), respectivamente em
8 66,9 (Ce); 78,6 (Ci1a) £ 39,5 (Coo)-

No espectro de protons observou-se também outro anel aromiatico (D)
suportando 3H em posi¢des relativas orto-meta representados pelo dubleto em 6,37
(14, d, J= 2 Hz); pelo duplo-dubleto em & 6,39 (1H, dd, /= 2 e 8 Hz) e pelo dubleto
em 7,10 (1H, d, J= 8 Hz). Além disso observou-se a presenca de um singleto em 8
6,78 (1H, s); dois grupos hidroxilas em 8 5,36 (10H, s) e 4,95 (10H, s/); além de
um sistemna 2,2 dimetil croménico representado pelos sinais em § 1,46 (3H, s, 27'-
CH;); 1,50 3H, 5, 2""-CH;); 6 5,58 (1H, d, /= 10 Hz) ¢ 6,33 (1H, 4, /= 10 Hz).

A analise do espectro de massas {(quadro 6, pagina 75; E.64, anexo) forneceu
como fragmentagéo principal a perda de um radical metil (.CH;) a partir do pico
molecular (M 338), tipico na fragmentacfo de 2,2 dimetilcromeno.

Os experimentos bidimensionais {gCOSY, HSQC ¢ gHMBC- tabela 19,
apéndice B; E.58, E.60 e E.62, anexo) forneceram os demais dados para definir a
estrutura de 5.

Através do experimento NOESY-1D observou-se que irradiagfo do préton
que absorve em 6 6,78 (1H, s, H-1) causou incremento dos sinais referentes a H-4"”
(6 6,33; 1H, dd, J= 10 Hz) e H-11a (8 5,50; 1H, 4, J= 7 Hz) confirmando a
estrutura proposta (figura 13, pagina 75; E.63, anexo).

O espectro no IV de § (E.53, Anexo) apresentou absorgSo a 3423 cm’’
caracteristica de grupos hidroxila e as absorcSes em 1625 cm™ e 1498 cm’™
confirmaram a presenga do anel aromdtico; enquanto no espectro no UV de 5
(E.52, anexo) as bandas em 211, 220 e 285 nm confirmaram a presenca do nicleo

pterocarpénico.
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m/z 338,1154 (4%)

\\./th3

m/z 323,0965 (160%)

(Quadro 6— Proposta de fragmentacgio para a substéncia 5.

Figura 13- Incrementos de n.O.e. observados para o pterocarpano 5.
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e e e e s e

11.1.2.4. Determinacéo estrutural da 27,7-diidroxi-5",8-dimetoxi-

isoflavana (6)

A anslise do espectro de RMN 'H (11 T, CDCL/TMS, tabela 20, apéndice
B; E.67, anexo) da substincia 6, mostrou grande semelhanga com a isoflavana 3,
principalmente pela presenga do anel heterociclico C de uma isoflavana (CH,-CH-
CH,) representados pelas absorges em Omseq=2,93; Oman—2.99; &u3=3,53;
Orax=4,09 € Oines=4,44 compativeis para o anel C de uma isoflavana, podem ser
confirmados pela interpretagfio do espectro de HSQC (tabela 21, apéndice B; E.73,
anexo), em consondncia com as absorgdes no espectro de RMN C (tabela 22,
apéndice B; E.69, anexo) respectivamente em & 30,5 (Cy), 31,6 (C3) € 69,4 (C,).

Pode-se observar ainda a presenca de dois grupos metoxilas e dois grupos
hidroxilas, representados pelos sinais respectivamente em 8 3,79 (3H, s, OCH;);
3,93 (3H, s, OCH;); 4,94 (1H, s, OH) e 5,66 (1H, s, OH).

Como na isoflavana 3, 3 anélise do espectro de massas {quadro 7, pagina 78;
E.77 anexo) e experimentos de RMN bidimensionias (gCOSY, HSQC e gHMBC,
tabela 21, apéndice B, E.71, E.73 e E.75, anexo) permitiram propdr a estrutura de 6

com bastante seguranca.
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Através do experimento NOESY-1D observou-se que irradiacdo dos préton
da metoxila que absorve em & 3,79 causou incremento dos sinais referentes a H-4
(0 6,50, i1H, dd, /= 2 e 8 Hz) e H-6" ( 6,38, 1H, 4, J= 2 Hz). Por sua vez,
irradiacdo dos protons da metoxila que absorve em & 3,93 nfo causou nenhur

incremento, sugerindo esta estar em posicfo vizinha a grupos oxigenados (figur

14, pagina 77; E.76a, E.76b, anexo).

Figura 14- Incrementos de n.O.e. observados para a isoflavana 6.

O espectro no IV de 6 (E.66, anexo) apresentou absor¢fo a 3370 cm
caracteristica de grupos hidroxila e as absorgbes em 1618 cm™ e 1498 cm
confirmaram a presenca do anel aromatico; enguantc no espectro no UV de
(E.65, anexo) as bandas em 211 e 286 nm confirmaram a presenca do nucleo d

uma isoflavana.
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+o

JOCH;

mi/z 302,115 (B5%

miz 152,0546 (18%) m/z 156,0787 (100%)

m/z 137,0629 (52%)

Quadro 7 — Proposta de fragmentaco para a substincia 6.
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11.1.2.5. Determinacio estrutural do 9,10-diidroxi-{(2,3:57,67)-

27,27 -dimetilpirano] pterocarpano (7)

A anélise do espectro de RMN 'H (11T, CDCL/TMS, tabela 23, apéndice |
E.80, anexo) da substincia 7 mostrou uma grande semelhanga com o pterocarpan
8, principalmente pela presenga do anel heterociclico (B) de um pterocarpano |
CH,-CH-CH-) representados pelas absorgSes em 8 3,55 (1H, m, Hg,); 3,73 (1H,
J= 11 Hz, Hea); 4,34 (1H, dd, /=5 e 11 Hz, He) € 5,51 (1H, d, J=7 Hz, H,},).

Pode-se observar ainda a presenca de dois grupos hidroxilas representads
pelas absorgdes em & 5,35 (10H, s/) e 5,36 (10H, s/); além da presenca do sistem
2,2 dimetil croménico em & 1,42 (6H, 5, 2""-CHs); 8 5,48 (1H, d, /<10 Hz) ¢ § 6,2
(1H, 4, /=10 Hz).

Como no pterocarpano 3, a analise do espectro de massas (quadro 8, pagin
80, E.89, anexo) forneceu como fragmentagfo principal a perda de um radical met
(.CH3) a partir do pico molecular (M 338), tipico na fragmentacio de 2,
dimetilcromeno. Os experimentos de RMN bidimensionais (gCOSY, HSQC
gHMBC, tabela 24, apéndice B, E.84, E.86 ¢ E.88, anexo) obtidos permitirar

propor a estrutura de 7 com bastante seguranga.
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O espectro no IV de 7 (E.79, anexo) apresentou absorgio a 3448 cm™
caracteristica de grupos hidroxila e as absorcBes em 1624 cm” e 1482 cm’
confirmaram a presenca do anel aromdtico; enquanto no espectro no UV de 7
(E.78, anexo) as bandas em 205 e 320 nm confirmaram a presenca do nticleo de um

pterocarpano.

m/z 323,0837 (100%)

Quadro 8 -- Proposta de fragmentacfo para a substéncia 7.
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1L.1.2.6. Determinacfo estrutural da 5,7-diidroxi-2" 4 -dimetoxi-6-

(3"-metil-2""-butenil) isoflavanona (8)

Pela andlise dos espectros de RMN 'H (11T, CDCL/TMS, tabela 2¢
apéndice B; E.92, anexo) e RMN PC (11T, CDCIy/TMS, tabela 30, apéndice E
E.94, anexo) foi possivel verificar que a substincia (8) tratava-se de um

isoflavanona®®

pelos sinais caracteristicos em 8 4,53 (1H, ¢, J= 11 Hgz, H-2¢
4,42 (1H, ad, J=5e 11 Hz, H-2,,); 4,31 (1H, dd, =5 ¢ 11 Hz, H-3) e em § 70,4 (C
2); 46,7 (C-3) e em 197,6 (C-4).

O espectro de RMN 'H mostrou que havia a presenga de dois grupo
metoxilas na molécula pelos deslocamentos quimicos em & 3,79 (3H, s, OCH;)
em 3,81 (3H, 5, OCH;), dois grupos hidroxilas pelos deslocamentos quimicos em
6,15 (1H, 5, OH) e em 12,70 (1H, s, OH); este tltimo indicando que este grup
hidroxila apresentava-se em posi¢o “peri” & carbonila do carbono 4. Foi possive
evidenciar também a presenga do grupo v,y dimetil alil pelo conjunto de sinais em «

1,57 (6H, s, 2xCHs); 3,39 (2H, d, J= 7 Hz) e 5,28 (1H, #, J= 11 Hz); além d

presenca de quatro prétons arométicos pelos deslocamentos quimicos em 8 5,9
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(1H, 5); 6,49 (1H, dd, /=2 e 8 Hz); 6,51 (IH, d, =2 Hz) e em 7,03 (1H, d, = 8
Hz).

O espectro de RMN C mostrou a presenga de 22 sinais correspondendo a
22 4tomos de carbono presentes na estrutura. Pelos experimentos tipo DEPT (90° e
135°, £.95, anexo) foi possivel atribuir 2 multiplicidade de cada atomeo de carbono.

A andlise do espectro de massas de alta resolucfo (quadro 9, pagina 83;
E.101, anexo) e do conjunto de espectros bidimensionais obtidos para a
isoflavanona (8) foram de fundamental importéncia para a elucidacfo estrutural da
substancia. Pelo espectre HSQC (11T, CDCI;/TMS, tabela 27, apéndice B, E.98,
anexo) (correlagio préton-carbono a uma ligacfio) foi possivel atribuir em gquais
atomos de carbono cada hidrogénio estava ligado e pelo espectro de gHMBC (11T,
CDCL/TMS, tabela 27, apéndice B, E.100, anexo) (correlagio préton-carbono a
trés ligagBes) (figura 15, pagina 82) foi possivel atribuir a localizagdo exata dos
substituintes. Apds um amplo levantamento bibliografico realizado, verificou-se
que tratava-se de uma estrutura inédita.

O espectro no IV de 8 (E.91, anexo) apresentou absorcdo a 3423 cm’
caracteristica de grupos hidroxila, a absorgiio em 1509 cm™ confirmou a presenga
do anel aromético e absorgiio em 1638 cm™ indicou a presenca de um grupo
carbonila, enquanto no espectro no UV de 8 (E.90, anexo) as bandas em 233 ¢ 276

nm confirmaram a presenca do nicleo de uma isoflavanona.

Figura 15- Algumas correlagdes do espectro de gHMBC (H-C, °J) para a substincia 8.
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11.1.2.7. Determinacfio estrutural da 5,7,2 -triidroxi-4 -metoxi-6-(3”

metil-2""-butenil) isoflavanona (9)

Pela anédlise dos espectros de RMN 'H (117, CDCly/TMS, tabela 2
apéndice B, E.105, anexo) e RMN “C (11T, CDCly/TMS, tabela 30, apéndice F
E.107, anexo) foi possivel verificar que a substincia (9) tratava-se de um
isoflavanona®®® pelos sinais caracteristicos em & 4,02 (1H, dd, J=5 ¢ 11 Hz, H-3
4,66 (1H, dd, J= 5 e 11 Hz, H-2,,); 4,79 (1H, ¢, J= 11 Hz, H-2,,) e em § 69,5 (C-2
45,0 (C-3) e em 197,1 (C-4), bastante similar a isoflavanona 8 isolada.

O espectro de RMN 'H mostrou que havia a presenca de um grupo metoxil
na molécula pelo deslocamento quimico em 8y 3,74 (3H, 5, OCH,), trés grupo
hidroxilas pelos deslocamentos quimicos em 8 6,80 (1H, s/, OH); 7,80 (1H, s/, OH
e em 12,10 (1H, s, OH); este tltimo indicando que este grupo hidroxil
apresentava-se em posi¢fo “peri” a carbonila do carbono 4. Foi possivel evidenciz
também a presenga do grupo v,y dimetil alil pelo conjunto de sinais em § 1,60 (6F
5); 3,33 (2H, d, /= 7 Hz) e 5,23 (1H, #, /= 11 Hz); além da presenga de quatr
prétons aromaticos pelos deslocamentos quimicos em § 5,98 (1H, s); 6,47 (1H, d
J=2¢8Hz), 649 (1H,d,J=2Hz)eem 731 (IH, d, /=8 Hz).
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m/z 384,1526 (1%

mfz 164,0847 (67%)

i\}c

m/z 1498595 (15%)

—z@ ki
N

m/z 1210856 {23%)

m/z 3291858 {22%:

RDA
{anel )

m/z 165,5883 (6%

N

OH OH

b e

)
¢ o Csor
.OH OH

m/z 1370669 (4%
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OH

I +

OH

mfz 137,0689 (494

Quadro 9 — Proposta de fragmentacio para a substincia 8.
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Com os especiros bidimensionais obtidos para a isoflavanona (9) e pel
espectro de massas de alta resolucfio (quadro 10, pagina 86; E.114, anexo) f
possivel propdr a sua estrutura com bastante seguranga. Pelo espectro HSQC (1171
CDCL/TMS, tabela 29, apéndice B; E.111, anexo) (correlagdo préton-carbono
uma ligacdo) foi possivel atribuir em quais 4tomos de carbono cada hidrogéni
estava ligado ¢ pelo espectro de gHMBC (11 T, CDCL/TMS, tabela 29, apéndic
B; E.113, anexo) (correlagdo préton-carbono a trés ligagBes) (figura 16, pagina 85
foi possivel atribuir a localizag@io dos substituintes. Ap6s um amplo levantament

bibliografico realizado, verificou-se que tratava-se de uma estrutura inédita.

Figura 16- Algumas correlagbes do espectro de gHMBC (H-C, 3J} para a substéncia 9.
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CylE;
mfz 378,1426 (3%) m/z 315,0954 (44%)
i
{angt L}
I OH + _
g .
miz 150,8746 (51 %) m/z 165,0748 {579%)
i\}CHi G}Ki
OH
l OH OH
s} —
CLy Ca
m/z 135,0503 (7%) ( On ~o - Sot
o e arcs inne
mfz 137 8665 (1847}
OH
m/z 17,8551 (5%)

Quadro 10 — Proposta de fragmentacfio para a substéncia 9.

O espectro no 1V de 9 (E.104, anexo) apresentou absorcio a 3370 cm’
caracteristica de grupos hidroxila; a absorgio em 1519 cm™ confirmou a presenca
do anel aromético e absorgdo em 1637 cm’' indicou a presenca de um grupo
carbonila, enquanto no espectro no UV de 9 (E.193, anexo) as bandas em 234 e
276 nm confirmaram a presenga do nicleo de uma isoflavanona. |
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Apéndice B — Dados de RMN dos isoflavondides inéditos

Tabela 12 - Dados de RMN de 'H (11,0 T, CDCl3) da isoflavana 3.

S Maltiplicidade e J (Hz) H
6,72 1H, s H-6"
6,56 iHdJ=8 BE-5
6,52 1H,d,/=8 H-6
6,41 iH, s H-37
6,25 1H, d,J=10 H-4"
5,48 1H, d,J=10 H-3"
5,30 iH, s/ 8-0OH
5,18 iH, sl 7-CH
4,40 1H, ddd, F=2,3¢ 10 H-2eq
4,02 iH,,/=10 H-24
3,81 3H, 5 2°-0CH;
3,48 iH, m H-3
2,99 IH,dd, =11el5 H-4,,
2,89 1H,ddd, =2,5e 15 H-4
1,45 6H, s 2-CH;
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Tabela 13— CorrelagBes observadas nos espectros de HSQC (H-C, 'J) e gHMBC
(H-C,7J) (11,0 T, CDCL;) da isoflavana 3.

By (1) 8¢ (C, ') 5(C, %))
6,72 124,9 (C-6") 158,0 (C-27); 153,0 (C-47); 31,6 {(C-3)
6,56 119,9 (C-5) 141,8 (C-9); 114,8 (C-10); 30,0 (C-4)
6,52 107,6 (C-6) 142,1 (C-7); 131,5 (C-8); 114,8 (C-10)
6,41 99,7 (C-3") 158,0 (C-27); 153,0 (C-4); 120,9 (C-17); 113,9 (C-3)
6,25 121,8 (C-4"") 153,60 (C-47); 124,9 (C-67); 113,9 (C-5); 76,5 (C-27)
5,48 127,8 (C-3"") 113,9(C-57); 76,5 (C-2""); 28,1 (2-CH;)
5,30 - 141,8 (C-9)
5,18 - 107.6 (C-6)
4,40 70,4 (C-2) 141,8 (C-9); 30,0 (C-4)
4,02 70,4 (C-2) 141,8 (C-9); 30,0 (C-4)
3,81 55,5 (2-OCH3) 158,0 (C-2")
3,48 31,6 (C-3)  158,0(C-2");124,9 (C-6"); 120,9 (C-17); 70,4 (C-2) e 30,0 (C-4)
2,99 30,0(C-4)  141,8(C-9); 120,9 (C-17); 119,9 (C-5); 114,8 (C-10); 70,4 (C-2)
2,89 30,0(C-4)  141,8(C-9); 120,9(C-1"); 119,9 (C-5); 114,8 (C-10; 70,4 (C-2)
1,45 28,1 (27-CHy) 127,8(C-3") e 76,5 (C-27")
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"OCH
@ ’
Tabela 14 — Dados de RMN de 'H (11,0 T, CDCl) da isoflavanona 4.
S Muitiplicidade e J (Hz) H

11,93 1H, 5 5-OH
7.81 1H, s/ 2°-OH
737 1H, d,J=8 H-6"
5,62 iH. 4,/=10 H4"
6.53 IH dJ=2 H-3
6,50 1H,dd,J=2¢8 H-5"
5,94 iH s H-8
5,44 iH. 4, J=10 H-37
4,85 1H,#,7=11 H-2¢4
4,71 1H dd, J=5ell H-2.4
3,96 iH.dd, J=5ell H-3
3,77 3H, s 4"-OCH;
1,41 3H, s 27 -CHs
1,39 3H, s 2" -CHjs

Tabela 15 ~ Correlagdes observadas nos espectros de HSQC (H-C, 'J) e gHMBC
(H-C, 3.,1) (11,0 T, CDC(Cl;) da isoflavanona 4.

Sy 8c (') _ 5c
11,93 - 196,6 {C-4); 163,5 (C-7); 162,3 (C-9)
7,81 - 114,8 (C-17); 107,2(C-3")
7.37 127,9 (C-6") 160,7 (C-47); 156,2(C-2); 114,8 (C-17); 103.4 (C-
57
6,62 115,6 (C-4'") 102,9 (C-6); 81,2 (C-2"")
6,53 107,2 (C-3") 160,7 (C-47); 114,8 (C-17); 103,4 (C-5")
6,50 103,4 (C-57) 114,8 (C-17); 1072 (C-3")
5,94 95,9 (C-8) 1623 {(C-9); 102,9 (C-6); 101,2(C-10)
5,44 1251 (C-3") 102,9 (C-6); 81,2 (C-27)
4,85 69,4 (C-2) 1966 (C-4); 162.3 (C-9); 44,7 (C-3)
471 69,4 (C-2) 196,6 (C-4); 162,3 (C-9); 44,7 (C-3)
3,96 44,7 (C-3) 196,6 (C-4); 114,8 (C-1"); 101,2 (C-10); 69,4 (C-2)
3,77 55,5 (4-OCH;3) 160,7 (C-4")
1.41 17,6 (27-CHz) 125,1(C-37); 81.2(C-2")
1,36 17,6 (27°-CHs) 125,1 (C-377); 81,2(C-2"")
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OCH;

{4a)
Tabela 16 — Dados de RMN de 'H (11,0 T, CDCl;) da isoflavanona acetilada 4a.
Su Mutltiplicidade e J (Hz) H
7,09 1H,d,J=8 H-6"
6,74 H,dd,J=2¢8 H-57
6,71 H,dJ=2 H-37
6,41 iH,d,J/=10 H-4"
6,31 iH, s H-8
5,59 1H, d,.7=10 H-3"
4,48 2H, m H-24 & He2ey
3,96 1H,¢ J=11 H-3
3,79 3H, s 4"-OCH;
2,37 3H, s CH3(2-OAc)
2,27 3H, 5 CH;(5-OAc)
1,43 3H, s 27-CHjz
1,42 3H, 5 2-CH,

Tabela 17 — CorrelagBes observadas nos espectros de HSQC (H-C, 'J) e gHMBC

(H-C, ) (11,0 T, CDCL) da isoflavanona acetilada 4a.

Sy 5c () 3¢ (°J)
7,09 132,1 (C-67) 159,8 {C-47); 149.8 (C-2")
6,74 1124 (C-5%) 159.8 (C-47); 108.8 (C-3")
6,71 108.8 (C-39) 159,8 (C-47); 149,8 (C-27); 112,4 (C-17)
6,41 115,7(C-4") 160,2 {(C-5); 80,7 (C-2"")
6,31 102,1 (C-8) 107,9 (C-6)
5,59 128,8(C-3") 107,9 (C-6); 80,7 (C-2"")
4,48 70,6 (C-2) 188.6 (C-4)
3,89 47,8 (C-3) 188,6 (C-4); 70,6 (C-3)
3,79 55,5 (4"-OCH3) 159,8 (C-4")
2,37 27,3 (CH3-2" OAc) 36953* (2-0Ac)
2,27 273 (CH3-5 OAc) 169,0° (5-0Ac)

1,43 22,7 (27"-CHs) 128.8 (C-37"); 80,7 (C-2"")
1.42 22,7 (2"-CH;) 1288 (C-377), 8C,7(C-2"")

=- {Js valores podem ser intercambidveis
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Tabela 18 —Dados de RMN de 'H (11,0 T, CDCl;) do pterocarpano 5.

8 Multiplicidade e J (Hz) H
7,10 1H,d,J=8 H7
6,78 1H, s H-1
6,39 1H,dd,J=2¢$ H-8
6,37 1H,4,J=2 H-10
6,33 1H,d,J=10 4"
5,58 1H,d,J=10 H-3"
5,50 1H.dJ=7 H-11a
5,36 1H, 5 4-OH
4,95 1H, s7 9-OH
4,35 1H,dd, J=5e1l H-6cq
3,66 1H, ¢, 11 H-6,
3,59 1H, m H-6a
1,50 3H, s 2"-CHj
1,46 3H, s 2""-CHs

Tabela 19 — Correlagdes observadas nos espectros de HSQC (H-C, \J) e gHMBC
(H-C,’J) (11,0 T, CDCl) do pterocarpano 5.

S 5c (') 8c ()
7,10 125,0 (C-7) 160,6 (C-10a); 157,0 (C-9)
6,78 118,4 (C-1) 143,7 {C-4a); 140,3 (C-3); 121,8 (C-47); 78,6 (C-
1ia}
6,39 98,4 (C-8) 119,1 (C-6b); 107,7 (C-10)
6,37 107,7 (C-10) 160,6 (C-10a); 125,0 (C-7)
6,33 121,8(C4") 140,3 (C-3)%, 76,6 (C-27)
5,58 1294 (C-37) 116,1 (C-2); 76,6 (C-27")
5,50 78,6 (C-11a) 1184 (C-1); 66,9 (C-6)
5,36 - 143,7 (C-4a)
4,95 - 107,77 (C-10)
435 66,9 (C-6) 143,7 (C-4a); 78,6 (C-11a); 39,5 (C-6a)
3,66 66,9 (C-6) 143,7 (C-4a); 78,6 (C-11a); 39.5 (C-6a)
3,59 39,5 (C-6a) 160,6 (C-102); 66,9 (C-6)
1,50 28,2 (27-CH3) 1294 (C-37); 76,6 (C-277); 27,9 (27°-CH3)
1.46 279 -CHs) 1294 (C-37"); 76,6 (C-277); 28,2 (27" -CH,)
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T

OCH;

Tabela 20 —Dados de RMN de 'H (11,0 T, CDCL) da isoflavana 6.

Sy Multiplicidade e J (Hz) H
7,04 1H, d, J=8 H-37
6,74 iH,d,J=8 H-5
6,53 IH,d,J=8 H-6
6,50 iH,dd, J=2¢e8 H-4
6,38 1H. d,7=2 H-6"
5,66 1H, s 7-OH
4,94 iH, s 2°-OH
4,44 1H,ddd, I=2,3e 10 H-2,4
4,09 IH,, =10 H-2ax
3,93 3H, s 8-0OCH;
3,79 3H, s 5"-0OCH;
3,53 1H, m H-3
3,03 IH,dd, J=11¢15 H-4,
2,93 1H,ddd, J=2,5¢15 H-4.,

Tabela 21 — Correlagdes observadas nos espectros de HSQC (H-C, 'J) e gHMBC
(H-C, )y (11,0 T, CDCly) da isoflavana 6.

Srx $c (L 8 Oy
7.04 1282 (C-3) 159,4 (C-5'); 1542 (C-2)
6.74 124.3 (C-5) 147,5 (C-7)
6,53 107,0 (C-6) 134,8 (C-8); 115,3 (C-10)
6,50 106,0 (C-4") 128,2 (C-3); 102,1 {C-6")
6,38 102,1 (C-6") 119,7 (C-17); 106,0 (C-4")
5.66 - 107,0 (C-6)
4.94 ; 119,7 (C-19)
444 69,9 (C-2) 1472 (C-9); 31,6 (C-3) € 30,5 (C-4)
4,09 69,9 (C-2) 147,2 {C-9); 31,6 (C-3) & 30.5 (C-4)
3,93 61,0 (8-OCH;) 1348 (C-8)
3,79 55,3 (5-OCH;) 159,4 (C-5")
3,53 31,6 (C-3) 1153 (C-10); 69,9 (C-2)
3,03 30,5 (C-4) 147,2 (C-9); 115,3 (C-10); 69,9 (C-2)
2.93 30,5 (C-4) 147.2 (C-9); 1153 (C-10): 69.9 (C-2)
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= S

Tabela 22 ~ Dados de RMN de "C (11,0 T, CDCl;) das isoflavanas 3 e 6.

Carbono S3¢3 Sc6
2 70,4 69,4
3 31,6 31,6
4 30,0 30,5
5 1199 1243
6 107.6 107.0
7 1421 1475
8 131,5 134,83
9 141.8 1472
16 114,8 1153
¥ 120.9 1197
2 158,0 154,2
3’ 99,7 128,2
4’ 153,0 106,0
57 1139 159.4
6 1249 102,1
27 76,9 -
37 127.8 -
47 121,8 -
27-CH;, 28,1 -
8-0OCH; - 61,0
2'-0OCH; 55,5 -
5'-OCH; - 553
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OH
(N OH
Tabela 23-Dados de RMN de 'H (11,0 T, CDCl3) do pterocarpano 7.
Su Multiplicidade J (Hz) H

7.02 1H.4,J=8 H-7
6,86 1H. s H-4
6,70 1H,d,J=8 H-8
6,35 iH, s H-1
6,27 1H,d, /=10 H-4"
5,51 tH, d, J=7 H-1ia
5,48 IH, 4 J=10 H-37
5,36" 1H, s S-OH
5,35 1H, sl 10-OH
4,34 1H,dd, J=5ell H-6¢,
3,73 1H, . =11 H-6,,
3,55 1H, m H-6a
1,42 6H, s 27-CHs

*-(s valores podem ser intercambidveis.

Tabela 24— Correlagdes observadas nos espectros de HSQC (H-C, 'J) e gHMBC
(H-C,”J) (11,0 T, CDCly) do pterocarpano 7.

B oy 8¢ (°D
7,02 121,9(C-7) 143,1 (C-9); 39,5 (C-6a)
6,86 1219 (C-4) 160,2 (C-4a); 154,6 (C-3); 122,0(C-4"")
6,70 109,5 (C-8) 131,5 (C-10a); 144,4 (C-10); 112,5 (C-6b)
6,35 99,5 (C-1) 118,6 (C-2); 114,9 (C-11b)
6,27 122,0 (C-4"") 154,6 (C-3); 76,5 (C-2"")
5,51 78,2 (C-11a) 121,9 (C-4); 114,9 (C-11b); 67,0 (C-6)
5,48 127,7(C-37) 118,6 (C-2); 76,5 (C-27)
5,36 - 121,9 (C-7); 109,5 (C-8)
5,35 . 109,5 (C-8)
4,34 67,0 {C-6) 78,2 (C-11a); 39,5 (C-6a)
3,73 67,0 (C-6) 78,2 (C-11a); 39,5 (C-6a)
3,55 39,5 (C-6a) 121,9 (C-7); 78,2 (C-11a); 67,0 (C-6)
1.42 28,0 (27 -CHy) 127,7(C-3)
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Tabela 25 — Dados de RMN de PC (11,0 T, CDCL) dos pterocarpanos Se 7.

Carbone 8¢5 Sc7
1 1184 995
2 116,1 118,6
3 140,3 154,6
4 133,60 121,9
4a 1437 166,2
6 66,9 67,0
6a 39,5 39,5
6b 119,1 112,5
7 125,0 1219
8 98,4 109.5
9 157,0 143,1
16 1977 144.4
10a 160,6 131,5
1la 78,6 78,2
1ib 112,6 114,9
27 76,6 76,5
3 1264 127,7
47 121,8 122.0
27-CHs 28,2 28,0
27-CH; 279 28,0
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Tabela 26-Dados de RMN de 'H (11,0 T, CDCl;) da isoflavanona 8.

Se1 Multiplicidade J (Hz) H
12,70 1H. 5 5-0H
7,03 1H,d,J=8 H-6'
6,51 1, 4,7=2 H-3"
6.49 1H,dd, J=2¢8 H-5
6,19 1H, s 7-OH
5,87 iH, s H-8
3,28 1H, {, =11 H-27
4,53 1H, 6, J= 11 H-2e
4,42 IH,dd, J=5e1l H-2.
4,31 IH,dd, J=5e1l H-3
3,81 3H, s 4" -QCH;
3,79 3H, s 2"-OCH,
3,39 2H, 4, J=7 H-17
1,57 61, s H-4"eH-5"

Tabela ff:(jéfféiagﬁes observadas nos espectros de HSQC (H-C, 'J) e gHMBC
(H-C,°J) (11,0 T, CDCls) da isoflavanona 8.

S 5c (' 5c (D
12,70 - 161,4 (C-3) € 103,2 (C-10)
7,03 130,7 (C-69) 158,3 (C-2") e 46,7 (C-3)
6,51 99,1 (C-39) 160,7 (C-47); 115,3 (C-17) e 104,6 (C-5")
6,49 104,6 (C-57) 1153 (C-11e99,1 (C-3)
6,19 - 163,7 (C-7); 106,8 (C-6) € 95,2 (C-8)
5,97 95,2 (C-8) 161.5 (C-9) e 103,2 (C-10)
5,28 121,5(C-2"") 17,7(4"-CH; e 5""-CH3)
4,53 70,4 (C-2) 197,6 (C-4); 161,4 (C-9) e 46,7 (C-3)
4,42 70,4 (C-2) 197,6 (C-4); 1614 (C-9) e 46,7 (C-3)
4,31 46,7 (C-3) 1976 (C-4); 158,3 (C-27); 130,7 (C-6") ¢ 70,4 (C-2)
3,81 55,5 (4"-OCH,) 160,7 (C-4")
3,79 55,4 (2-OCH3) 158,3 (C-2")
3,39 2L1{C-17) 163,7(C-T; 139,06 (C-3""); 121,5(C-2"e 106,8 (C-6)
1,57 17,7 (4"-CH; ¢ 5'-CH3) 121.5(C-27)
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balansae (Leguminosae)

Tabela 28-Dados de RMN de 'H (11,0 T, CDCl3) da isoflavanona 9.

5u Multiplicidade J (Hz) H
12,10 1H, s 5-0H
7,80 1H, s7 2°-OH
7,31 1H,d,J=8 H-6"

6,80 1H, 5! 7-OH
6,49 1H,d,J=2 H-3'

6,47 1H, dd,J=2¢8 H-57

5.98 1H, s H-8

5,23 1H, i, J=11 H-2
4,79 1H,1,J=11 H-2eq
4,66 1H, dd,J=5e1l H-Za
4,02 1H, dd, J=5e 11 H-3

3,74 3H, s 4-OCH;
3,33 2H,d,J="7 H-17
1,60 6H, s H-4"" e H-5"

Tabela 29— CorrelagBes observadas nos espectros de HSQC (H-C, 'J) e gHMBC
(H-C, ) (11,0 T, CDCl;) da isoflavanona 9.

B 8c (' 8c ()
12,1 - 161,9 (C-5); 107,4 (C-6); 101,6 (C-10)
7,80 - 155,9(C-27); 114,8 (C-17); 103,2 (C-37)
731 128,3 (C-6") 160,6 (C-47); 155,9 (C-2); 103,2 (C-3)
6.80 - 95,5 (C-8)
6,49 103,2 (C-37) 160,6 (C-4); 155,9 (C-2 ¥ 107,1 (C-57)
6,47 107,1 (C-59) 160,6 (C-47); 155,9 (C-27); 103,2 (C-3")
5,98 95,5 (C-8) 164,9 (C-7); 161,0 (C-9); 107,4 (C-6); 101,6 (C-10’
5,23 121,2(C-2"") 1074 (C-6); 16,1 (47-CHs e 57-CHjs)
4,79 69,5 (C-2) 197,1 (C-4); 161,0 (C-9); 114,8 (C-1)
4,66 69,5 (C-2) 197,1 (C-4); 161,0 (C-9); 114,8 (C-1")
4,02 45,0 (C-3) 197,1 (C-4); 1559 (C-27); 128,3 (C-6"); 114,8 (C-17
3,74 55,3 (4-OCH») 160,6 (C-4"
3,33 21,0(C-1") 161,9 (C-5); 139,0 (C-37); 121,2 (C-2""); 107,4 (C-¢
1,60 16,1 (47-CHz e 5" -CH) 121,2(C-277)
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s

Tabela 30 — Dados de RMN de PC (11,0 T, CDCL;) das isoflavanonas 4, 4a,8e 9.

Carbono

§C 4 5C da 5(} 8 5@ 9
2 694 70,6 70,4 69,5
3 44,7 47,8 46,7 45,06
4 196.6 1886 197.6 1971
5 1590 160,2 161,4% 161.9
6 102.9 1467.9 106,8 1074
7 1635 160.2 163,7 164,9
8 G5.9 102,1 95,2 95,5
9 1623 163,5 161,5% 161,0
10 181,2 102,1 103,2 101,6
1’ 1148 1124 115.3 114,8
2’ 1562 149.8 158.3 155.9
3 107,2 108,8 99,1 103,2
4’ 160,7 159,8 160,7 160,6
5 103,4 1124 104,6 1071
6 127,9 132,1 130,7 128,3
1 - - 21,1 21,0
27 81,2 80,7 1214 121,2
37 125,1 128,8 139, 139,60
47 115,6 1156 17,7 16,1
57 - - 17,7 16,1
27 -CHs 17.6 22.7 - -
2-0CH; - - 55,4 -
4"-0CH; 55,5 55,5 55,5 53.3
5-0C0OCH; - 169.3* - -
2"-0C0OCH; - 169,0* - -
5-0C0OCH; - 273 - -
2-OCOCH; - 273 - -

=-{J3 valores podem ser intercambifveis
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CaPITULG U - ANALISE QUIMIOTAXONOMICA Estudo fitoguimics de Herleyodendron unifsliolatum ¢ Holpcalyx
balansae (Leguminesas)
b e

Ha mais de 10 anos j& se estimava em cerca de 100 mil o nimero de
metabdlitos secundarios conhecidos, em plantas™. Por outro lado, os PTimeiros
trabalhos sobre a aplicacdo envolvendo a ocorréncia destes metabélitos, para fim de
classificagdo dos vegetais que os produzem, remotam guase a0 tempo em que se
veio conhecer a estrutura molecular: Lindley (1830)®' por exemplo, usou a presenca
de glicosidios cianogénicos, para separar Amygdaleae (presenca) de
Chrysotalansae (auséncia).

Mas foi principalmente com o desenvolvimento das técnicas analiticas
(cromatografia) a partir da década de 50, o que proporcionou o formidével
desenvolvimento da quimiotaxonomia. Harborne considera o periodo dureo de
quimiossistematica de plantas, as décadas compreendidas de 1965 até 1985. Nomes
como Bohlmann, Gottlieb, Harborne, Hegnauer, Heywood, Turner, Swain e muitos
outros, tornaram-se familiares a todos nés, justamenie a partir dos anos 60. E tal foi
a prolixidade dos trabalhos sobre quimiossistematica, que ao final da década de 80,
o professor Gottlieb alertava para o fato da presenca ou auséncia de determinadas
classes de substincias naturais nas plantas, deveria ser interpretada com cautela;
embora reconhecesse que a presenga predominate de flavondides no &mbito da
familia Leguminosa, continua sendo altamente proficiente nas revisdes
taxondmicas.

E importante portanto, fazer algumas consideracdes sobre a divisfio dos

flavonoides e sua biossintese.
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CAPITULO I - ANALISE QUIMIOTAXONOMICA Estude fitoguimico de Harleyodendron unifoliolarum ¢ Holocalyx
balansae {Legame)

1.1, Os Flavondides

(Js compostos fendlicos representam uma larga classe de substincias
orgénicas. No reino vegetal, sfo conhecidos cerca de 8000 substfncias fendlicas®
que por sua vez classificam-se de acorde com o nimero de carbonos em seu
esqueleto basico. Todas as plantas verdes contém algum tipo de composto fendlico.
A tabela 31, pagina 105 ilustra as principais classes de compostos fendlicos.

Os flavonéides representam uma das mais importantes classes de compostos
fendlicos conhecidas, sendo encontrados em todas as partes da planta, como rafzes,
caules, folhas, flores, frutos e sementes, apresentando amplas funcBes biclégicas,
que vdo desde a cor das flores, protecBo contra radiacdo U.V,, até interacBes
biolégicas complexas com outros organismos®,

Estes metabolitos secundérios possuem um esqueleto basico formado por
unidades Cg-C3-Cy (bis-aril-propandide), sendo gue o anel A é formado por trés
unidades de C, de acetil ou malonil coenzima A e o anel B formado a partir do
aminoacido fenilalanina, que por sua vez € resultante no metabolismo primério da
glicose, pela rota do 4cido chiquimico®™®. Durante a formacéo da chalcona, a
presenca de uma redutase resulta na eliminacdo da hidroxila no carbono C-5,
formando os flavondides 5-deséxi®, evidenciando a facilidade biossintética na
producdo de moléculas com substituintes oxigenados nos carbones C-7,C-9,C-4" ou
C-5,C-7,C-8.C-4" (figura 17, pagina 103).
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balansae (Leguminosae)

COOH
Fenilalanms
:‘: Amonia-Liase
..______..»
HO"
HOOC NH’: HOOC
Acido ch:qulmlco Fenilalanina Acido cingmico Acido d-cumdrico

CoA-H
3 AeCoA $-cumaratn-UoA-ligase
H.O

RS ’&«H
Coa

Chalcona
Singass

Chalcong

CoA-H Siatase

- Flavanon
FIAVANDGNS i{igqhzg@
Siniase o

4-Hidroxiaurona

5-Hidroxifiavanona 3-Desoxiflavanona

Figura 17- Origem biossintética dos flavonoéides 5-hidréxi e 5-desoxi.
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CAPITULO i — ANALISE QUIMIOTAXONOMICA Estudo fitoguimico de Harlevodendron unifoliolatum ¢ Holocalyx
batansae {Lepuminosae)

i1.2. Os Isoflavondides

Os isoflavondides s@o compostos flavonoidicos derivados do esqueleto 1,2
difenil propano. Os isoflavondides sde biogeneticamente originados a partir das
chalconas, com a participacfo da enzima chalcona isomerase, onde séo sintetizadas
as flavanonas. Na seqiiéncia, com a participagdo do citocromo P-450 e cofatores,
ocorre a migragio 1-2 do anel aromatico®, seguida da eliminagio de agua pela acdo
de uma desidratase levando as isoflavonas (figura 18, pdgina 105), primeira classe
dos isoflavondides. Os isoflavondides podem ser encontrados em diversas partes da
planta como folhas, sementes, raizes, caules e flores.

A diversidade estrutural dos isoflavonoides naturais depende dos seguintes
fatores: a) modificagfo estrutural do esqueleto ciclico (que resulia na formsgio dos
tipos de isoflavondides naturais conhecidos); b) oxigenagdo dos carbonos
arométicos; ¢) C- ou O- alquilagio, metilagéo e isoprenilago e d) modificagio dos
substituintes®. Encontra-se dentro dos isoflavonéides naturais nove classes, dentre
elas as isoflavanas, as iscflavanonas, as isoflavonas e os pterocarpanos (figura 19,

pagina 106) onde se enquadram os compostos isolados neste trabalho.
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n° de Atomos de C | Esqueleto basico Classe de substidncias
6 Cs Fendis simples
7 Ce-Cy Benzogquinonas
8 Ce-Cy Acidos fendlicos, acetofenonas
g CeCs Acidos fenilacéticos e hidroxicinimicos
9 s Cuomarinas, isocumarinas
16 Cs-Cy Naftoguinonas
i3 Ce-C1-Cy Xantonas
14 Ce-Cr-Cs Stilbenos, antraguinonas
is Ce-Cr-Cq Flavondides, isoflavondides
18 {(Ce-Cad Lignanas
30 {Ce-C5-Cyy Biflavondides

Tabela 31- Principais classes de compostos fendlicos™.

Figura 18- Mecanismo de migragio 1-2 do anel aromatico.
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laoflavona

O
HO

isoflavanona

Rotendide

HO

isoflavana

T

isoflavan-3-eno 3-Arilcumaring Cumesiano

Figura 19- Derivados biossintéticos das isoflavonas.




CAPITULO 1 —~ ANALISE QUIMIOTAXONOMICA Estudo fitequimice de Harleyodendron unifoliclaium ¢ Holocalyx
batansae (| eguminosae)

10.2.1. As Isoflavanas

As isoflavanas sfio compostos bastante raros na natureza, sendo conhecidos
em levantamento bibliografico no Chemical Abstracts (1907-2004) e no Web of
Science (1945-2004), 62 substéincias® (tabelas 32 e 33, paginas 107 e 108) sendo

que aproximadamente 25 delas possuem estruturas similares a isoflavana abaixo®

(figura 20, pagina 107).

Figura 20-Estrutura da isoflavana arizonicanol A.

Classe de isoflavondides Total de complexos | simples | 5-OH | 5-H
compostos
Isoflavonas 334 170 123 190 103
Pterocarpandides 152 78 74 1% 136
Rotendides 72 54 8 18 44
Isoflavanonas 74 38 36 47 27
Isoflavanas 62 28 34 8 54
Cumestancs 45 22 19 8 33
3-Arilcumarinas 22 19 3 17 5
Isoflavondides Oligoméricos 22 - 22 2 20
Cumaronocromonas 14 i3 1 i4 0
Isoflav-3-eno 11 2 9 1 10
Total 808 424 329 321 432

Tabela 32-Isoflavondides encontrados em plantas terrestres: em plantas
Leguminosas®.
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Classe de isoflavonéides complexos |simples 5-OH |5-H
Isoflavonas 16 48 52 6
Pterocarpandides 2 2 o 4
Rotendides 2 11 i2 i
Isoflavanonas - - - -
Isoflavanas - - - -
Cumestanos - 5 4 1

3-Arilcumarinas - - - -

Isoflavondides Oligoméricos - - - R

Cumaronocromonas - - - .

Isofiav-3-enc - - - -

Total 14 66 68 12

Tabela 33- Isoflavonéides encontrados em plantas terrestres: em plantas ndo

Le gminesasés.

As isoflavanas como a relatada na figura 20 apresentam normalmente
substituintes como grupos hidroxi/metoxi nas posigbes 7, 2° ¢ 47 , menos
fregiientemente nas posicbes 8 e 3°®. Existem relatos na literatura onde as
isoflavanas sdo empregadas como agentes antitumorais ¢ fungicidas na medicina

popular chinesa’’.

11.2.2. As Isoflavanonas

As isoflavanonas também sfo substincias de baixa ocorréncia, sendo
conhecidos em levantamento bibliografico até o ano de 2005, 74 substdncias
(tabelas 32 e 33)*. Possuem ocorréncia um pouco maior que as isoflavanas, porém
bem menos que as isoflavonas, a classe de isoflavondides com maior niimero de
representantes. Sdo derivadas biossinteticamente das isoflavonas (Figura 21, pagina
109).
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Figura 21-Estrutura béasica das isoflavanonas.
11.2.3. Os Pterocarpanos

Apds as isoflavonas, os pterocarpanos formam o segundo maior grupo de
isoflavonoides mnaturais com cerca de 200 compostos ndo glicosilados
caracterizados. Os pterocarpanos contém um sistema de anel tetraciclico derivado
do esqueleto basico dos isoflavondides com formacgo da funcgfo éter pela ligacfo
entre as posigdes 4 e 2°. Os pterocarpanos subdividem-se em pterocarpanos, 6a-
hidroxi pterocarpanos e pterocarpenos (Figura 22, pagina 110).

Embora os pterocarpanos contenham dois centros assimétricos, somente ©
6aR, 11aR e 6aS e 11aS sf8o estericamente possiveis. Estudos computacionais
mostram que a fusdo trans entre os anéis C e D é muito menos favorivel que a
fusfio cis’' por conferirem maiores tensdes & molécula. A conformagio mais estivel
do anel C, confirmada por RMN 'H ¢ a meia cadeira’’, com os carbonos C-6 e 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-6axial ™",
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balansee (Leguminosae)

Plerocarpano Ba-Hidroxipterocarpano Plerocarpeno

Figura 22- Principais classes de pterocarpanos.

Muitos pterocarpanos e isoflavanas destacam-se como fitoalexinas, que sio
substéncias de defesa, produzidas pelas plantas quando atacadas por fungos ou
bactérias potencialmente patogénicos.

As fitoalexinas sfio, de fato, um subgrupo especial daqueles compostos
coletivamente chamados de “metabdlitos de estresse”. Este termo é aplicado a
algumas substéncias (independentemente da sua atividade antimicrobiana) que
acumulam nos tecidos de uma planta apds sua exposicéo a agentes elicitores vivos
ou antibidticos. '

Fitoalexinas tem sido obtidas de uma variedade de grupos de plantas. Os
compostos com atividade fitolaxinica de uma familia, freqiientemente, diferem de
outros tanto em termos de estrutura como de sua origem biossintética”. Espécies
pertencentes a subfamilia Papilioncideae geralmente produzem um ou dois (as
vezes viarios) isoflavondides que atuam como fitoalexinas em resposta de defesa a
uma invasdo microbiana. InvestigacSes em Papilionoideae tem confirmado sua
grande habilidade para produzir fitoalexinas isoflavonoidicas. A medicarpina, um
isoflavonodide pertencente & classe dos pterocarpanos ¢ uma das fitoalexinas de

maior ocorréncia nas espécies Papilionoideae,
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§1.2.4. As isoflavonas

As isoflavonas constituem o maior grupo de isoflavonoides, com mais de 334
compostos descritos na literatura, dos quais cerca de 88% estfio presenies em
espécies da familia Leguminosae. Apesar da restricio botanica, obviamente por
motivos biossintéticos, as isoflavonas, apresentam alta diversidade estrutural, sendo
descritos na literatura cerca de 40 padrBes diferentes de oxidagfio™,

Os substituintes mais comuns das isoflavonas s8o os grupamentos hidroxila,
metoxila, metilenodidxido onde sfc freqlientes as estruturas (-3-desOxi e as
hidroxiladas nas posicdes C-6 e C-27, além das jé esperadas C-7 e C-4".

As concentragbes destes compostos s8o relativamente maiores nas
leguminosas (quase que exclusivamente) e, em particular, na soja (Glicine max).
Assim, as dietas ocidentais, pobres em produtos de soja, possuem conteido
baixissimo de isoflavonas. As principais isoflavonas encontradas na soja e produtos
de soja sfo a daidzeina, a genisteina e a gliciteina (Figura 23, pagina 113}, as quais
apresentam-se como varias formas de conjugados glicosidicos, dependendo da
extensic do processamento ou fermentacfio. Do total de isoflavonas, dois tergos s@o
de glicosideos conjugados de genisteina, sendo o restante composto de conjugados
de daidizeina e pequenas quantidades de gliciteina. J4 nos produtos fermentados de
soja, predominam nfo so a genisteina, mas também a daidizeina, devido a acdo de
glicosidases bacterianas. Sendo assim, a maior parte da proteina de soja que €
utilizada pela indastria de alimentos contém isoflavonas em concentragdes variadas
(0,1-3,0mg)’®.

As isoflavonas estio presentes nos alimentos ligadas a aciicares e beta-
glicosideos. Nesta forma, ndo sdo absorvidas pelo organismo humano, devendo ser

clivadas antes de serem absorvidas. Somente as isoflavonas livres sem a molécula
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CAPITULO K — ANALISE QUIMIOTAXONOMICA Estude fitoguimico de Harleyodendron unifoliviatum e Helecalyx
balansae {Leguminosae)

de acglcar, as chamadas agliconas, sfo capazes de atravessar a membrana
plasmatica. Enzimas hidroliticas de bactérias intestinais sdo responsaveis por estas
reagbes. No himen, as bactérias convertem grande parie dessas agliconas em outras
moléculas.

Existe uma variabilidade considerdvel na eficiéncia digestiva das
isoflavonas. Somente as formas agliconas sfo absorvidas pela barreira epitelial do
intestino, a qual ocorre passivamente via micelas. Apds a absorgéo, estas moléculas
sdo incorporadas nos quilomicrons, que as transportam ao sistema linfatico antes de
entrar no sistema circulatério. Os quilomicrons distribuem as isoflavonas em todos
os tecidos extra-hepéticos, onde irfo exercer seus efeitos metabolicos, antes de
retorna-las ao figado, como guilomicrons remanescentes. A retomada das
isoflavonas circulantes do sangue ocorre passivamente e todas as células que
contém receptores para estrégenos potencialmente podem ser influenciadas por
essas moléculas. Quando estas moléculas s3o secretadas na bile pelo figado, parte &
reabsorvida pela circulaclo entero-hepatica e parte é excretada pelas fezes' .
Contudo, a eliminagBio urindria das isoflavonas € maior e corresponde a
aproximadamente 10 - 30% da ingestdo dietética.

Os efeitos das isoflavonas variam de tecido para tecido & em cada tipo, estas
apresentam afinidade por receptores especificos’™. Tais efeitos ainda nfo sio
suficientemente elucidados a nivel molecular. Entretanto, estudos tem demonstrado
que as isoflavonas possuem mecanismos gerais de a¢fio que podem interferir no
metabolismo de muitos nutrientes, inclusive no metabolismo daqueles nutrientes
relacionados aos processos bioquimicos de doencas crénicas tais como o céncer, ©
diabetes, as doencas cardiovasculares, a osteoporose, como principais.

O mecanismo de aglo geral das isoflavonas proposto, inclui efeitos
estrogénicos ¢ anti-estrogénicos, regulaco da atividade de proteinas

(especialmente das tirosina quinases), regulacio do ciclo celular e efeitos anti-
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oxidantes.

Apesar de ndo existir recomendagfo dietética para as isoflavonas, as
pesquisas tem demonstrado gue existern muitos beneficios em se aumentar ©
consumo de alimentos ricos nestes compostos’ . Estudos em humanos, animais e
sistemas de culturas de células sugerem que as isoflavonas, especificamente a
genisteina e a deidzeina desempenham um papel importante na prevencio de
doencas crénico-degernerativas tais como, osteoporose, doencas do coragéo e
céncer.

Em humanos, estudos epidemiolégicos claramente mostram uma maior
incidéncia de alguns tipos comuns de céncer (por exemplo: mama, prostata e colon)
e doengas cardiovasculares nas populacSes ocidentzis expostas a limitadas
quantidades de isoflavonas de soja (por exemplo: daidzeina e genisteina) na dieta.

Evidéncia adicional para protegiio comtra o céncer e doencas cardiacas,
resultantes da administrac8o de isoflavonas de soja, tem sido verificada em varios
modelos experimentais com animais. As isoflavonas podem também prevenir a
perda Ossea pos-menopausa e a osteoporose. Efeitos da genisteina na regulagfo da
secrecdo de insulina também tem sido demonstrados”™. Os mecanismos pelos quais
as isoflavonas podem exercer estes efeitos parecem depender, em parte, das suas
propriedades  agonistas-antagonistas dos estrégenos. QOutros mecanismos
hipotéticos poderiam derivar de outras propriedades bioquimicas, tais como

inibicfo da atividade enzimatica e efeito anti-oxidante.

HO

Genisteina

Daidzeina Gliciteina

Figura 23- As principais isoflavonas encontradas na soja.
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Salansae (1 eguminosae)}

IL.3. Metabdolitos Especiais & Evolucio Vegetal

Segundo a proposta dos autores Gottlieb & Borin (1996)%, a evolucdo do
metabolismo vegetal pode ser avaliada pela detecgio de dois processos: disparidade

de metabolitos e diversidade de metabdlitos.

I1.3.1. Disparidade (substituicio de vias metabélicas)

A substitui¢8o de metaboélitos derivados da rota do 4cido chiguimico (CH)
por metabdlitos derivados da rota do acetato (AC) é uma tendéncia evolutiva. Essa

tendéncia evolutiva € avaliada da seguinte forma:

CH%= _ NO(CH) x100 ACY%= NO (AC) x100
NO (CH) + NO (AC) NO (CH) + NO (A0)

Pela aplicagfio destas férmulas, quanto maior o valor de AC%, mais evoluida
€ a espécie. Neste célculo o valor de NO (nmero de ocorréncias), mostra o grau de
relevancia de um metabdlito dentro de um téxon. A normalizagdo dos dados pode
ser feita através da divisdo do niimero de ocorréncias pelo niimero de espécies do
téxon que apresentam o tipo de metabdlito em questio (NO/sp).

Os metabglitos minoritarios nfio s8o considerados ja que se quer analisar uma
tendéncia geral. Os metabélitos de ocorréncia geral que nfo fornecem uma

indicagfo significativa também nZo sdo considerados.
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boignsee (Legnminosae)

11.3.2. Diversidade causada pelo incremento no nivel oxidative dos

produtes de cada categoria metabélica (Teoria Redox)®

A cada ataque de um inseto ou predadores naturais a parede celular vegetal €
invadida pela atmosfera gerando dentro da célula unidades ativas de oxigénio
danosas e altamente reativas. O cardter destrutivo destas espécies moleculares
permitiria propor que os metabdlitos especiais funcionem como antioxidantes. Os
principais atributos dos metabdlitos especiais s8o polaridade, pequena massa
molecular, meia vida curta, reatividade guimica (variabilidade -estrutural),
ocorréncia esporadica e potencial antioxidante. Na familia Leguminosae os
isoflavondides (figura 19, pagina 106) estdo entre as substincias que teriam as
condi¢Ges de agir como antioxidantes.

Esses metabolitos em geral possuem hidroxilas fendlicas livres e podem
sofrer um grande ntimero de modificagfes que levariam a uma grande variedade de
derivados aumentando a capacidade de defesa.

Nas reacfes envolvidas observa-se a liberagfo de atomos de hidrogénio e um
aumento de conjugacdc que ¢ obtido através de um aumento de planaridade. E o
que ocorre, por exemplo, na transformacfo de pterocarpanos em pterocarpenos
{figura 22, pagina 110).

Assim, a simples presenca de um composto ndo implica que ele seja um
marcador. O que caracteriza o marcador € a presenga de uma variedade de
compostos advindos de um mesmo precursor e geralmente resultantes de reacfes de

oxidacdo e metilagdo.
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I1.3.3. Utilidade e Clculo de indices Quimicos

De acordo com Simmonds (1998)% 2 ordem evolutiva das especies dentro de
uma classe é avaliada pela complexidade de seus metabdlitos secundérios.
Geralmente supdem-se que uma espécie mais evoluida produza metabdlitos mais
elaborados, cuja biossintese exija um ntimero maior de etapas.

Sendo assim, para uma avaliagio precisa seria necessario que se
comprovasse a rota biossintética proposta o que a maioria das vezes é praticamente
impossivel. Entretanto, a metodelogia proposta por Gottlieb & Borin (1996)*°
dispensa o conhecimento detalhado da rota biossintética para gue se calcule indices
quimicos que permitam determinar a ordem evolutiva da espécie dentro de sua
classe. O que ¢ necessario saber é se o metabolito vem da rota do acido chiguimico
ou da rota do acetato (ou mevalonato) ou, para flavonéides e isoflavondides, de rota
mista, j& que um indicativo de evolugdio, como j4 foi mencionado, é a substituigdo
de uma rota pela outra. Como evolucio estd relacionada a diversificagdo, “o
aumento do nivel de oxidacfio ou a oxigenacio de uma substincia potencia a
diversificacdio dos seus derivados™® ¢ ¢ outro indicativo de evoluciio dentro do
taxon.

A primeira etapa desta metodologia consiste em relacionar através de um
levantamento bibliogrifico minucioso os metabélitos do tipo em analise que
ocorrem no género em questio e compard-lo com um precursor comum 20s

metabolitos encontrados. Portanto, em Harleyodendron e Holocalyx serio

considerados os isoflavonéides isolados (figura 8, capitulo 1, pagina 53).
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11.4. Analise Quimiotaxondmica do Ramo Lecointea por Marcadores

Quimicos

Como j& foi descrito na introducBo desta tese, o ramo Lecointea é
pertencente 4 tribo Swartzieae, uma das 30 pertencentes a familia Leguminoseae.
Dentro deste ramo, apenas uma espécie do género Zollernia (Zollernia

. \82,83,84 ;. x ) . "
paraensis)’” 8. uma espécie do género Lecointea (Lecointea hatschbachih)® e a

espécie Holocalyx balansae®™

{pertencente ao género Holocalyx) foram estudadas
fitoquimicamente.

Dentro das substincias isoladas e identificadas destas espécies, o0s
isoflavonodides isolados (figura 24, pagina 118) podem ser considerados para os
calculos dos indices quimicos em fung8o do grau de oxidacio e do grau de
metilacdo.

Os flavonoides, quando usados como marcadores quimicos, podem ser
avaliados quanto ao grau de oxidacio e quanto ao grau de metilacsio®®. Esta
avaliacdo permite calcular o indice de oxidacéo (O) e o indice de metilagdo (Me)
dos flavondides. As médias aritméticas dos valores de “0” e “Me” das substincias
de cada espécie constituem os pardmetros de avango evolutivo AE, e AEy. da
espécie. Tendo em vista que estes célculos exigem a escolha de um precursor
comum para as estruturas escolheu-se o isoflavondide cuja estrutura encontra-se

ilustrada na figura 25, pagina 119.
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SocH;
Formonetina (IX)

“OCH;
7-Hidroxi-4-metoxiisoflavanona (X}

ou
Isoliquiritigening (XIII} 5,74 -Trihidroxi-3 -metoxiisoflavona (3{TV} 2,4,2 -Trihidroxi-4 -metoxibenzil {XV)

OCH;

3,9-Diidroxi-7,c,0-dimetilalil- 10-metoxicumestano (XVII) Isosojagol (XIX)

Figura 24- Sybsténcias isoladas de Zollernia paraensis (VII-XV) e Lecointea
hatschbachii (XVI-XIX).
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Figura 25- Precursor utilizado neste trabalho para os célculos apresentados.

J1.4.1. Calculos de indice de oxidacfo para os isoflavondéides

O célculo do valor do indice de oxidaco do isoflavondide se calcula a partir
das ocorréncias mencionadas abaixo e observadas no metabélito em anélise, em

relacfio ao precursor da figura 25, pagina 115:

~Cada grupo oxigenado adicional +1
-Auséncia de grupo oxigenado | -1
-Grupo metilenodioxi no anel +1
-(rupo v,y ou ¢,a dimetilalila 0
-Dupla ligacfio adicional ou hidroxila adicional +1

-Ciclizac8o para dimetilcromeno ou isopropenilidrofurano +1

11.4.2. Calculos de indice de metilacio para os isoflavonéides

O célculo do valor do indice de metilacfo do isoflavondide se calcula a partir
das ocorréncias mencionadas abaixo e observadas no metabdlito em anélise, em

relacdo ao precursor da figura 25, pagina 115:

-Prenil 0
-OMe ou -0,-CH,- +1
-OH - 1.
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balonsae (Leguminosae)

[1L.1 Introducio

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas vem desde as
antigas civilizacdes. Por um longo periodo, produtos de origem vegetal, animal e
mineral constituiam a fonte mais importante de drogas®. A revolugio industrial € o
desenvolvimento da quimica orgénica resultou em uma preferéncia por produtos de
origem sintética no tratamento farmacoldgico. Cerca de 50% dos medicamentos
utilizados s80 de origem sintética, pelo isolamento de modelos estruturais para o
desenvolvimento de novos derivados modificados gue possuem uma maior
atividade e/ou menor toxicidade e cerca de 25% sfo origindrios de plantas, isolados
diretamente ou produzidos por sintese a partir de wm precursor vegetal. No entanto,
nos Gltimos anos o interesse pelos medicamentos de origem vegetal voltou a
crescer, acompanhado de um aumento significativo nos investimentos em
pesquisa’’. Estima-se que os produtos naturais estejam envolvidos no
desenvolvimento de 45% de todas as novas drogas™®.

Nos anos recentes, tem sido muito grande o interesse em terapias alternativas
€ no uso terapéutico de produtos naturais, especialmente os que sio derivados de
plantas””*?, Este interesse em drogas originarias de plantas tem diversos motivos,
pode-se citar entre os principais: a) a medicina convencional muitas vezes pode ser
ineficiente (baixos efeitos na cura ou terapia inefetiva); b) uso abusivo e/ou
incorreto de drogas sintéticas, resultando em efeitos colaterais e outros problemas;
¢) uma grande porcentagem da populacdo mundial nfio tem acesso ao tratamento
farmacoclogico convencional; d) a medicina popular sugere que os produtos naturais
sdo curativos.

A investigacio fitoquimica € um passo fundamental na procura de

substdncias com atividades bioldgicas, e no entanto sabe-se que cerca de 360.000

especies vegetais de todas que existem sobre a superficie da Terra (cerca de
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380.000)” ndo possui nenhum estudo desta natureza,

Muitas vezes a busca por substéncias com potenciais atividades biolégicas é
guiada por informacdes a respeito sobre o uso de determinadas plantas na medicina
popular, quimioctaxonimicas, biomonitoramento e outras formas de selegio, mas
em face ao pequeno niimero de plantas estudadas é muito provével que novas
substéncias com potencial promissor venham a ser descobertas de forma totalmente
aleatoria, devido a pesquisa em plantas pouco conhecidas ou de dificil acesso.

A descoberta de novas drogas para o tratamento de vérias enfermidades,
como por exemplo o céneer, representa uma grande necessidade da humanidade e
as substéncias de origem vegetal constituem uma rica fonte parz o desenvolvimento
de novos principios atives mais eficientes no tratamento destas doengas™ ",

Os flavondides constituem uma classe de produtos naturais que possuem
uma grande diversidade de propriedades bioldgicas, tais como as atividades
antioxidante™®’; anticarcinogénica’> 1% antiestrogénica e estrogénica'’ "
antimicrobiana”' "> 194105106, 4o prevengdo de doengas coronareas'”’; do stress'®!®
e anti-HIV'"’, Possuem também um importante papel como barreira quimica contra
Microorganismos invasores.

As plantas sfio as principais fontes de produtos naturais biologicamente
ativos. Uma planta produz milhares de substéncias diferentes, em que apenas uma
pequena parte € responsével pela sua atividade biolégica. Muitos compostos
naturais s#o caracterizados e publicados sem que sua atividade biolégica tenha sido
testada. Muitas vezes isso ocorre devido ao custo ou complexidade do ensaio.

Neste trabalho, os extratos obtidos das raizes de Harleyodendron
unifoliolatum e Holocalyx balansae, bem como os isoflavonéides 1-9 isolados
foram avaliados quanto aos seus potenciais citotdxico e antimicrobiano (ensaios
preliminares de letalidade com Arremia salina, de bioautografia e concentracio

inibitdria minima CIM).
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R e R

111.2 Materiais ¢ métodos

115.2.1 Letalidade com Artemia salina

O ensaio de avaliagBio da toxicidade foi realizado segundo a metodologia
descrita por McLaughlin e colaboradores''".

O teste € feito com larva do crusticeo Artemia salina e tem sido utilizado
como indicador de toxicidade tanto para screening de substincias com atividade
anti-tumoral, como para substincias com -atividade pesticida. Este teste &
considerado um teste rapido, barato e bastante facil de ser executado.

Também denominade “Brine Shrimp Letality Test” (BST), o teste tem a
vantagem de utilizar individuos vivos bem pequenos e em pequena quantidade.
Valores de CLso< 1000 pg/mlL sSio considerados significativos para extratos
brutos’*,

Este bioensaio apresenta uma correlacfio positiva com os ensaios sobre
células 9 kb (carcinoma nasofaringeo humano p=0,036 e kappa=0,56), onde os
valores de EDsy para citotoxicidade sSo geralmente préximos a uma décima parte
dos valores CLs, encontrados nos bioensaios com Arfemia saling, conforme
observado por McLaughlin'"' e citotoxicidade sobre células cancerosas P-388,
observado por Meyer e colaboradores' ™.

Ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir em solugio de sal
marinho (38¢/L), num pequeno recipiente coberto parcialmente, pois as larvas
possuem fototropismo positivo (sdo atraidas pela luz). Este sistema foi deixado em
repouso por 48h para que os ovos se convertessem em larvas tipe nauplii.

s extratos hexénico, clorofdrmico e metandlico das raizes de

Harleyodendron umifoliolatum e os extratos hexénico, diclorometinico e
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metanolico de Holocalyx balamnsae foram pesados e diluidos em solventes
apropriados (esquema 5, pagina 127). A partir desta solu¢iio preparou-se trés
conjuntos de diluigio para serem testados conforme ilustrado no esquema 6, pagina
127. Apos a evaporagdo do solvente, cada um dos nove frascos recebeu uma gota
de dimetilsulféxido (DMSQ), para solubilizar a amostra, cerca de 3 mL de solucio
de sal marinho, 10 larvas de Artemia salina e o volume foi ajustado para 5 mL
resultando solugBes de concentracbes de 1000, 100 e 10 pg/mL, em triplicata. Os
nove frascos testes e um frasco branco de controle foram deixados em repouso e
descobertos e, apos 24 horas procedeu-se 2 contagem do nfimero de larvas
sobreviventes. A cafeina foi utilizada como controle positivo neste ensaio, sendo as
concentragBes utilizadas de 1000, 100 e 10 pg mL™ (306 pg mL ™)™,

Os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico Probit''* e
calculadas a CLs; dos extratos.

126




CapiTULo 1B - ENSAIOS BIOLOCICOS Estude fiteguimice de Harleyodendron unifeliolatum o Holocaly
balansae {Leguminosas)

20 mg + 2,0 mL MeOH

0,2 mi. + 1,8 mL. MeOH

0,5 mi.

| 02 ml + 1,8 mL MeOH

Esquema S-procedimento para diluig8o da amostra no teste contra Arfem
salina.

Ovos de Artemis salina

Sol. Salina 3,5%
48 h sob luz

1 Larvas tipo Nauph ©

Calculo de ED,
Método: Probit

10 larvas em cada
frasco teste

Contagem dos sobrevive:

Hsguema 6-Procedimento do teste contra Artemia salina.
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111.2.2 Bioautografia

(s extratos hexénico, cloroférmico e metanélico das rafzes de
Harleyodendron unifoliolatum e os extratos hexénico, diclorometinico e
metanolico das raizes de Holocalyx balansae, assim como os isoflavondides 1-9
foram submetidos ao ensaio de bicautografia segundo metodologia de Saxena''
com algumas modifica¢Ses por Magalhfes e colaboradores''®.

Este bioensaio combina as técnicas de cromatografia em camada delgada ¢
aglo fungistitica e/ou bacteriostética, sendo imprescindivel na identificagio de
substincias com atividades antifimgicas e antibacterianas, principalmente em
misturas complexas. Os microorganismos empregados neste ensaio abrangem um
largo espectro, incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas, bactérias
resistentes a acidos e fungos dermatofitos, muitos com caracteristicas patogénicas,
oportunistas e saprofitas.

O ensaio de bicautografia resumiu-se na preparacgo de duas placas de CCDC
contento quatro pontos, sendo um para o antibidtico padrfio (10 pg de ciclopirox
olamina para fungos e a mesma quantidade de cloranfenicol para bactérias- figura
26, pagina 129) e os outros trés para as amostras em analise (20 pg). Apds,
procedeu-se a aplicagio das amostras e desenvolvimento da placa em fase mével
previamente estabelecida, seguida de total evaporagio do solvente, onde aplicou-se
o antibidtico padrio. A seguir, uma das placas foi colocada no fundo de uma placa
de Petri, sobre a qual verteu-se o meio de cultura adequado ¢ a outra ficou
reservada como placa testemunha para posterior comparagio. Apés solidificagiio e
resfriamento do meio de cultura, fez-se a inoculagfo do microorganismo (100uL,
suspensio a 10° NMP de células mL™). Foi preparada também uma placa de Petri

controle apenas com meic de cultura e o microorganismo (branco). Depois do
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periodo de inc&bagéo adequado, verificou-se a formagdo de halos de inibicdo d
crescimento e assim procedeu-se a revelagfio da placa de CCDC testemunha.

Os microorganismes foram fornecidos pela Colegdo Tropical de Cultur
(CCT) da Fundagfio Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”.

Dentre os microorganismos testados encontram-se seis bactérias (Bacillu
subtilis CCT 0089, Escherichia coli CCT 5050, Micrococcus luteus CCT 272¢
Salmonella  tiphymurivm CCT 0528, Staphilococcus auwreus CCT 4295
Streptococcus mutans CCT 3440), sete fungos do tipo filamentosos (dlternari
alternata CCT 1250, Aspergillus fumigatus CCT 01277, Aspergillus niger CC’
1435, Cladosporium cladosporioides CCT 5038, Fusarium oxysporum CCT 3244
Penicillium funiculosum CCT 0490 e Rhizopus oryzae CCT 4964), além de up
fungo do tipo levedura (Candida albicans CCT 0776).

Os meios de cultura utilizados foram NA (Agar Nutriente) para bactérias
MA (Malte Agar) para fungos. O NA foi constituide de 5,0 g de peptona, 3,0 g d
extrato de carne, 15 g de 4gar e 1000 mL de dgua destilada, enquanto que MA fc
constituido de 20,0 g de extrato de malte, 20,0 g de agar e 1000 mL 4gua destilada.

Os fungos foram incubados durante 2 a 3 dias, a 27° C, exceto para
albicans que exigiu 24 h a 37°C, ja as bactérias foram incubadas pelo periodo d

24h a 37°C.

Figura 26: Antibidticos padrdes empregados.
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11£.2.3 Concentracio inibitéria minima (CIM)

O ensaio de concentraclo inibitdéria minima (CIM) foi realizado segyndo
adaptagiio da metodologia proposta por Bicalho e colaboradores’’’.

As substineias testadas (1 e 2) foram dissolvidas em 206% de DMSO e 80%
de ague destilada. Primeiramente todos os pogos da microplaca foram adicionados
de 100 pl do meio de cultura [Miiller Hinton (DIFCOS) 20 g L™ para bactéria e
Extrato Malte (OXOID) 20 g L' para fungos)]. Em seguida, 100 uL das sclugcdes
das substncias foram adicionadas e diluidas em série (8 diluigBes), onde as
concentragBes das substincias foram avaliadas de 7,81pg mL™" a 1000ug mL™.
Apbs, acrescentou-se 100 pL da suspensdo do microrganismo (10° NMP de célula
mL™") aos pocos.

Nesta andlise, o conirole negativo foi preparado utilizando-se o meio de
cultura, DMSO e microrganismo e o controle positivo foi preparado como o meio
de cultura, DMSQO, microrganisme e cloranfenicol (bactéria) ou ciclopirox olamina
(fungos). As microplacas foram incubadas conforme o tipo de microrganismo
utilizado conforme citado no teste de bicautografia.

Os resultados foram observados através do uso de um revelador a 0,05%, o
MTT, onde se adicionou 50 pL do mesmo a todos os pocos da microplaca. A
menor concentragdo capaz de inibir o desenvolvimento dos microrganismos foi
considerada a CIM das substéncias.

Este ensaio foi realizado no Laboratério de Biocatélise (1Q — UNICAMP)
pela técnica Andréia Bucci sob a supervisio da Sra. Suzan Pantaroto, que é

farmacéutica e esta desenvolvendo o trabalho da tese de doutorado sob a orientagio

da Profa. Dra. Anita Marsaioli.
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1713 Resultados e Discussie

111.3.1 Letalidade com Artemia salina

O resultado positivo deste ensazio indica potencial atividade toxica de
compostos bioativos em extraios vegetais, sendo essa atividade correlacionada com
atividade antitumoral e/ou inseticida''"'".

Apds analise estatistica dos dados, as concentragdes letais (CLsg) dos extratos
hexéanico, cloroférmico e metandlico das raizes de Harleyodendron unifoliolatum e
e hexénico, diclorometdnicc e metandlico de Holocalyx balansae foram
respectivamente 31,8 ug mL"E, 23,6 ug mL™?, 39,5 ug mL’, 48,9 ug mL’ 44,6 g
mL" e 51,2 pg mL". Esses valores sio considerados ativos, uma vez que
encontram-se dentro da faixa de interesse (CLsy < 1000pg mL™). Os isoflavonéides
isolados também apresentaram forte atividade frente i Artemia salina. Os

resultados encontram-se expressos nas tabelas 34 e 35, piginas 131 e 132.

e S RS

‘Extrato Clsg (pg/ml)
Hexanico- Harleyodendron unifoliolaium 31,8
Cloroférmico- Harleyodendron unifoliolatum 23,6
Metandlico- Harlevodendron unifoliolatum 39,5
"Hexénico- Holocalyx balansae 48,9
Diclorometanico- Holocalyx balansae 44.6
Metandlico- Holocalyx balansae 51,2

Tabela 34- Resultados do ensaio com Arfemia salina com os extratos das raizes de

Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae.
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 Isoflavomdide  CLsgy(ug/mL)

Pterccarpanoc 1 3.8
Pterocarpano 2 15,9

Isoflavana 3 9.4
Isoflavanona 4 383
Pterocarpanc 5 188

Isoflavana 12,1
Pterocarpano 7 214
Isoflavanona 8 359
Isoflavanona 9 33,3

Tabela 35~ Resultados do ensalo com 4riemia saling com as substéncias isoladas

de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae.

I1i.3.2 Bioautografia

O extrato hexédnico de Harleyodendron unifoliolatum apresentou atividade
contra os fungos Aspergillus fumigatus CCT 01277 e Fusarium oxysporium CCT
3244, enquanto que o pterocarpano 1 mostrou-se ative contra os fungos Alternaria
alternata CCT 1250 e Penicillium funiculosum CCT 0490; o pterocarpanc 2
mostrou-se ativo contra a bactéria Escherichia coli CCT 5050 e contra o fungo
Aspergillus niger CCT 1435; os pterocarpanos 5 ¢ 7 mostraram-se ativos contra as
bactérias Bacilius subtilis CCT 0089, Staphilococcus aureus CCT 4295 e o fungo
Penicillium funiculosum CCT 0490; as isoflavanas 3 e 6 apresentaram atividade
contra os fungos Aspergillus fumigatus CCT 01277 e Rhizopus orizae CCT 4964 ¢
contra a bactéria Bacillus subtilis CCT 0089.

Os fungos dspergilfus fumigatus CCT 01277 e Fusarium oxysporium CCT
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3244 possuem papel importante na inddstria alimenticia pois s3o responsaveis pela

~ ro o + = 1
producdio de varias micotoxinas''®

(metabolitos secundarios produzidos por certos
fungos}. As tabelas 36 ¢ 37; paginas 133 e 134, ilustram os resultados dos ensaios

de bicautografia.

ts S—— _— _ - _

BACTERIAS
Bacillus subtilis CCT 0089 - - - - - -
Escherichia coli CCT 5050 - - - - - -
Micrococcus futeus CCT 2720 - - - - - -
Salmonella tiphymurivm CCT 0528 - - - - - -
Staphilococcus aureus CCT 4295 - - - - - -
Strepitococcus mutans CCT 3440 - - - - - -
FUNGOS DO TIPO FILAMENTOSO
Alternaria alternata CCT 1250 - - - - - -
Aspergillus fumigatus CCT 01277 + - - - - .
Aspergillus niger CCT 1435 - - - - - -
Cladosporium cladosporioides CCT 5639 - - - - - .

Fusarium oxysporum CCT 3244 + - - - - -

Penicillium furiculosum CCT 0490 - - - - - -

Rhizopus orizae CCT 4964 - - - - - -
FUNGO DO TIPO LEVEDURA

Candida albicans CCT 0776 - - - - - -

EH = Extrato Hexanico de Harleyodendron unifoliolatum

EC = Extrato Cloroférmico de Harleyodendron unifoliolatum
EM = Extrato Metanodlico de Harleyodendron unifoliolatum
EH2 = Extrato Hexéanico de Helocalvx balansae

ED = Extrato Diclorometanico de Holocalyx balansae

EM2= Extrato Metanolico de Holocalyx baiansae

{(+) presenca de um halo de mibico

(-) auséncia de um halo de inibicdo

Tabela 36- Ensaios de bioautografia realizados com os extratos de Harleyodendron

unifoliolatum e Holocalyx balansae.
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Microrganismos testados P1 P2 I3 IF4 P5 i6 P7 IF8 IF9

BACTERIAS
Bacillus subtilis CCT 0089 - -+ - + 4 . .
Escherichia coli CCT 5050 N - - - - - -
Micrococcus Tuteus CCT 2720 - - - - - - - - -
Salmoneila tiphymurium CCT 0528 - - - - - .- - -
Staphilocaccus aureus CCT 4295 - - - + -+ . -
Streptococcus mutans CCT 3440 - - - - - - - - -
FUNGOS DO TIPO FILAMENTOSO
Alternaria alternata CCT 1250 + - - - - - - - -
Aspergillus fumigatus CCT 01277 e -+ - - -
Aspergillus niger CCT 1435 - o+ - . - - - - -
Cladosporium cladosporioides CCT 5039 - - - - - - - - -
Fusarium oxysporum CCT 3244 - - - - - . - -
Penicillium funiculosum CCT 0490 + - - - + -+ - .
Rhizopus orizae CCT 4964 e - 4. - -
FUNGO DO TIPO LEVEDURA
Candida albicans CCT 0776 - - - - - - - - -

P1 = Pterocarpano 1

P2 = Pterocarpano 2

I3 = Isoflavana 3

IF4 = Isoflavanona 4

P5 = Pterocarpano 5

I6= Isoflavana 6

P7= Pterocarpano 7
IF8=Isoflavanona 8

1F9= Isoflavanona 9

(+) presenca de um halo de inibicio
{(-) auséncia de um halo de inibicdo

Tabela 37- Ensaios de bicautografia realizados com as substéncias isoladas de

Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae.
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111.3.3 Concentracfio inibitéria minima (CIM)

As substancias 1 e 2 foram submetidas ao ensaio de concentraggo inibitéria
minima (CIM) utilizando novamente as linhagens de quatro microorganismos: duas
bactérias Escherichia coli CCT 5050 (bactéria gram-negativa) e Staphilecoccus
aureus CCT 4295 (bactéria gram-positiva), e dois fungos dspergillus niger CCT
1435 (fungo do tipo filamentoso) e Candida aibicans CCT 0776 (fungo do tipo
levedura) contra as quais apresentou um halo de inibigio no teste de bioautografia.

Isto porque a auséncia de halo de inibigfio no ensaio de bicautografia pode
ser decorrente da baixa difusibilidade da substincia no 4gar, assim procedeu-se o
protocolo padréo de CIM para escolha dos microrganismos a serem testados.

As concentragles das substincias 1 e 2 utilizadas na CIM foram: 7,81pg mL~
;15,6 ugml; 31,2 ug mL’; 62,5 pg mLY; 125 g mL™; 250 pg mL™; 500 pg
mL" e 1000 pg mL™". As substancias 1 e 2 mostraram-se ativas frente a quase todos
os microrganismos empregados no teste (CIM: 1000 pg mL™), exceto para a
substéncia 1 contra Staphilococcus aureus CCT 4295. Neste teste, sio consideradas
ativas as substincias com CIM < 1000ug mL™.

A tabela 38, pagina 136 retrata as concentragSes minimas para os
microorganismos testados. As substéncias 1 e 2 foram escolhidas por serem as
majoritérias isoladas dos extratos hexénico e cloroférmico de Harleyodendron

unifoliolatum. As figuras 29 e 30, pagina 137 ilustram o teste de CIM. |

I, » . [l —_— —

| Pterocarpano1 | 500 pgmL’ | >1000,0 pgml | 62.5 pgmL- | 500 ugmL" |
Pterocarpano 2 500 pg mL™ 125 pgml? 62,5 ug mL" 250 e mL”

Tabela 38- Concentragfo inibitoria minima (CIM) realizadas com as substancias 1
e 2 isoladas de Harleyodendron unifoliolatum.
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CONSIDERACOES FiNals Estudo Bteguimico de Harleyodendrom unifolivlastum © Holocalyx balansae
(Leguminosae)

&% O estudo fitoquimico dos extratos hexénico e cloroférmico das raizes de
Harleyodendron unifoliolatum Cowan e do extrato hexénico de Holocalyx balansae
Micheli resultou no isolamento e determinac8o estrutural de duas isoflavanas, trés
isoflavanonas, quairo pterocarpanos ¢ um fitoesterdide; dos quais as isoflavanas, as
isoflavanonas e dois pierocarpanos isclados sfo inéditos e as informacOes
fitoquimicas sobre as espécies dos géneros Harleyodendron e Holocalyx (neste
ultimo género, as folhas foram estudadas fitoquimicamente, vide capitulo I, pagina
21) estdo sendo divulgadas pela primeira vez.

& (s extratos obtidos de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx.
balansae, bem como as substéncias isoladas mostraram-se significativamente ativas
no teste de letalidade frente a Artemia salina, justificando a possibilidade de futuros
testes de citotoxicidade a células tumorais. Os isoflavondides, em geral, possuem
diversas atividades (vide capitulo III), sendo os pterocarpanos e as isoflavanas
atuantes como fitoalexinas (vide capitulo II).

# O extrato hexénico de Harleyodendron unifoliolatum apresentou atividade
contra os fungos Aspergillus fumigatus CCT 01277 e Fusarium oxysporum CCT
3244. Os demais extratos testados apresentaram-se inativos. O pterocarpano 1
mostrou-se ativo conira os fungos Alternaria alternata CCT 1250 e Penicillium
Sfuniculosum CCT 0490; o pterocarpanc 2 mostrou-se ativo contra a bactéria
Escherichia coli CCT 5050 e contra o fungo Aspergillus niger CCT 1435; os
pterocarpanos 5 e 7 mostraram-se ativos contra as bactérias Bacillus subtilis CCT
0089 e Staphilococcus aureus CCT 4295, além do fungo Penicillium funiculosum
CCT 0490; as isoflavanas 3 e 6 apresentaram atividade contra os fungos

Aspergillus fumigatus CCT 01277 e Rhizopus orizae CCT 4964, além da bactéria
Bacillus subtilis CCT 0089.
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% No teste de concentracdio inibitdria minima realizade com os
pterocarpanos 1 e 2; estes mostraram-se ativos frente a quase todos os
microrganismos empregados no teste (CIM: 1000 ug mL™), excetc para o
pterocarpano 1 contra Staphilococcus cureus. Neste teste, sfo consideradas ativas
as substincias com CIM < 1000pg mL™. O resultado obtido com o ensaio de CIM
confirmou o resultado obtido no teste de bioautografia.

# O perfil flavonoidico observado para Harleyodendron unifoliolatum e
Holocalyx balansae foi semelhante, tendo em vista que os isoflavonéides isolados
possuem grande correlaglo biossintética, demonstrando que estas espécies estdo
alocadas adequadamente deniro da tribo Swartzieae, corrroborando com a proposta
recente da Dra. Ana Mariz Goulart Azevedo Tozzi", em que os géneros
Harleyodendron e Holocalyx sejam incluidos no “rame Lecointea”.

# De acordo com este perfil flavonoidico, Harleyodendron unifoliolatum
apresentou metabolitos mais elaborados (pterocarpanos) do que Holocalyx
balansae (isoflavanonas), cuja biossintese exigiu um nimero maior de etapas,
indicande que Harleyodendron unmifoliolatum é mais evoluida que Holocalyx
balansae® .

+ Tendo em vista a escassez de dados fitoquimicos sobre as espécies
pertencentes ao “ramo Lecointea”, uma melhor avaliagio quimiossistematica dos
géneros e também do grupo sd serd possivel com a inclusio do estudo fitoquimice

de novas espécies selecionadas.
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E.6- Espectro de massas de baixa resolucio para o pterocarpano 1.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoguimice de Harigyodendron unifoliolatum ¢ Holocelyx balansae (Leguminoseae)
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E.7- Espectro na regido do U.V. para o pterocarpano 2.
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E.8- Espectro na regifio do 1.V. para o pterocarpano 2.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimice de Herleyodendron unifolivlatum e Holocalyx balensae (Leguminoseas)
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E.9- Espectro de RMN 'H (CDCl;, 11,0 T) para o pterocarpano 2.
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E.10- Espectro de RMN "C (CDCls, 11,0 T) para o pterocarpano 2.
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ANEXCG-ESPECTROS Estedo ftoquimico de Harleyodendron unifoliolatum Holocelyx balansee (Leguminoseag)
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E.11- Experimento tipo DEPT 90° e 135° (CDCl;, 11,0 T) para o pterocarpano 2.
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E.12- Mapa de contorno de RMN 2D (H,H-gCOSY) (CDCl;, 11,0 T) para o
pterocarpano 2.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifoliclaium e Holpcelvx balonsae (L eguminosene}

ol TR G

Egtes, colay 2,509 eac
. itmy 9,320 sec
w4 o730 He
3 e
kR m"WI
cokthAE B3, 48%.PR2SO76 M
mi.ng, 128, 45/585 R
b uring soguis1sieT

: , | I % |
B G |

tntton B.080 ot -
7 elxa = 5
Yota) thiw 4 Br. FE oD, MM REC o d

— . ey T - e
158 148 129 168 A 53 P 5 s
1 (@ps]

E.13- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-HSQC) (CDClL;, 11,0 T) para o
pterocarpano 2.
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E.14- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-gHMBC) (CDCl;, 11,0 T) para o
pterocarpano 2.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansee (Leg
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E.16- Espectro de massas de alta resolugéio para o pterocarpano 2.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifolivlatum e Holocalyx balansae (Leguminoseac)
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E.17- Espectro na regido do U.V. para a isoflavana 3.
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E.18- Espectro na regido do LV, para a isoflavana 3.
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ANEXC-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum ¢ Holocalyx balansee {Leguminoseas)
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E.19- Espectro de RMN "H (CDCl;, 11,0 T) para a isoflavana 3.
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E.20- Expansdo do espectro anterior.
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E.21- Espectro de RMN “C (CDCl, 11,0 T) para a isoflavana 3.
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E.22- Experimento tipo DEPT 90° e 135° (CDCl;, 11,0 T) para a isoflavana 3.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae (Leguminoseae)
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E.23- Mapa de contorno de RMN 2D (H,H-gCOSY) (CDCls, 11,0 T) para a
isoflavana 3.

anore @R} G2 COCIEArIros  SOYTReRRE
Puise Sagwancs: QEDEY

Bkt CRELY

Tamp. B5. G E ;20512

THin: At ISALOPCORY

NGRS

e
Pt R
s558.3 Bx
vt 31705
e Wl i
AL R, 995927007 G AL 2 o o
T Tina el v.as s [T
iy (3ve v F
oAl Senn & ain, ® sec 3.8 ¢ B
E| %
: ®
£ &5 $ B 'ﬁ o
. ] L.
e 4.3 [ = 8
] Ey @
= ] g - = s
4.5
5.8
j . 2
. &
e W <] 8
5.5 -’
e 3 & 3
s arrerare) - -
e L IR T - (]
PR— Fa-:
1e
7.8 : 1 T T : v : : :
7.9 8.5 8.8 %.5% %.& 4.3 4.8 3I.5F 3.3 2.3 Z.8 1.5

EL {ppm}

E.24- Expansfio do espectro anterior.,
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E.25- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-HSQC) (CDCl;, 11,0 T) para a
isoflavana 3.
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E.26- Expanséo do especiro anterior.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoguimics de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balensae (Leguminosese)
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E.27- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-gHMBC) (CDCl3, 11,0 T) para a
isoflavana 3.

E.28a- Experimento NOESY-1D para a isoflavana 3.
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ANEXO-ESPECTROS Estude Htoguimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holecelyx balonsae (Legain{t}
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E.28b- Experimento NOESY-1D para a isoflavana 3.

Sgmet BpM:333 BpZ:1061986 11014250403 Flags.mm& “

File Text:Aparebido

1008

353

903

85 Andre/aderbal (G(8-3) -5-2)m/z 354.14672 .
50 .525
75 [ 8. 085
703 E7.485
g5 E5.985
50 £5.485
55.] E5.885
503 E5.3mS
453 £ 4.BES
403 201.09218 4.285
35 £ 3,785
303 - £3.2E5
25 Ex 78S
203 E2.1E5
15 1525
10 1.
5357.47622 185.92580 - :i:
o 01933 129 uezes 270.08855 »o.mzo

40 60 B0 100 120 140 3140 150 200 230 240 260 280 300 330 340 380 380  m/zl]

E.29- Espectro de massas de alta resolucfio para a isoflavana 3.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimice de Harleyodendron unifoliclatum ¢ Holocalyx balansae (Leguminoseae)
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E.30- Espectro na regidio do U.V. para a isoflavanona 4.
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E.31- Espectro na regifio do LV. para a isoflavanona 4.
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ANEXC-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum  Holocelyx balansae (Leguminoseae)
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E.32- Espectro de RMN 'H (CDCl;, 11,0 T) para a isoflavanona 4.
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E.33- Expansdo do espectro anterior.
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ANEXC-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae (Leguminoseae)
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E.35- Experimento tipo DEPT 90° e 135° (CDCls, 11,0 T) para a isoflavanona 4.
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ANEXO-ESPECTROS Estude fitoguimico de Horleyodendron unifolivlatum ¢ Holocalyx balansae (Leguminosese)
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E.36- Mapa de contorno de RMN 2D (HH-gCOSY) (CDCl;, 11,6 T) para a
isoflavanona 4.
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E.37- Expansio do espectro anterior.
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E.38- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-HSQC) (CDCl;, 11,0 T) para a

isoflavanona 4.
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E.39- Expansgo do espectro anterior.
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ANEXQ-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifolivlatum ¢ Holocalyx bulansee {Leguminosese)
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E.40- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-gHMBC) (CDCl;, 11,0 T) para a
isoflavanona 4.
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E.41- Espectro de massas de alta resoluc3o para a isoflavanona 4.
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ANEXQ-ESPECTROS Estudo Gitoquimico de Harleyodendron unifolivlatum e Holocalyx balonsae (Leguminoseae)
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E.42- Espectro na regifio do U.V. para a isoflavanona 4a.
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E.43- Espectro de RMIN 'H (CDCl;, 11,0 T) para a isoflavanona 4a.
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ANEXC-ESPECTROS Estudo fitoquimice de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae (1egominoseas)
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$.44- Expansiio do espectro anterior.
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E.45- Espectro de RMN PC (CDCL,, 11,0 T) para a isoflavanona 4a.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifolivlatum e Holocalvx balansae {Leguminoseas)
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E.46- Experimento tipo DEPT 90° e 135° (CDCl3, 11,0 T) para a isoflavanona 4a.
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E.47- Mapa de contorno de RMN 2D (H,H-gCOSY) (CDCl;, 11,0 T) para a
isoflavanona 4a.
178




ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoguimico de Harleyadendron unifoliolatum e Holocalyx balansae {(Leguminoseas)
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E.48- Expansido do espectro anterior.

2B§§
£

i
i

I
i‘f
i

-
o

Y : - . . ¥ , ; . s
28 138 188 14e 12w 10% 85 8 a8 ’

28
¥1 {opa)

E.49- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-HSQC) (CDCl;, 11,0 T) para a
isoflavanona 4a.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolaium e Holocelyx balansae (Leguminosese)
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E.50- Expans3o do espectro anterior.
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E.51- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-gHMBC) (CDCl;, 11,0 T) para a

isoflavanons 4a.
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ANEXO-ESPECTROS __ znifoliolaturs ¢ Holocalyx baa.me inae}
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E.52- Espectro na regido do U.V. para o pterocarpano 5.
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E.54- Espectro de RMN 'H (CDCl;, 11,0 T) para o pterocarpano 5.
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E.56- Espectro de RMN “°C (CDCl;, 11,0 T) para o pterocarpano 5.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae (1eguminoseae)
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E.58- Mapa de conterno de RMN 2D (H,H-gCOSY) (CDCl;, 11,0 T) para o
pterocarpano 5.
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E.59- Expansfo do espectro anterior.
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ANFXG-ESPECTROS Estudo ftoguimico de Harleyodendron unifoliolaturn ¢ Holocalyx balansae {Leguminoseas)
T T e

Frorompmer s perreprereT e Ty T T
186 168 146 128 158 2] 1] a3 4]
Fi {ppaj

4]

E.60- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-HSQC) (CD(Cl;, 11,0 T) para o
pterocarpano 5.
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E.61- Expansdo do espectro anterior.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimice de Harleyodendron unifolilaturn € Holocalyx balansae (Leguminoseae)
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E.62- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-gHMBC) (CDCl;, 11,0 T) para o
pterocarpano 5.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae (Leguminoseae)
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E.64- Espectro de massas de alta resolucio para o pterocarpano 5.
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E.65- Espectro na regifio do U.V. para a isoflavana 6.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifoliolatum

¢ Holocalyx palansae (Leguminoseae)
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E.66- Espectro na regifio do I.V. para a isoflavana 6.
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E.67- Espectro de RMN "H (CDCls, 11,0 T} para a isoflavana 6.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifolivlatum e Helocalyx balansae (Legumi
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E.68- Expansfo do espectro anterior.
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E.69- Espectro de RMN C (CDCls, 11,0 T) para 2 isoflavana 6.
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ANEXO-ESPECTROS Estude fitoquimico de Harleyodend,

bolansae (Leguminoseac)
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E.71- Mapa de contorno de RMIN 2D (H,H-gCOSY) (CDCl;, 11,0 T) para a
isoflavana 6.
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ANEXC-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harlevodendron unifoliolaium e Holocalyx balansae (Leguminoseae)
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E.72- Expansgo do espectro anterior.
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E.73- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-HSQC) (CDCl;, 11,0 T) para a
isoflavana 6.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harlgyodendron unifeliolatum ¢ Holocelyx balansge {Leguminoseas)
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E.74- Expansio do espectro anterior.
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E.75- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-gHMBC) (CDCl;, 11,0 T) para a
isoflavana 6.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoguimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balunsae (Leguminoseas)
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E.76a- Experimento NOESY-1D para a isoflavana 6.

"u Of 1419303 Catid ravsemeomny
PR ShaenCs: EYID
Suteawts SIS
- 3.8 C.7 Jw.1 &
Joni- HAET 3
Balow. e dey 3,008 goc
i ol
i S
iyt
S R, 9T SaETI00 T
B ae wrantariag 1.0 12

#¥.ving 5450
Total tuld 2 8r, 36 mid, ¥ Rev

LYE
-
™
i ]
ol
o
.
3

E.76b- Experimento NOESY-1D para a isoflavana 6.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifolioiatum e Holocalyx balansae {Leguminosese)
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E.77- Espectro de massas de alta resolugfio para a isoflavana 6.
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E.78- Espectro na regifio do U.V. para o pterocarpano 7.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balaonsae (Leguminaseae)
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E.79- Espectro na regifio do LV. para o pterocarpano 7.
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E.80- Espectro de RMN "H (CDCl,, 11,0 T) para o pterocarpano 7.
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rum & Holocalyx balgnsae (Leguminoseae}
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E.82- Espectro de RMN 'H (CDCL;, 11,0 T) para o pterocarpano 7.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitequimico de Harlepodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae (Leguminosea
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E.83- Experimento tipo DEPT 90° e 135° (CD(l;, 11,0 T) para o pterocarpano 7.
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F..84- Mapa de contorno de RMIN 2D (HH-gCOSY) (CDCl;, 11,0 Ty para o
pterocarpano 7.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimice de Harlepodendron unifoliolnium Holocalyx balan.
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E.85- Expansfio do espectro anterior.
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E.86- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-HSQC) (CDCl;, 11,0 T) para o
pterocarpanoc 7.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansae (Leguminoseac)
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E.88- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-gHMBC) (CDCl;, 11,0 T) para o
pterocarpano 7.
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ANEXO-ESPECTROS Estu eq%nimica de Harleyodendron znifpliviatem & Holocalyx balansae (Leguminosesne)
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E.89- Espectro de massas de alta resolucéio para o pterocarpano 7.
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ANEXO-ESPECTROS Estude fitoquimico de Harleyodendron unifoliviatum ¢ Holocalyx balansae {Legumingseae)
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E.91- Espectro na regifo do 1.V. para a isoflavanona 8.
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E.92- Espectro de RMN 'H (CDCl;, 11,0 T) para a isoflavanona 8.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoguimice de Harleyodendron unifoliolatum ¢ Holpcaivx balansae {Leguminoseae)
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E.93- Expansio do espectro anterior.
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E.94- Espectro de RMN "C (CDCl;, 11,0 T) para a isoflavanona 8.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo Titogquimice de Herleyodendren unifoliciatum ¢ Holecalyx balansae (Logumineseas)
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ANEXCO-ESPECTROS Estudo Gtoguimico de Harleyodendron unifolivlatum e Holocalyx balansae {Leguminoseas)
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E.98- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-HSQC) (CDCl;, 11,0 T) para a
isoflavanona 8.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo ftoquimico de Harleyodendron unifoliclation e Holocalyx belansae {1egnmingseae)
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¥..99- Expansio do espectro anterior.
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E.100- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-gHMBC) (CDCl;, 11,6 T) paraa
isoflavanona 8.
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E.101- Espectro de massas de alta resolucfio para a isoflavanona 8.
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E.162- Espectro ms/ms para o ion 164.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifolioiatum e Holocalyx balansae (Leguminasene)
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E.103- Espectro na regido do U.V. para a isoflavanona 9.
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¥.104- Espectro na regifio do 1.V. para a isoflavanona 9.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimice de Harlevodendron unifoliolatum ¢ Holocalyx balansae (Leguminoseas)
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E.105- Espectro de RMN *H (CDCl3, 11,0 T) para a isoflavanona 9.
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E.106- Expansio do espectro anterior.

208




ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimice de Harleyedendron unifoliplatum e Holocglyx balansae (Legumingseae)
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E.107- Espectro de RMN “C (CDCls, 11,0 T) para a isoflavanona 9.
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E.108- Experimento tipo DEPT 90° ¢ 135° (CDCl;, 11,0 T) para a isoflavanona 9
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolutum ¢ Holocalyx balansae {Leguminoseas)
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E.109- Mapa de contorno de RMN 2D (H,H-gCOSY) (CDCl;, 11,0 T) para a
isoflavanona 9.
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E.119- Expansio do espectro anterior.
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ANEXO-ESPECTROS Estude fitoquimico de Harlepodendron unifoliolatum ¢ Holocalyx balansae {1.eguminosese)
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E.111- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-HSQC) (CDCl;, 11,0 T) para a

.
isoflavanona 9.
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¥.112- Expansic do espectro anterior.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolamum ¢ Holocalyx balansee (Leguminoseae)
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E.113- Mapa de contorno de RMN 2D (H,C-gHMBC) (CDCls, 11,0 T) paraa
isoflavanona 9.
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E.114- Espectro de massas de alta resoluco para a isoflavana 9.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx balansee (Leguminoseae)
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E.115- Espectro de RMN 'H (CDCl;, 11,0 T) para o estigmasterol 10.
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E.116- Espectro de RMN °C (CDCl;, 11,0 T) para o estigmasterol 10.
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ANEXO-ESPECTROS Estudo fitoquimico de Harleyodendron unifoliolatum e Holocalyx belunsae (Leguminoseas)
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E.118- Espectro de massas de baixa resolucfo para o estigmasterol 10.
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