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RESUMO

Flavonoéides de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae-Isolamento,
Determinaciio Estrutural, Atividade Biolégica e Andlise Sazonal. Marisa Alves
Nogueira, Eva Gongalves Magalbies.

Palavras Chaves: CLAE, Alelopatia, Bioautografia, Inseticida.

O estudo fitoquimico do extrato éter de petroleo das raizes de Lonchocarpus
latifolius resultou no isolamento de doze flavonoides, karanjacromeno, karanjina,
lanceolatina B, pongacromeno, pongaglabrona, ponganpina, ¢ os inéditos, 2
metoxi-8-(, a-dimetilalil)-furano-(2",3":4’,3’)-dibenzoilmetano, 3,5-dimetoxi-
27,2 -dimetilpirano-(5",6":8,7)-flavona, 3,4-metilenodioxi-2 -metoxi-8-(a, o-
dimetilalil)-furano-(2”,3":4°,5 )-dibenzoilmetano, 3°,4 -metilenodioxi-(2",3":7,8)-
furanoflavanona, 3-metoxi-(2",3”:7,8)-furanoflavanona, (2,3-trans-3,4 -trans)-3,4-
dimetoxi-(2",3":7,8)-furanoflavana. As estruturas foram determinadas por metodos
espectrofotométricos (UV, IV, EM RMN 'H, RMN “°C, COSY, HETCOR,
COLOC) Vale ressaltar que dentre as substdncias inéditas os dois derivados do
dibenzoilmetano, pertencem a uma classe de flavondides raramente encontrado na
natureza além apresentarem um grupo alquil no carbono C-8, sem precedente na
literatura. A analise qualitativa e quantitativa por CLAE dos extratos éter de
petroleo, diclorometanico e metanélico das raizes e dos extratos éter de petroleo da
casca do caule, folhas e sementes, mostrararh a predominéincia de um dos derivados
inéditos do dibenzoilmetano (2 ’-metoxi-8-(a a-dimetilalil)-furano-(2",3":4',3’)-
dibenzoilmetano), o que se confirmou na analise sazonal do extrato éter de petroleo
das raizes. Foram feitos testes biologicos de bioautografia, toxicidade com Artemia
salina, inibigdo da germinagdo de sementes de alface e atividade inseticida com 0s
extratos e o derivado inédito do dibenzoilmetano. Verificou-se atividade bactericida
contra Bacillus subtilis e fungicida contra Aspergillus niger ¢ Rhizopus oryzae para
os extratos éter de petréleo e diclorometdnico. o derivado inédito do
dibenzoilmetano também mostrou-se ativo contra Bacillus subtilis. O extrato éter de
petréleo  mostrou-se  parcialmente ativo contra o fungo Cladosporium
cladosporioides Os trés extratos apresentaram atividade Para o teste de toxicidade
com Artemia salina. Os extratos éter de petroleo e diclorometinico apresentaram
atividade inseticida. Somente o extrato metanélico apresentou atividade para o teste
de inibi¢o da germinagio de sementes de alface.



ABSTRACT

Flavonoids from Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae-Isolation,
Estructural Determination, Biological Activity and SeazonaL Analysis Marisa
Alves Nogueira, Eva Gongalves Magalhdes.

Key Words: HPLC, Alelopaty, Bioautography, Insecticide.

Light petroleum extracts from the roots of Lonchocarpus latifolius was submitted to
chromatographic analysis and funished twelve flavonoids karanjachromene,
karanjin, lanceolatin B, pongachromene, pongaglabrone, ponganpin, 2’-methoxy-
8-(a,o-dimethylalil)-furan-(27,37:4°,3” )-dibenzoilmethane, 3 5-dimethoxy-2",2"-
dimethylpirane-(5”,6”:8,7)-flavone, 3,4-methylenodioxy-2’-methoxy-8-(a.,a-
dimethylatil)-furan-(2”,3:4”,3”)-dibenzoilmethane, 3’ 4’methylenodioxy-
(27,37:7,8)-furanoflavanone, 3-methoxy-(2",3":7,8)-furanoflavanone, (2,3-trans-3,4-
trans)-3,4-dimethoxy-(2”,37:7,8)-furanoflavone. The molecular structures were
determined by means of their respective spectral data (UV, IR, MS, MNR 'H AND
NMR 3C } and bidimensional spectra (COSY, HETCOR, COLOC) and NOE. The
new dibenzoyimetane derivative wich are of rare natural occurrence exhibit a C-8
substitution. The qualitative and quantitative analysis of light petroleum,
dichrometane and methanol extracts of roots, stem, leaves and seeds by using HPLC
in reverse phase showed that the new dibenzoylmetane derivative (2’-methoxy-8-
(a,a-dimethylalil)-ﬁxran—(2”,3”:4’,3’)-dibenzoilrnethane) is the most ambundant
compound, wich was confirmed by seazonal analysis of the light petroleum extract.
The new dibenzoylmetane derivative was tested against same fungi and bacterials by
bioautography method and showed activity anly against Bacillus subtilis and
Aspergillus niger. It too showed activity by the bioassay Brine Shrimp.The extracts
mentioned above showed activity by the bioassy Brine Shrimp, bioautography
method against Bacillus subtilis, Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides
and Rhizopus oryzae and showed activity by bioassy inhibition of seds germination
but only the methanol extract showed intense activity. The extracts light petrolium
and methanol showed activity against Aedes aegyti.




Curri_culum Vitae
1. GRADUACAO:
Faculdade de Farmacia e Eioquimica da Umiversidade Federal de Miﬁas Geréis UFMG
2. MESTRADO | |

Universidade Federal de Vigosa UFV-MG

“Tese: Estudo Quimico de Mucuna aterrima e de sua Atividade Nematicida sobre o
fitonemat6ide Meloidogyne incognita raga 3.

3. TRABALHOS PUBLICADOS

3.1 Nogueira, M. A., Olivéira, J. S., Ferraz, S., Peternelly, L. A. Efeito in vitro da atividade |
'~ de extratos obtidos de folhas e caules de Mucuna aterrima sobre Meloidogyne
incognita raga 3. Ceres, 41 (237): 506- 513. 1994.

3.2 Nogueira, M. A, Oliveira, J. S., Ferraz, S. A nematicidal hydrocarbons from Mucuna
aterrima. Phytochemistry, 42 (4): 997-998. 1996. '

3.3 Nogueira, M. A., Oliveira, J. S., Ferraz, S., Santos, M. A. dos. Chemicél Study of
Mucuna aterrima and its nenaticide activity upon the phytonematode Meloidogyne
incognita race 3 Nematol. Medit. 24 (2): 249-252. 1996.

3.4 Nogueira, M. A, Oliveira, J. S. Ferraz, S.,Santos, M. A. dos. The activity ‘of Mucuna
deeringiana and Chenopodium ambrosioides crude extrats upon Meloidogyne
incognita raga 3 Ceres, 44 (251):124-127. 1997.

3.5 Magalhdes, A. F,Tozzi, A. M. A., Magalhdies, E. G., Blanco, I. S. and Nogueira, M. A.
Three dibenzoylmethane derivatives from Lonchocarpus latifolius and
Lonchocarpus muehlbergianus Phytochemistry, 46 (6):1029-1033.1997,

3.6. Magalhies, A. F,Tozzi, A. M. A, Magalhdies, E. G., Nogueira, M. A. y Floréz-
Roncancio, V. J. Ensayos Bioldgicos con Extractos Obtenidos de Raices de

Lonchocarpus latgfolms y de un Nuevo Dibenzoilmetano Aislado. Ceres (No
prelo).

3.7. Magalhdes, A. F., Magalhdes, E. G.,. Nogueira, M. A, and Queiroz, S. C. N. HPLC
Quantification of Flavonoids in the Roots, Stem, Leaves and Seeds of
Lonchocarpus latifolius and 'séasonal variations. Journal of High Resolntmn
Chromatography (submetido).



4, RESUMOS PUBLICADOS

4.1 Nogueira, M. A. & Dantas, A. M. Dosagem de pilocarpina em extratos vegetais por
volumetria. Suplemento do V Encontro de Pesquisa da Faculdade de Farmécia da
UFMG. p. 68, 1987,

4.2 Dantas, A. M., Barbosa, M. C., Soares, H., Nogueira, M. A, Utilizagdio de plantas
medicinais em saude coletiva. Suplemento do V Encontro de Pesquisa da faculdade
de Farmacia da UFMG. p. 76, 1987.

4.3 Nogueira, M. A. & Duarte, D. S. Farmacoquimica de Salvertia covallariodora St. Hill
Vochysiaceae Rev. Farm. Bioq. UFMG. 11(s): 70 1990.

4.4 Duarte, D. S. & Nogueira, M. A. Farmacoquimica de Polygonum acre HBK
Polygonaceae. Rev. Farm. Bioq. UFMG 11(s): 73 1990.

4.5 Nogueira, M. A, Zani, C. L, Oliveira, A. B. Estudo Fitoquimico da Fragfio
Moluscicida do Latex de Euphorbia splendens variedade Hislopii Euphorbiaceae.
Suplemento do XI Simpésio de Plantas Medicinais do Brasil, III Simpdsio
Nacional de Quimica e Farmacologia de Produtos Naturais. p. 304, 1990,

4.6 Nogueira, M. A, Oliveira, J. S., Santos, J. M.; Ferraz, S., Freitas, E. O. Avaliagio de
Extratos Mucuna preta (Mucuna aterrima) sobre Meloidogyne incognita raga 3.
Suplemento do XTI Simposio de Plantas Medicinais do Brasil. p. 27, 1992.

4.7 Nogueira, M. A, Oliveira, J. S., Freitas, E. O., Santos, M. A, dos, Ferraz, S. Substincia
bionematicida isolada da parte aérea de Mucuna aterrima. Fitop. Bras. 18(s): 302,
1993,

4,8 Freitas, E. O, Nogueira, M. A, Oliveira, J. S,, Petemelli, L. A, Avaliagdo da
Attvidade de Extratos de Erva de Santa Maria (C. ambrosioides L.) sobre

Meloidogyne incognita raga 3. Suplemento do III Simpésio de Iniciagdo
Cientifica da UFV. p. 137, 1993.

4.9 Nogueira, M. A, Oliveira, J. S, Santos, M. A. dos, Ferraz, S. Substincias Ativas
Isoladas do Extrato de Mucuna aterrima. Suplemento do VII Encontro Regional
da SBQ-MG. p. 28 1993.

4.10 Nogueira, M. A,, Oliveira, J. S,, Ferraz, S., Santos, M. A. dos. Avaliag3o da atividade
de Extratos de Mucuna deeringiana (Mucuna Cinza) sobre Meloidogyne
incognita raga 3. Suplemento do XIII Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil,
003, 1994,



vii

4.11 Nogueira, M. A. Magalhdes, G. E., Magalhdes, A. F.,, Tozzi, A. M. de A,, Sales, B.
H. L. N., Blanco, 1. S. Contribuigdo do estudo fitoquimico na classificagio Infra-
genérica de Lonchocarpus (Legunimosae-Papilionoideae). Suplemento da XVII

Reunido Anual sobre Evolugéo Sistematica e Ecologia Micromeoleculares. p. 61,
1995,

4.12 Nogueira, M. A, Magalhies, E. G., Magalhdes, A. F. Flavona Isolada das Raizes de
Lonchocarpus latifolius  Willd DC (Timborana). Suplemento da 18 * Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica. PN 043, 1995,

4.13 Nogueira, M. A., Magalhdes, A. F., Magalhdes, E. G., Tozzi, A. M. de A, Blanco, 1.
S. Importancia da fitoquimica na classificagiio de Lonchocarpus (Leguminosae-
Papilionoideae) Suplemento da XVIII Reunifio Anual sobre Evolugiio Sistematica
e Ecologia Micromoleculares.p. 135, 1996

4.14 Nogueira, M. A., Magalhdes, E. G, Magalhies, A. F., Tozzi, A. M. de A Flavondides
Isolados das Raizes de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae.
Suplemento da 19 * Reunidio Anual da Sociedade Brasileira de Quimica. PN 023,
1996.

4.15 Nogueira, M. A., Magalhies, E. G., Magalhies, A. F., Tozzi, A. M. de A. 3,4-metoxi-
flavanona isolada das raizes de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae.
Suplemento do XIV Simpésio de Plantas Medicinais do Brasil, 50, 1996.

4.16 Nogueira, M. A., Magalh3es, E. G., Magalhies, A. F., Tozzi, A. M. de A. Flavonéides
Isolados das Raizes de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae.

Suplemento da 20 * Reunifio Anual da Sociedade Brasileira de Quimica. PN 112,
1997.

4,17 Nogueira, M. A, Magalhdes, E. G., Magalhdes, A. F,, Tozzi, A. M. de A. Floréz-
Roncancio, V. J. Ensayos Biologicos con Extractos Obtenidos de Raices de
Lonchocarpus latifolius y de un Nuevo Dibenzoilmetano Aislado. Memorias do V
Congresso Colombiano de Fitoquimica pg 70-75, 1997.

4.18 Nogueira, M. A, Magalhdes, E. G., Magalhdies, A. F., Tozzi, A. M. de A. Queiroz, S.
C. N. Analises de Flavono6ides de Raizes, Caule, Folhas ¢ Frutos de Lonchocarpus
latifolius (Willd) DC por CLAE. Suplemento da 7 2 Reunifio Anual da Sociedade
Latino Americana de Cromatografia, 118, 1998.

4.19 Nogueira, M. A, Magalhiies, E. G., Magalhles, A. F.Aza-agucares identificados no
extrato metandlico de de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC. Suplemento do XV
Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil, 1998,



Agradecimentos

A Universidade Estadual de Campinas através do Instituto de Quimica, pela oportunidade
de realizacdo deste trabalho.

A Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de nivel superior (CAPES), pela
concessdo da bolsa de estudo.

A Profa. Dra Eva Gongalves Magalhdes pela orientagéo deste trabalho e ensinamentos ao
longo deste tempo, amizade ¢ compreenséo.

Ao Prof. Aderbal Farias Magalhiies pelas sugestdes ¢ amizade.

A Profa. Dra Ana Maria Goulart de Azevedo Tozzi, pela coleta do material botanico,
discussfo ¢ amizade.

A Profa. Dra Anita J. Marsaioli pela oportunidade de montar o teste de bioautografia.

A Sénia Claudia do Nascimento de Queiroz pela amizade paciéncia ¢ ajuda no trabalho
com CLAE.

Aos funciondrios do Instituto de Quimica, em especial as técnicas do laboratério de
Ressondncia Sonia Crisostémo e Paula Pilli pelo excelente trabalho técnico.

Aos Colegas de grupo ¢ amigos, Carlos, Giordano, Luiz Marcos, Ivani, Mirian, Valéria,
Catarina e Rogers pela amizade e pelo convivio agradvel, em especiai 4 Ana Licia, Cellra
e Maria Del Pilar pelos bons conselhos, bate-papos € momentos de reflexo.

Aos colegas de laboratério pelo convivio amistoso.

Ao Renato pelo apoio, amizade e compreensdo nas horas mais dificeis.

A Maridngela, pela solidariedade, carinho e amizade.

A Teresa e Patricia que mesmo a distincia me deram a forga de sua amizade e carinho.

A Maria pela amizade e apoio técnico.

A minha m3e ¢ irms pelo amor, incentivo € por sempre acreditaram em mim.

Ao Victor que durante algum tempo tornou a minha vida mais bonita.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para que o presente trabalho se tornasse

realidade. Em especial aqueles que souberam compreender os altos e baixos dessa
convivéncia.



ix

Este trabalho de pesquisa foi apresentado nos seguintes congressos:

Nogueira, M. A., Magalhées, E. G., Magalhdes, A_ F., Tozzi, A. M. de A, Sales, B. H. L.
N., Blanco, 1. S. Contribuigio do Estudo Fitoquimico na Classificag@o Infra-genérica
de Lonchocarpus ( Legunimosae-Papilionoideae). Suplemento da XVIII Reunido
Anual sobre Evolugio Sistematica € Ecologia Micromoleculares. p. 61, 1995.

Nogueira, M. A., Magalhdes, E. G., Magalhdes, A. F. Flavona Isolada das Raizes de
Lonchocarpus latifolius Willd DC (Timborana). Suplemento da 18 * Reunido Anual
da Sociedade Brasileira de Quimica. PN 043, 1995,

Nogueira, Magathdes, E. G.,, M. A Tozzi, A. M. de A, Magalhdes, A. F., Blanco, L. &
Importancia da Fitoquimica na Classificagio de Lonchocarpus (Leguminosae-
Papilionoideae) Suplemento da XIX Reunido Anual sobre Evolugdo Sistematica ¢
Ecologia Micromoleculares.p. 135, 1996.

Nogueira, M. A., Magalhfies, E. G., Magalhdes, A. F., Tozzi, A. M. de A. Flavondides
Isolados das Raizes de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae. Suplemento
da 192 Reunifio Anual da Sociedade Brasileira de Quimica. PN 023, 1996.

Nogueira, M. A., Magalhdies, E. G., Magalhdes, A. F., Tozzi, A. M. de A. 3,4-Metoxi-
flavana Isolada das Raizes de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae.
Suplemento do XIV Simpésio de Plantas Medicinais do Brasil, 50, 1996.

Nogueira, M. A., Magalhdes, E. G., Magalhdes, A. F., Tozzi, A. M. de A, Queiroz, S. C.
Anilise dos Extratos das Raizes de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC por CLAE
Suplemento da 20 ® Reuniio Anual da Sociedade Brasileira de Quimica. PN 118,
1997,

Nogueira, M. A., Magalhdes, E. G., Magalhiies, A. F., Tozzi, A. M. de A Floréz-
Roncancio, V. J. Ensayos Biolégicos con Extractos Obtenidos de Raices de
Lonchocarpus latifolius y de un Nuevo Dibenzoilmetano Aislado. Memérias do V
Congresso Colombiano de Fitoquimica pg 70-75, 1997.

Nogueira, M. A., MagalhZes, E. G., Magalhles, A. F., Tozzi, A. M. de A. Queiroz, S. C. N.
Anélises de Flavonéides de Raizes, Caule, Folhas e Frutos de Lonchocarpus latifolius

(Willd) DC por CLAE. Suplemento da 7 * Reunido Anual da Sociedade Latino
Americana de Cromatografia P 118, 1998.

Nogueira, M. A, Magalhiies, E. G., Magalhdes, A. F. Aza-agucares identificados no extrato
metandlico de de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC. Suplemento do XV Simposio
de Plantas Medicinais do Brasil, 1998,



Este trabalho de pesquisa gerou as seguintes publicagdes:

Trabalho publicado:

Magalhdes, A. F.,Tozzi, A. M. A, Magalhaes, E. G., Blanco, I. S. and Nogueira, M.
A. Three dibenzoylmethane derivatives from Lonchocarpus latifolius and
Lonchocarpus muehlbergianus Phytochemistry, 46 (6):1029-1033.1997.

Trabalho no prelo:

Magalhdes, A. F.,Tozzi, A. M. A, Magalhies, E. G., Nogueira, M. A. y Floréz-
Roncancio, V. J. Ensayos Biologicos con Extractos Obtenidos de Raices de
Lonchocarpus latifolius y de un Nuevo Dibenzoilmetano Aislado. Ceres 1998.

Trabalho submetido:

Magalhies, A. F.,Tozzi, A. M. A, Magalhdes, E. G.,. Nogueira, M. A. and Queiroz,
S. C. N. HPLC Quantification of Flavonoids in the Roots, Stem, Leaves and
Seeds of Lonchocarpus latifolius and seasonal variations. Journal of High
Resolution Chromatography.



Do conbeciments vom o ComprnAGS, cﬂa,wnfym/n&w
mwmwmwmmm
&?WMWJMM@MQWWJ@WQ&&
?wm&uaw&wﬂm,wwmn,wwmw&
ﬁd&,m?umnm&mumﬂo&a&?mpommm&mdmw

Manisa



Conteado

Péginas

LISTA DE FIGURAS. ...ttt et stiamrnssss s nsarrssas s srsab b st s s s XX
LISTA DE ABREVIATURAS. .. ..ot n s XX1V

INTRODUGCAO GERAL......o...ooveeecommemmssmassrsssssssssssssssssssse e sssssssssssssssssss 1
CAPITULO L oo sss s i ssasasanssssbas s s sssssss s onisss s 9

ESTUDO FITOQUIMICO DO EXTRATO ETER DE PETROLEO DE
RASZES DE Lonchocarpus IfOHUS...............oocoveccieervvvrnsecnsiosccsmsesiianenes 9

LINTRODUGCGAO. ....cooomoeeoomeeeerecnmosesseessssssssssssssss sessssssss st cossssas s ssssssssnns s 9
2. MATERIAL E METODOS .....coovereneiersecrrcsemmssissssssisssssssssssssssssecscssscnss 13

2.1. Tsolamento, Purificagio e Identificagdo dos Constituintes Quimicos.............. 18
2.1.1. Obtengdio dos Extrato das Raizes de Lonchocarpus latifolius................. 15

2.2. Elaboragéo do Extrato Eter de Petr6leo das RaIZes..........ccovvovinrivrecsiiiossnsnss 16
2.3. Metilago da SubStANCIa 3.....cocoooicminiicininiis s 32
2.4. Hidrolise acida da substincia 3. 32
2.5. Elaborag@o do Extrato Metandlico. ..o, 32

3. RESULTADOS E DISCUSSAD ...t sisens 33
3.1. Flavonas

3.1.1. POREAGIADIONA. ......co.evionvirianriniisemetset ittt 34
3.1.2. Lanceolatina B.......cccoiieeiircn e 37

3.2, Flavonéis

3.2.1. PODGANDIDA........corvmvinreriaeisnisnmriacsseerarerisan s s s s sesns it 39



3.2.3. Karanjacromeno. ...........o.ceceeeieiinimieetecsnesresreecseess siesssssssssnsssasas i nsssnsssaens
3.2.4. PONZACTOMENO. ..ottt eremrcire e et sab b a et et nas b

3.2.5. Substancia 7........... _—

......................................................................

3.3. Derivados de Dibenzoilmetano

3.3.1. Substancia 3.........ccoovvreeeee.
3.3.1. Substancia 9....ocoovveveeriiiiane

3.4. Flavanona

3.4.1. Substancia 10......................

3.5. Flavanonol

3.5.1. Substancia 11......cvcevevivenenn.

3.6. 3,4-dimetoxi-flavana

3.6.1. Substancia 12......................
3.7. Aza-aclicares...............c.cooeeeee.

Tabelas............cccvivinnnnreorineennienee

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
CAPITULOIL.......cocooooooeeeee

ANALISE DOS EXTRATOS
CLAE...

1. INTRODU(;AO ...........................

2. MATERIAL E METODOS........
2.1. Andlise Qualitativa....................
2.1.1. Selecgéo da fase Movel........

......................................................................

......................................................................

......................................................................

......................................................................

.......................................................................

.............................................................

......................................................................

DE Lonchocarpus. latifolius POR

......................................................................
......................................................................
......................................................................

......................................................................

2.1.2. Selegio do comprimentode Onda............cocooiiiic e

2.2. Andlise Quantitativa...................

......................................................................

2.2.1. Preparagio das SolugGes Padrdes...........coovenrcnconciccrr e

2.2.2. Construgio das Curvas de Calibragfio

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

......................................................

xiii

Paginas

43
45
47

50
59

61

66
3
77
81

83

85

85
85

85

&



3.1, Analise QUALItATIVA.. ......coiviiiirierie e e er e seie s st sss s n s
3.2. Analise QUANLIATIVA..........ccorcerrerceeieiiiiiie st et et

3.2.1. Extrato Eter de Petréleo das raizes... . eerrveressreterans

3.2.2. Extrato Diclorometénico e Metanéhco das TAIZES......oioeeiirieerenreee s
3.2.3. Extrato Eter de Petroleo de Folhas e Sementes...

3.2.4. Extrato Eter de Petréleo de Casca do Caule... ettt a
3.2.5. Anélise Sazonal do Extrato Eter de Petréleo das Ralzcs reeen

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .......oomoooeoeoeeeeeereererresreereerasressesraonens
CAPITULOIN ..............

BIOENSAIOS REALIZADOS COM OS EXTRATOS OBTIDOS DAS
RAIZES DE Lonchocarpus latifolius........................coovivviinivnniiieinsinnin,

LINTRODUGCAOQ. ...ttt s ettt s
2. MATERIAL E METODOS....

2.1. Bioensaio de toxicidade com Artemia salina (“Brine Shrimp Letality
= ) OO OV

2.1.1. Avaliagio da toxicidade dos extratos ¢€ter de petréleo, diclorometénico
e metanodlico das raizes de L. latifolius..............cccoovivcnniinininicciiennen

2.2, Bioensaio de Inibig3io de Germinagio de sementes de alface.......................

2.2.1. Avaliacio da toxicidade dos extratos €ter de petroleo, diclorometénico
e metandlico das raizes de L. latifolius.............ccccoooovvivriiniccnccnininne,

2.3. Bioensaio de Bioautografia............c.ccovrvvvmvrimviniceivi s

2.3.1. Avaliagdio da atividade bactericida ¢ fungicida dos extratos éter de
petréleo, diclorometéinico e metanélico das raizes de L. latifolius........
2.3.1.1. Microorganismos utilizados..........ccocvmriiimnnirecncnnrcrecniine
2.3.2. Bioensaio de AntibIOZIAMA........cocccovermervricrvimrcrnene e enennsne s

2.4. Bioensaio para atividade larvicida com Aedes aegypti

2.4.1. Avaliagio da atividade larvicida dos extratos éter de petréleo e
metanolico das raizes de L. latifolius....

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Xxiv

Paginas

95
101

101
102
103
103
104

108
110

110

110
116

117

117
118

118
118
118

119
120

120

120



ER oo

5

Péginas
3.1, Bioensaio de toxicidade com Artemia saling (“Brine Shrimp Letality
TS et ceverecseme st eneseesessres st sassessesbasseeesbsa bbb Aee e semsaasneer e b aneentaeane 121
3.2.‘Bioensaio de Inibigdo de Germinag#o de sementes de alface......................... - 122
33 Bioensaio de BIOGUIORTATL ...t 124
: 3.3.1. Bioensaio de ARtbIOZIAMA. ...........ooooorveovvvovecereecorercessessssoe — 126
3.4. Bioensaio para atividade 1arvicida com Aedes GEgypli.........ooooomv 132
" 4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .........ooooooooeoeeoso '135
CONSIDERACOES FINAIS.........ooooooovoceieeemeceee e onsonssenssaenes 138
APENDICES
APENDICE A
APENDICEB




Lista de Quadros
CAPITULO1
Paginas
1. Relagdo entre Fracﬁo Elmda!Concentracﬁo do Eluente do Extrato de 1.
Latifolius.... 16
2. Relagio entre Grupo/Fragfio coletada do extrato de Lonchocarpus latifolius... 17

3. Relagio entre Grupo(fracdio)/Substincia isolada de Lonchocarpus latifolius... 18
4. Mecanismo para explicar a degradagio da substincia 3 em meio acido........... 57
S. Proposta de fragmentagio para DMJ e DNI (tz = 22,94 € 22,66) peracetilada. 72
6. Proposta de fragmentagéo para DMDP (t; = 22,88) peracetilada.................... 73
7. Proposta de fragmentagao para Fagonina (tz = 21,62) peracetilada................ 74

8. Proposta de fragmentagdo para Homonijirimicina (tg = 21,82) peracetilada.... 76



Lista de Tabelas

CAPITULO1

Hidrogénios irradiados no espectro de diferenga de NOE para a substéncia

CorrelagBes observadas nos espectros de COSY (H—H) ¢ HETCOR (C-H
vicinal) para a substéncia 3... S v . .

. Correlagio observada entre C,-H (J * no espectro COLOC para a substincia

Hidrogénios irradiados no espectro de diferenga de NOE para a substincia

Hldrogémos irradiados no espectro de dlferenqa de NOE para a substincia

CAPITULO I

Dados utilizados para construgiio das curvas analiticas das substincias
isoladas do extrato éter de petrbleo de raizes L. latifolius coletadas em
agosto de 1994 ¢ 1996

......................................................................................

Equagdes da reta para as substincias isoladas do extrato éter de raizes de
petroleo de L. latifolius coletado em agosto de 1994 € 1996

...........................

Paginas

49

55

55

68

87



i

|

»

Dados utilizados para construgdo das curvas analiticas da substincia 13
isolada dos extrato diclorometiinico e metandlico das raizes de L.
latifolius coletado em agosto de 1994...........ccooovviciiiineee s

Equagdes da reta para a substéncia 13 isolada dos extratos diclorometinico
e metandlico das raizes de L. /atifolius coletado em agosto de 1994............

Dados utilizados para construgdo das curvas analiticas das substdncias
isoladas do extrato éter de petréleo de folhas de /.. latifolius

Dados utilizados para construgdo das curvas analiticas das substdncias
tsoladas do extrato éter de petréleo de sementes de L. /atifolius

Equag8es da reta para as substincias isoladas do extrato éter de petréleo de
folhas e sementes de L. Jatifolius..........c..coocooviiiiiinininnnan,

Dados utilizados para construgio das curvas analiticas das substincias
isoladas do extrato éter de petréleo da casca do caule de L. latifolius.........

Equag¢des da reta para as substincias isoladas do extrato éter de petréleo da
casca do caule de L. /atifolius..........cccoooeiieicnciiiinnn

10. Dados utilizados para construgfo das curvas analiticas das substincias

11.

isoladas do extrato éter de petréleo de raizes de L. latifolius coletadas no

na primavera (novembro) de 1996 e no verdo (fevereiro) de 1997 (Anilise
SAZONALD)..........coovvvrrecric s

Equages da reta para as substincias isoladas do extrato éter de petréleo
de raizes de L. /atifolius coletadas na primavera (novembro) de 1996 ¢ no
verdo (fevereiro) de 1997 (Andlise sazonal)

...................................................

Paginas

89

89

90

90

91

2

92

93

%



12.

13.

14.

135,

16.

17.

[
-

A owow

Concentragdo das substdncias isoladas do extrato éter de petréleo das

raizes de Lonchocarpus latifolius coletadas no inverno de 1994 e inverno
e 1996.......ooeee et et et

Concentragido da substincia 13 isolada dos extratos diclorometinico e
metanélico das raizes de Lonchocarpus latifolius coletadas em 1994...........

Concentragio das substincias isoladas dos extratos éter de petrbleo de
sementes ¢ folhas de L. latifolius coletadas em f fevereiro de 1997

Concentragdo das substincias isoladas do extrato éter de petréleo da casca
do caule de L. /arifolius coletadas em agosto de 1997

Analise sazonal das substincias isoladas do extrato. éter de petrdleo das
raizes de L. /atifolius coletadas no inverno (agosto) de 1996 na primavera
(novembro) de 1996 ¢ no verfio (fevereiro) de 1997,

Variagtes de temperatura e indice pluviométrico nos meses de agosto de
1996, novembro de 1996 e fevereiro de 1997. Dados fornecidos pelo

CAPITULOIN

Bactérias testadas nos extratos das raizes de L. latifolius............ccvervevevenenne.

Fungos testados nos extratos das raizes de L. latifolius

....................................

Resultados obtidos do bioensaio de antibiograma para a substincia 3.............

Resultados obtidos nos ensaios bioldgicos da atividade dos extratos MLR e
EPLR de Lonchocarpus latifolius em larvas de 3° estidio de Aedes

07 Tq g 22 £ F U OO OO
Resultados obtidos no teste para atividade larvicida com Aedes aegypti

Paginas

101

103

103

104

106

106

124
126
133

133
134



Lista de Figuras
CAPITULO1
Piginas
1. Ramos floridos de Lonchocarpus Iatifolius................oooceeioveeeeeorereeesereeeenn 12
2. Fluxograma de extragio por solventes organicos das raizes de L. latifolius..... 15
3. Flavonodides isolados de L. 1atifolius..........ccovveveveevcicciciiee s, 33
4. Proposté de fragmentagdo para as substdncias 1 € 8.............cocoeeeeiiiineereienne. 35
6. Espectro de UV para a substineia L..........covvrrericceeinceeecevenessne e 36
8. Espectro de UV para a substancia 8...........ccocovnnncnnnnccecccesesenenns 38
11. Proposta de fragmentagéio para as substancias 2 € 5........ccoeveeveveiveeveevvinicnnns 40
13. Espectro de UV para a substincia 2...........coooccvverevicsnccietccsiee s 41
15, Espectro de UV para a substincia 5..............cccoovrivnrncnnecccvern v 42
19. Proposta de ﬁagnenmgio para as substincias 4 € 6.............ooeviiveereneerciinaen. 44

21. Espectro de UV para a substancia 4.............cccveevvrvvnnmnenienciecseeses s eeenne 45



Paginas
23. Espectro de UV para @ SubStAnCia 6............oovoveiniencninnnnenre s 46

25. Atribuicdes dos incrementos observados no espectro de diferenga de NOE
Para a SUBSTANCIA 7......cccooiviriiii e 49

29. Proposta de fragmentagio para as substancias 3 € 9. 53
30. Espectro de UV da substiancia 3.........cocovuiemiemiiniiniiinnai e 54

34. Atribuigdes dos incrementos observados no espectro de diferenga de NOE.
Para 2 SUDSLANCIA 3.......cvucricr i 56

38. Espectro de UV para 0 Pongamol..........cccoovrnreornnincnianisnsinssisssssasacnas. 58
49, Espectro de UV da substincia 9. e 60
52. Proposta de fragmentagiio para a substancia 10............oen. 62
§3. Espectro de UV da substincia 10.........cccoooeiiiiiininencncecs 63
56. Proposta de fragmentagio para a substincia 1., 65
57. Espectro de UV da substancia Fl. ... 66

59, Atribuigdes dos incrementos observados no espectro de diferenga de NOE.
para 8 SUDSTANCIA 12.......c.ccoeiriiciinin et 68

62. Proposta de fragmentagfio para a substancia 12, 69



Piginas

63. Espectro de UV da substancia 12........cocoviiiiiciiiiciciece e 70

CAPITULO II

1. Extrato éter de petroleo de raizes (8 Lanceolatina B, 2 Ponganpina; 5
Karanjina; 11 Flavanonol inédito; 3 Dibenzoilmetano inédito)....................... 96

2. Extrato éter de petréleo de raizes (8 Lanceolatina B, 2 Ponganpina; 5
Karanjina; 11 Flavanonol inédito; 3 Dibenzoilmetano inédito) Condigdes de
analise; Coluna Waters do tipo ODS 3,9x150mm, 4um, fase mével:
gradiente 80:20 (ACN/H,0)-100 (ACN) em 30min, volume de ln_lec;ﬁo 2uL
comprimento de onda: 240nm e fluxo: 0,8mL/min... ESUURUIURI 1 |

3. Extratos diclorometinico ¢ metandlico de raizes (8 Lanceolatina B; 2
Ponganpina; 5 Karanjina; 11 Flavanonol inédito; 3 Dibenzoilmetano
inédito) Condigdes de andlise: Coluna Waters do tipo ODS 3,9x150mm,
4um, fase movel: gradiente 80:20 (ACN/H,0)-100 (ACN) em 30min,
volume de injecdo; 2ul, comprimento de onda: 240nm e fluxo:

4, Extrato éter de petrdleo de raizes, caule, folhas e sementes (8 Lanceolatina B;
3 Dibenzoilmetano inédito) Condigdes de andlise: Coluna HP do tipo ODS
4,6x100mm, sum, fase movel: gradiente 80:20 (ACN/H,0)-100 (ACN) em
30min, volume de inje¢do; 2ul, comprimento de onda: 240nm e fluxo:
O,8MLIMIL.....cooieeitieceie et et se ettt s e see e sae e enee s eneee s erearaes 100

5. Medicarpina (Substincia 13)........coccocovininniiiiinn e s 102

CAPITULO I

1. Efeito dos extratos éter de petrbleo, diclorometanico ¢ metandlico sobre a
germinagio de sementes de alface cultivar “grand rapids”. A = extrato éter
de petrdleo, B =  extrato diclorometdnico, C = extrato
METANOLICO. ......ccviriiiiiii ettt e seveeree e 123



2. Teste de bioautografia com Bacillus SUBHIS.........ccorvvvreerivvennenrirrnnee

3A. Teste de bioautografia com Aspergillus mger ...................... .
4. Teste de bioautografia cOm RAIZOPUS OFIZAE............ccovovieerrcnmisivsiseisarnisisiissassns
5. Teste de bioautografia com Cladosprium cladosporioides...................o.cu......

6. Halos de inibig#io da substincia 3 nas concentragdes mdicadas (ug/mlL)..........

Paginas
125
127 |
128
129
130

131



CLAE
CC
CCD
COLOC

COSY

DEPT

dd
DLR

EPLR
eV
HETCOR

Lista de Abreviaturas

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia em coluna

Cromatografia em camada delgada

Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (C x H) a trés
ligagdes

Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear (H x H) a trés
ligacdes

Espectro de RMN "°C utilizando transferéncia de polarizagao

Dublete

Duplo dublete

Extrato diclorometanico de raizes de Lonchocarpus

Espectro de massas

Extrato éter de petrdleo de raizes de Lonchocarpus

Eletron volts

Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear (C x H) a uma
ligacfio

Hertz

Infravermelho

Constante de acoplamento em Hertz

Razfo relagdo massa/carga

Ion molecular

Extrato metanolico de raizes de Lonchocarpus
Multiplete

Efeito nuclear Overhauser



L Pmpormllh&o

"___Pomo de ﬁ.lsao
. Retro Dlels Alder

L 1 Rmnﬁncla magnétlca nuclear de hldrogémo
Ressbnancxa magnétxca nuclear de- earbono

D@locamento Quimico em. partes por nulhﬁo
- Rotaglo tica especifica.
[nunwoleta '




INTRODUCAO GERAL

A familia Leguminosae pertencente a ordem Rosales ¢ a terceira maior
familia de plantas floriferas, depois de Asteraceae ¢ Orchidaceae contendo 670
géneros e aproximadamente 17.500 espécies. E dividida em 3 subfamilias:
Papilionoideae, Mimosoideae ¢ Caesalpinoideae ¢ tem distribui¢do cosmopolita
(LEWIS & OWEN, 1989").

Esta familia é rica em flavonoides, uma das classes de metabolitos
secundarios mais abundantes em plantas superiores. Seu esqueleto ¢ constituido de
dois anéis aromaticos unidos por uma unidade C3. Dependendo da estrutura desta
unidade se ¢ uma cadeia aberta ou ciclica (5 ou 6 membros), assim também como
do seu grau de oxidagdo, eles so divididos em subclasses tais como chalconas,
flavonas, flavondis, flavanas, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas auronas etc.
Estas por sua vez podem sofrer hidroxilag#o, alquilaglo, acilagdo, glicosilagéo ou
raminosilagfo, resultando dai a enorme variedade de flavonéides encontrados na
natureza (KOES et alii 1994% ).

A biossintese dos flavondides comega com a condensagéio de uma
molécula de 4-cumaril-CoA e trés moléculas de malonil-CoA, produzindo a

chalcona (Quadro 1).

ILEWIS, G. P. ¢ OWEN, P. E. Legumes of ilha de maracé Roya! Botanic Gardens Kew 1989 95p.

2 KOES, R. E., QUATTROCCHIO, F., MOL, J. M. N, The flavonoids biosynthetic pathway in plants:
function and evolution. BioEssays /6 (2):124-132, 1594,



COOH CO5-CoA

NH: .
Ligninas
PAL C4H 4CL o Estilbenos
-3 > —p Cumarinas
i . Esteres
Fenilalanina OH

4 Cumaril-CoA

3 malonil-CoA
CHS

Protoantocianidinas

Flavan-3 4-diol

Quadro 1. BIOSSINTESE DE FLAVONOIDES * : PAL = Fenilalanina aménia-liase; C4H
= Cinamato~4-hidroxilase; 4CL = 4-cumaroil-coenzima A ligase; CHS =
chalcona.sintetase;, CHI = chalcona flavanona isomerase; F3H = Flavanona 3p-
hidroxilase; DFR = Dihidroflavonol 4-redutase; IFS = Isoflavona sintetase; FLS
= Flavonol sintetase; AS = Antocianina sintetase; UF3GT = Flavondide 3-O-
glicosiltransferase.



O género Lonchocarpus (fruto lanceolado) pertence a subfamilia
Papilionoideae ¢ contém cerca de 150 espécies, distribuidas na América tropical,
principalmente América do Sul e Central, Antithas ¢ Africa. No Brasil ¢ conhecido
popularmente por varios nomes tais como aquiqui, embira-de-macaco, embira-de-
sapo, embira-branca, embira-roxa, ipid, quina-branca, rabo-mole, rabo-duro, rabo-
de-bugio, rabo-de-macaco, timb6, timbo-carajuru, timbo-urucu € sucupira-preta
(TOZZI, 1989% ).

A importincia econémica deste género, estid no fato de muitas espécies
possuirem um potente inseticida vegetal que ¢ extraido das raizes, a rotenona
(Figura 1). Este constituinte quimico também ¢ encontrado em outros géneros tais

como: Derris, Tephrosia, Miletia e Mundulea.

Ol

GO,

Figura 1. Rotenona substincia extraida
das raizes de algumas espécies
de Lonchocarpus

Este género foi no passado uma fonte de divisas, pois as raizes eram
exportadas para os Estados Unidos em grande quantidade, existindo na década de
30-40, s6 no Para 40 industrias que trabalhavam com a rotenona. Além da
importincia como inseticida, existem algumas espécies lenhosas que sdo boas para

producdo de madeira, dentre elas Lochocarpus campestris Mart. ex Benth., que ¢

3 TOZZI, A, M. A. Estudo taxondmicodos géneros Lonchocarpus Kunth ¢ Deguelia Aubl. no Brasil. 1989
341p Tese (Doutor em Biologia). Instituto de Biclogia UNICAMP.



recomendado para elaboragdio de papel jornal (TORTORELLIL, 1943, apud
TOZZ1, 1989%), e Lonchocarpus muehlbergianus Hassler, que fornece madeira
para fabricagdo de carretas (BURKART, 1952 ibid.’).

Foi feita uma revisdo bibliografica minuciosa do género Lonchocarpus até
0 ano de 1994 (SALES, 1994%), onde se verificou que a especie em estudo é
inédita fitoquimicamente assim como as espécies pertencentes 4 secao na qual ela
s inclui como: L. hedyomus Miq., L. ernesti Harms e L. spiciflorus Benth. A partir
de 1995 se encontra descrito na literatura o estudo de Lonchocarpus
muehlbergianus (BLANCO, 19957), Lonchocarpus subglaucescens (SALES,
1994), estudados pelo nosso grupo de pesquisa, e Lonchocarpus longystilus
(SOTELO et alii, 19958). Além de flavondides, foi descrito na literatura (EVANS
et alii 1985°) a presenca de aza-agucares e aminoacidos nédo proteicos nas
sementes de varios Lonchocarpus como: L. subglaucescens, L. muehlbergianus,

L. latifolius, L. dipteroneurus, L. atropurpureus, L. quilleminianus e etc (Figura
2).

* TORTORELLI L. A. apud TOZZI, A. M. A. Estudo taxon8micodos géneros Lonchocarpus Kunth e
Deguelia Aubl. no Brasil. 1989 341p Tese (Doutor em Biologia). Instituto de Biologia UNICAMP

5 BURKART, A. 1952 gpud TOZZI, A. M. A. Estudo taxondmicodos géneros Lonchocarpus Kunth e
Deguelia Aubl. no Brasil. 1989 341p Tese (Doutor em Biologia). Instituto de Biologia UNICAMP

® SALES, B. H. N. Fiavonoides de Lonchocarpus subglaucescens (Benth)- Leguminosae e sintese de f-
hidroxichalconas 1994 198p Tese (Doutor em Ciéncias). Instituto de Quimica UNICAMP

7 BLANCO, L S. Flavonoides de Lonchocarpus muehlbergianus e sintese de flavanas 4-oxigenadas 1995
143p Tese (Doutor em Ciéncias). Instituto de Quimica UNICAMP

® SOLTELO, A, CONTRERAS, E., FLORES, S. Nutricional value and content of antinutricional

compounds and toxics in ten wild legumes of Yucatan Peninsula, Plant Foods Hum, Nutr. 47 (2):
115-23, 1995,

? EVANS, V.S. E. FELLOWS L. E.and BELL, A. Distribution and systemitc significance of non-protein
amino acids and amines in the tephrosieae. Biochem, Syst. & Ecol 13 (3): 271-302, 1985
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Figura 2. Aminoacidos livres e azo-agicares presentes em sementes de Lonchocarpus

As diversas posi¢des sistematicas propostas para o género Lonchocarpus
mostraram a auséncia de consenso entre os diversos estudiosos do grupo, porque
varias de suas caracteristicas morfologicas intersectam com as de outros géneros.
As afinidades verificadas com géneros proximos colocam-no numa posicio
transicional entre tribos, dificultando, portanto uma classificago satisfatdria. O

ultimo trabalho realizado sobre a ocorréncia de Lonchocarpus em territorio



brasileiro baseou-se numa série de caracteres morfolégicos. A estrutura da
inflorescéncia destacou-se como um excelente caracter diagndstico, resultando na
detecgdo de 23 espécies brasileiras e na diviséo do género em Lonchocarpus subg.
Punctati com 8 espécies ¢ Lonchocarpus subg. Lonchocarpus com 15 especies
distribuidas em 5 seg¢des, (TOZZI, 1989), onde foram levantadas duas hipoteses |
sobre a evolugdo das espécies no género Lonchocarpus, uma em que elas teriam se
originado a partir de um ancestral paniculado ¢ outra na qual a origem seria a partir
de um ancestral pseudo racemoso com unidade (bi) triflora. Considerando a
hipétese sobre a origem paniculata, as espécies do subgénero Punctati seriam mais
primitivas do que as do subgénero Lonchocarpus onde, as espécies das segbes
Unguiliflori ¢ Laxiflori pdderiam ser consideradas as mais evoluidas: Na outra
hipétese, que se aceita como mais prirﬁitiva, a inflorescéncia pseudo-racemosa com -
duas ou trés flores pseudo terminais e eixo de 2? ordem indeterminado, a ev‘olugﬁo
ocorreu de um lado para a redugdo dos eixosv'(subg. Lonchocarpus), enquanto no
subg. Punctati a evolugdo ocorreu para d seu desenvolvimento com gradual
aumento do namero de flores, sendo portanto considerado mais evoluido que subg.
Lonchacarpus. \ _

O grau de evolugdo de uma determinada espécie, também poderia ser
avaliado pelo seu potencial redox que pode ser expresso indiretamente através dos
valores médios da oxidagdio versus métilacﬁo (O/Me) dos seus metabolitos
secundérios, como proposto na andlise quimiossistematica do complexo Derris-
Lonchocarpus (GOTTLIEB, 1972'%).

O estudo quimiossistematico de um determinado taxon entretanto & mais .
significativo quanto maior for o niumero de espécies investigadas seguindo-se a

mesma metodologia de analise. Faz-se necessario também investigar a ocorréncia

¥ GOTTLIEB, O. R. Micromolecular evalution, systematics and ecology. New York: Spring-Verlag, 170p
1972, ' '



dos marcadores taxondmicos em varias partes da planta como raizes, folhas, frutos
e sementes em diferentes épocas (sazonalidade).

O uso terapéutico de flavondides tem sido amplamente investigado, eles
sdo conhecidos por suas atividades anti-inflamatoria e anti-alérgica por suas
propriedades antitrombose e vasoprotetora, por inibicdo da promogéo de tumores €
como protetores da mucosa gastrica. Também possuem acentuada atividade
antitumoral, bactericida e fungicida (EVANS, 1996').

Considera-se que os flavonoides talvez sejam a classe de compostos mais
utilizados para estudos de quimiotaxonomia (HARBONE, 19772 ). Recentemente
avaliou-se o significado da ocorréncia de flavonoides para a quimiotaxonomia do
género Sophora (OHYAMA et alii, 1995"). |

‘Neste contexto o grupo de pesquisa trabalhando sob a orientagdo dos
professores Dr Aderbal F. Magalhdies ¢ Dra. Eva G. Magalhdes, no Instituto de
Quimica da UNICAMP vem desenvolvendo o estudo sistematico de espécies
inéditas de Lonchocarpus ¢ géneros afins com énfase no isolamento, determinagfio
estrutural e atividade biologica de flavondides, a fim de reunir dados fitoquimicos
que possam corroborar com a segunda hipotese postulada sobre a evolugdo de
Lonchocarpus que ¢ a mais aceita no momento, tendo como base a anatomia da
estrutura secretora (TOZZI, 1989'*) e ontogenia da inflorescéncia (TUCKER,
1989"° loc. cit.).

Il EVANS, W. C. Trease and Evans’ Pharmacognosy 40 ed. London: Saunders 613p.1996.

12 HARBONE, J. B., Flavonoids and the evolution of the angiosperms, Biochem. Syst. & Ecol. 5, 7-22,
1977

13 OHYAMA, M. TANAKA, T. YOKOYAMA, J. INUMA, M. Occurrence of prenylated and oligostilbenes

and its significance for chemotaxonomy of genus sophora (leguminosae). Biochem, Syst. & Ecol. 23
(6): 669-677, 1995. '

M 10ZZI1, A. M.A. Estudo taxondmicodos géneros Lonchocarpus Kunth e Deguelia Aubl. no Brasil. 1989
341p Tese (Doutor em Biologia). Instituto de Biologia UNICAMP

1S TURCKER, apud TOZZI, A. MA. Estudo taxondmicodos géneros Lonchocarpus Kunth e Deguelia
Aubl. no Brasil. 1989 341p Tese (Doutor em Biologia). Instituto de Biologia UNICAMP
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Objetivo

Estudo fitoquimico de Lonchocarpus latifolius  isolamento e
determinagdo estrutural dos flavondides do extrato éter de petréleo
obtido das raizes (Capitulo 1)

Andlise qualitativa e quantitativa dos flavonéides isolados das raizes de
Lonchocarpus latifolius, perfil cromatografico e analise quantitativa
dos flavonoéides em folhas , casca do caule e sementes; andlise sazonal
dos 'ﬂavonéides. isolados das raizes coletadas no invemno, primavera e
verdo (Capitulo IT)

Testes biologicos (toxicidade com Artemia salina, bioautografia,
inibigdo da germinagio de sementes de alface e larvicida com Aedis
aegypti) com os extratos das raizes de Lonchocarpus latifolius e com a
substéncia 3 (Cs.ipitulo HT)



CAPITULO1

Isolamento e Determinaciio Estrutural dos flavonoides do
Extrato Eter de Petréleo de Raizes de Lonchocarpus latifolius
(Willd) DC

1. INTRODUCAO

Lonchocarpus latifolius (Willd) D.C. (Figura 1) é uma arvoreta de 3-8 m
de altura, muito raramente arvore de porte maior, corpulenta com tronco quase
sempre inclinado ¢ ramos compridos, escandentes oriundos deste a parte basal e
relativamente esparsos no apice da rvore, casca lisa ou com estrias longitudinais,
marrom a cinza-amarelada;, ramos lenhosos espessos, estriados, glabros com
lenticelas pequenas, congestas marrons Ou esbranquigadas, quando novas
pubérulos, com as terminagdes angulares ¢ com os bordos arredondados,
semelhantes ao osso fémur, estipulas 2, opostas ¢ caducas. Folhas 5 ou 7
folioladas, muito raramente 9 folioladas (Jamaica ou raro paripenados 4, 8 ou 10
folioladas), alterno espiculadas no épice dos ramos jovens, congestos, as vezes
aparecendo subpomos; peciolo lenhoso, espesso, caniculado, glabrescente, de 4-8,
5-12 cm de comprimento ou mais, maior que 1,5 vezes o comprimento da raquis
com pulvinulo rugoso, liso na regido correspondente 3 face inferior do foliolo;
raquis semelhante ao peciolo, achatada ventualmente, de (2,5-) 5-8 cm de
comprimento ou mais; peciélulo canaliculado, de 5-8 mm de comprimento; foliolos
de aspecto variado dependendo da fenologia da planta, membranaceo, dicolores,

ligeiramente lustrosos na face superior verde-amarelados, criso-sericeos na face
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inferior, principalmente sobre as nervuras, que s#o muito evidentes quando as
folhas sdo jovens, nas folhas adultas grandes, papiraceos a cartaceos, verde-
brilhantes, com face superior verde mais escura e glabra, inferior glaucescentes
com esparsos pélos curtos e adpressos com nervuras principal ¢ secundarias
amareladas ou avermelhadas e obliquos em ambos as faces ¢ proeminente na
inferior, margem resoluta dando aspecto de textura mais espessa, discolores, com
6-10 nervuras secundarias, ovais a oval lanceoladas, com apice natural, acuminado
e mucronado, depois mais longos, predominantemente subelipticos. Os basais
ovais e os terminais oboval elipticos, com apice obtuso ¢ acuminado-mucronado,
com acumem curto ou longo, de até 1,5 cm de comprimento, base subarredondada
ou largo-cuneada, as vezes assimétrica, de 8-16 (-24) cm x 3-8 (-12) cm.

Inflorescéncia composta de 1-6 pseudo raceno densifloros, muito
proximos. Fruto curto-estipulado (estipe de 3 mm de comprimento) compresso,
eliptico a semi eliptico, apice ¢ base atenuado, com 1-3 sementes, de 5-8 cm x 2-
2,3 cm, semente marrom, subarredondada, compressa, com endosperma branco-
esverdeado e cotilédone verdes. Infrutescéncia com 1-15 frutos desenvolvidos. O
especimem em estudo e classificado como:

Familia; Leguminosae

Subfamilia: Papilionoideae

Tribo: Melleticae

Sub-tribo: Lonchocarpinae

Género: Lonchorcarpus

Sub-género: Lonchocarpus

Secfio: Densiflori

Espécie: latifolius

E encontrado amplamente distribuido pelas Antilhas, tendo sido

confirmado sua ocorréncia nas grandes Antilhas (Cuba, Ilhas de Pinos, Jamaica,
Repablica Dominicana, Porto Rico) e nas Pequenas Antilhas (Guadalupe,
Dominica, Martinica e Trinidade), América Central (Belize, Costa Rica, e Panama)

¢ no Norte da América do Sul (Colombia e Venezuela, Guiana, Guiana Francesa e
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Brasil). No Brasil a espécic foi encontrada nos Estados do Pard e S#o Paulo ¢
cultivada em Minas Gerais e Rio de Janeiro. Ocorre em altitudes que variam desde
o nivel do mar at¢ 800m.

Sindnima Cientifica: Robinia nicou, Robinia scandens, Robinia sepium,
Dalbergia pentaphylla, Dalbergia heptaphylla, Lonchocarpus pentaphyllus,
Lonchocarpus heptaphyllus, Lonchocarpus swarizu, Lonchocarpus discolor,
Lonchocarpus oxycarpus, Derris latifolia (Willd), Amerimnum latifolium,
Dalbergia macrophylla, Myrospermum frutescens. (TOZZI, 1989).
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yDC

(b) flor
(g) quilha; (h) androceu; (i) gineceu.

(Willd

Lonchocarpus latifolius

; (c) bractéolas; (d) cdlice;

ia;

(a) ramo com inflorescénc
(e) estandarte; (f) asas;

Figura 1. Ramos floridos de Lonchocarpus latifolius
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2. MATERIAL E METODOS

O material botanico foi coletado e identificado pela profa. Dra Ana Maria
de Azevedo Tozzi, na Fazenda Santa Elisa, Monjolinho no Instituto Agrondmico
de Campinas (IAC), estando depositada uma excicata de n® 21974 no herbario
UEC, da Universidade Estadual de Campinas.

Os pontos de fusdo foram obtidos em placas de aquecimento tipo Kofler,
instaladas em um microscopio modelo Thermopan (C. Reichest Optische Wercke
AG)

Os espectros no ultravioleta foram obtidos em espectrdmetro HP 8452A
Hewlett Packard-Diode Array.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrdmetro Perkin
Elmer modelo 1600 (FTIR) em pastilhas de KBr (para s6lidos) ou em filme liquido
de CH,Cl,. |

Os valores de rotagdio optica ([a}p) foram medidos em um polarimetro
Carl Zeiss Jena Polamat A com lampada de mercurio (546 nm) e posteriormente

corrigidos para o sodio segundo as relagdes abaixo:

[o}obs

[o] mg= cxl

[a]l-lg =1,175 [a]na
{ops. = [t]20 [1 + 0,000143 (1 - 20)]

onde : ¢ = concentragdo da amostra (mg/mL)
I = comprimento da cela (0,1 dm)
[t)ons = rotagdio Optica lida no aparelho
t = temperatura (° C)
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Os espectros de massas foram obtidos nos espectrdmetros HP 5988
Hewlett Packard (quadrupolo) operado a baixa resolugdo (1000), utilizando-se a
técnica de impacto eletrdnico a 70 eV ¢ VG Autospec operado a alta resolugio
(10.000), utilizando-se a técnica de impacto eletrénico a 70 V.

As andlises por cromatografia gasosa foram obtidas em um cromatografo
gasoso CG Hewlett-Packard HP 5890-série 2 acoplado a espectdmetro de massas
HP 5970, usando-se coluna Ultra 2, capilar de 25 m x 0,2 mm (i.d.) x 0,33 pm,
com varredura de massa (m/z 40 a 500).

Os espectros de RMN 'H e *C, DEPT, diferenca de NOE, COSY,
HETCOR e COLOC foram obtidos em espectrémetros Brucker AC-300/P ¢ Varian
(Gemini-300). Para o experimento COLOC foi utilizada uma constante de
acoplamento J = 8-10 Hz. Os solventes utilizados foram cloroférmio deuterado
(CDCl5) ou dimetilsulféxido DMSO-d¢, usando-se como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS) para espectros de RMN H.

As colunas de cromatografia (CC) foram recheadas com silicagel 60 (70-
230 mesh) Merck

As cromatografias em camada delgada preparativa (CCP) foram feitas em
silicagel G e silicagel GF;s4 Merck na proporgdo de 2:1, sobre suporte de vidro
(espessura de 1mm)

As cromatografia em camada delgada foram feitas em cromatofolhas de
aluminio silicagel G F3s54 0,2 nm Art. 1.05554 Merck

Reveladores: Lampada de UV nos comprimentos de onda 254 ¢ 366 nm e
solugdo de Aniszldeido/acido acético modificado (Reativos Merck, 1971), por

nebulizagdo em placa seguida de aquecimento.
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2. 1. Isolamento, Purifica¢iio e identifica¢iio dos Constituintes Quimicos
de Lonchocarpus latifolius

2. 1. 1. Obtengiio dos extratos das raizes de Lonchocarpus latifolius

Foram coletados 1,797 kg de raizes de Lonchocarpus latifolius no Instituto
Agronoémico de Campinas (IAC), apos a frutificagdio. O material foi seccionado e
seco em estufa ndo ventilada, a 40 °C por 14 dias. As raizes foram pulverizadas em
moinho de faca Wiley fornecendo 713,90 g de po, que foi extraido sucessivamente
com cada um dos seguintes solventes: éter de petroleo (EP), diclorometano
(CH,Cl) e metanol (MeOH). Os extratos foram obtidos a quente em soxhlet, ¢
concentrados em evaporador rotatdrio até remogio completa dos solventes (Figura
2).

Lonchocarpus
latifolins
I
Raizes
Eter de petréleo
. Extrato ' Torta
Eter de petréleo )
(12,50 g) Diclorometano
]
Teste
Bialogico I Torta Extrato
Diclorometanico
Metanol (7,0 g)
I
Teste
Extrato l Torta Biukogico
Metandlico
42,50 g)
|
Teste
Biolrgico

Figura 2. Fluxograma de Extragdo por Solventes Orginicos das Raizes de
Lonchocarpus latifolius
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- 2.2, Elaboracio do Extrato Eter de Petréleo das Raizes

»

Apos a evaporagio do solvente, o extrato (6,0 g) foi cromatografado €m
coluna de silica-gel de 70-230 mesh (240 g), refrigerada com camisa de agua a
pressio ambiente, coletando-se 283 fracdes de 200 mL, utilizando-se como
cluentes éter de peti‘éleo, cloroférmio, acctato de etila ¢ metanol, conforme

mostrado no Quadro 1.

Quadro 1. Relagiio entre Fraglio Eluida/Concentragdo do
Eluente do Extrato de L. Latifolius.

e —D—  ——— ]
e e e ——

Fraches _. Eluentes

F .
1a2s 1 ~ Bter de Petroleo |
26a45  Eter de Petrdleo/Cloroférmio (50,0:50,0 v/v)
46255 | Eter de Petréleo/Cloroférmio (75,0:25,0 v/v)
56a83 : Cloroférmio -

842116 | Cloroférmio/Acetato de Etila (97,5:2,50 v/v)
117 a 142 Cloroférmio/Acetato de Etila (95,0:5,00 viv)
1432156 | Cloroformio/Acetato de Etila (92,5:7,50 v/v)
157 a 185 Cloroformio/Acetato de etila (90,0:10,0 v/v)
1862190 | Cloroformio/Acetato de Etila (87,5:12,5 v/v)
1912194 Cloroférmio/Acetato de Etila (85,0:15,0 v/v)
1952199 | Cloroformio/Acetato de Etila (75,0:25,0 v/v)
| 200217 Cloroférmio/Acetato de etila (50,0:50,0 v/v)
’ 2182233 F Cloroformno/Acetato deetila (25,0.75,0 v.fv)_
2342270 cr CAcetatodeetila
271 2283 " Acetatode etila/Metanol (75,0:25, 0 vlv)

__.___..—_.—-——-—

As fragdes coletadas foram analisadas por cromatografia em camada
delgada de silica ¢ reunidas em 45 grupos (Quadro 2), sendo prioritariamente
elaboradas de acordo com a quantidade de material contido e complexidade da

mistura (Quadro 3).



Quadro 2. Relagdo entre Grupo/Fragio coletada do extrato de
Lonchocarpus latifolius.

Grupos Fracdes Massa (mg) Grupos Fragoes Massa (mg)
1 | 1aé6 264,00 24 98 a 99 208,30
2 7a8 18,40 25 100 a 101 173,40
3 , 9a13 10,40 26 102 a 105 199,40
4 14a15 3,20 27 106 a 114 91,00
5 16219 4,20 28 1152124 90,00
6 20221 7,10 29 125 a 129 22,40
7 ; 22225 6,20 30 130 2 133 13,90
8 26228 24,00 31 134 a 136 19,70
9 : 29 11,80 32 137 a 142 33,20
10 30241 194,60 33 143 2 156 57,40
11 | 42a49 29,90 34 157 2 163 20,00
2 s 20,30 35 164 2171 3430
13 E 51 255 264,60 36 172177 27,90;
14 56259 307,90 37 178 a 185 129,70
15 | 60a61 43750 33 186 a 190 3590 .
16 62266 84620 .39 191 2 199 8420
17 i 67269 106,70 40 200 a 203 39,50
18 70475 12900 ° 41 204 a 215 67,60
19 { 76283 310 &2 216 3 230 64,00
20 84 a 87 52320 43 2312239 2850
u Cwma® i W 2eaze  wm

22 90098 31880 48 2632283 54,00
23 | % x% 13660 Total 524680
_"'_'_'—_-u_-—_———_______._"‘_‘_"'——_—_

17
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Quadro 3. Relagdo entre Grupo(fragdo)/Substincia isolada de Lonchocarpus

latifolius.
Grupo Fracio Quantidade Substincias  Quantidade Classe
usada (mg) isoladas (mg)
14 56259 307,90 3 54,50 Dibenzoilmetano
10 2,00 Flavanona
12 5,00 3.4 dimetoxifiavans
15 -3 125,00 Dibenzoilmetano
60 a 61 438,00 11 3,00 flavanonol
16 62 a 66 407,00 3 276,00 Dibenzoilmetano
17 67 a 69 37,00 3 12,00 Dibenzoilmetano
18 T0a?s 129,00 3 11,00 Dibenzoilmetano
.9 3,00 Dibenzoilmetano
21 832a89 66,10 5 7,00 Flavonol
22 ‘90295 318,80 5 154,80 ~ Flavonol -
8 3,00 Flavona
23 26497 102,70 8 32,00 ‘Flavona
4 6,00 Flavonol .
25 1002101 173,40 2 5,00  Flavomol =
4 . 6,00 . Flavenol . ..
27 106 a 114 91,00 6 7,00 _ Flavonol..
. . Y. A 3,00 Flavona . . .
il 2,00 - Fiavonol
28 1152124 90,00 1 8,00 _ Flavonol - .. .
3 57,40 3,00

1432156

Flavonol
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A seguir se encontram os fluxogramas correspondentes as analises por

cromatografia em camada preparativa de todos os grupos mostrados no quadro 3,

seguido das estruturas das substncias isoladas e dos respectivos dados fisicos.

Grupo 14
14 3
308 mg pl::cca;de

CCP Eter de petréleo/AcoEt 30:20 viv

14 F,
43 mg

14F;
T5mg

14 F; 14 F,
37,40 mg 90 mg
"I

CCP Eter de petrdleo/AcoEt 80:20 viv

14F,, 14F,.; 14F,.;
7,10 mg 17,70 mg 54,30 mg

3
CCP Hexano/CH2Cla2/MeOH/30:10:4 viv

14 F, 1.
§, Hh mg

12

M F,.
2,0 mg

10
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2’-metoxi-8-(a,a-dimetilalil)-furano-(2”,3”:4’,3%)-dibenzoilmetano

Substincia 3

Aspecto fisico: Oleoso

[a]®p: +28.3 (c 0,84, CH,Cl,).

UV: (c. 0,01 MeOH) A p4: nm (log £): 239 (3,44).

IV: Vauiz em (Filme CH,Clz): 3055, 2957, 1698, 1597, 1355, 1265,
1074, 738.

EM alta resolugéio m/z (%): encontrado 362,14418 [M™] (calculado

para Cy; Hy, O, 362,15180) 362 (12), 334 (8), 331(4), 319 (8), 263

(42), 175 (100), 160 (30), 132 (5), 105 (37), 77 (27).

RMN 'H: Tabela 1D

RMN °C: Tabela 2B

(2,3-trans-3 ,4- trans)-3,4-dimetoxi-(2”,3”:7,8)-furanoflavana

OCH3

Substéncia 12

Aspecto fisico: Cristal (Solvente CH,Cl,).

[e)*p: +21,15 (¢ 0,4, CH,Cly).

PF: 81,9-82,2°C

UV: (¢ 0,01 MeOH) A mg; nm (log €): 248 (4.43), 256 (4,44).

IV: v em (KBr): 2926, 2857, 1622, 1602, 1474, 1142, 1067,
1017.

EM alta resolugfio m/z (%): encontrado 310,11957 [M*] (calculado
para Cj9 H;g O4 310,12051) 310 (23), 176 (100), 161 (64), 147 (47),
134 (68), 105 (15), 91 (85), 77 (38).

RMN 'H: Tabela 1C

RMN °C: Tabela 2A
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3’,4’-metilenodioxi-(2”,3”:7,8)-furanoflavanona

Substincia 10

Aspecto fisico: Oleoso

[a]m;,: Nio determinado.

UV: (c. 0,01 MeOH) A sz nm (log £): 238 (4,61).

IV: Vs, cm (KBr): 2922, 2852, 1678, 1459, 1089, 1033, 922.

EM: m/z (%): 308 [M"] (20), 161 (12), 160 (27), 149 (45), 148
(100), 133 (14), 132 (6), 121 (7).

RMN 'H: Tabela 1A

Grupo 15

15

2
192 mg placas de

CCP

CCP Hexano/Metanol 95:5 viv

15 F,
9. 8mg

1

15F,

9, 5mg

CCP Hexano/Metanol 95:5 viv 3

2,5mg

15 F|.1 15 FI-Z

3,0mg

11

15F; 15F,
11,7 mg 125,0 mg




3-metoxi-(2”,3”: 7,8)-furanoflavanona

Substincia 11

Aspecto fisico: Sélido amorfo incolor.

[@]**: Ndo determinado.

PF: Nio determinado.

UV: (¢ 0,01 MeOH) A 4, nm (log £):240 (4,74)

EM alta resolugio: encontrado 294,08935 [M"] (calculado para Cg
H,, O, 294,08921).

EM: m/z (%):294 [M™] (9), 160 (16), 134 (100), 91 (30), 105 (4), 77

(9).
RMN H: Tabela 1C.

Grupo 16
16 4
407 mg "'E‘é;,d"

CCP Eter de petréleo/AcoEt 80:20 viv

16 Fl 16 F‘Z
222 myg 325 mg

CCP Hexano/CH2C1/MeOH 30:10:4 viv

16 F. _, 16 F;._,
2% me 14,6 mg




Grupo 17

17
87 mg

23

CCP Hexano/AcoET 80:20 v/iv

17F,
15, 00 mg

17 F,
23,00 mg

1

17F,
10, 00 mg

CCP Hexano/AcoET 80:20 viv

17F,
13,00 mg

17 Fy., 17F,.;
2,00 mg 12, dmg
3
Grupo 18
18
129 mg
CCP Eter de petréleo/AcOEt 80:20 viv
18Fy 18F2 18F3 18F 4
20, 00 mg 23,00 mg 30, 00 mg! 30, 00 mg
CCP Eter de petrleo/AcOEt 80:20 viv
[ |
18F1.1 18 FgA: 18F2-3 0
6,00 mg .00 | | 500 me CCP Eter de petrfleo/AcOEt 80:20 viv

3

|

lsFl—l lsFJ_] lst.;
2,00mg § | 12,00mg 6 00 mg

3,00 mg

] 8]",.;.1 1 BFJ-I-] lng.;‘g
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3.4-metilenodioxi-2’-metoxi-8-(o,c-dimetitalil)-furano-(27,3”:4°,5%)-
dibenzoilmetano

Substincia 9

Aspecto fisico: Oleoso

[a]*p: Naio determinado.

UV: (¢ 0,01 MeOH) A p3: nm (log €):236 (3,47).

IV: vmix cm “(Filme CH,Cl,): 2933, 2856, 1689, 1657, 1440, 1262
1074, 1034, 922,

EM: m/z (%): 406 [M*](0,5), 307 (5), 175 (100), 160 (19), 149 (17),
132 (3), 121 (3).
RMN 'H: Tabela 1D

RMN *C: Tabela 2B
Grupo 21
21
66 mg
CCP Eter de petrdleo/AcOEt 80:20 viv
21F, 21F3 21F3 21F, 21Fs
5,80 mg 2,70 mg 23,00 mg 13,00 mg 3,6 myg
CCP Kter de petrileo/AcOEt 80:20 viv
21F3 4
21F3.2
16,00 mg 700 g




25

3-metoxi-(2”,3”:7,8)-furanoflavona
Karanjina

Substincia 5

Aspecto fisico: S6lido amorfo incolor.

PF: 154-157°C.

UV: (¢ 0,01 MeOH) A pg: nm (log £): 268 (3,16), 302 (3,24).

IV: vuy ¢m (KBr): 2925, 2844, 1639, 1624, 1227, 1164, 1127
1035.

EM: m/z (%): 292 [M"] (54), 291 (100), 160 (43), 132 (11), 105

(10), 77 (23).
RMN *H: Tabela 1C.
Grupo 22
22 Recristalizacio 134,50 mg

318 mg Acctona/Eter etilico 5
Agua mie

92,00 mg
CCP CH2Cla/AcOEt 86:20 viv

22F, 22F2 22F;

32,00 mg ? 3, 00mg




(2”,3”:7,8)-furanoflavona

Lanceolatina B

Substincia 8

Aspecto fisico: Solido amorfo incolor
PF: 128-131 °C

UV: (c 0,01 MeOH) A s, nm (log €): 264 (3,40), 298 (3,52).
IV: Vs cm H(KBr): 3105, 2925, 2361, 1636, 1362, 1070,

26

EM: m/z (%): 262 [M"] (54), 160 (100), 132 (13), 105 (2), 102 (3),
77 (23). o
RMN 'H: Tabela 1C.

Grﬁpo_ 23

23

103 mg

CCP CHCly/ AcoET 80:20 viv

23

35,00 mg

F,

23F;
14, 60 mg

1
23 F[.l 23 F} -2
19,50 mg 6, 0 mg

4

| CCP CH2C12/ AcoET 80:20 viv

23F; 23F, |
Recristalizaciio
Acetona/ Eter etilico
31 08 mg
8
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3-metoxi-2”,2"-dimetilpirano-(5”,6”:8,7)-flavona
karanjacromeno

Substincia 4

Aspecto fisico: Cristais (Solvente CH,Cl,).

PF: 146-147°C.

UV: (¢ 0,01 MeOH) A py: nm (log €):230 (5,79), 270 (3.,49), 328
(3,15).

IV: Vs, ¢m (KBr): 2956, 2924, 2852, 1644, 1628, 1112, 1039.

EM: m/z (%): 334 [M"] (46), 333 (57), 319 (100), 187 (34), 159
(22), 105 (15), 77 (43).

RMN 'H: Tabela 1B

RMN 13C: Tabela 2A
Grupo 23
phczas de 25 Recristalizacio MeOH | 5,00 mg
CCP 180 mg 2

CCP Eter de petréleo/AcOEt 80:20 viv

25F) 25F2 25F> 25F,
12, 50 mg 70, 60 mg 3,0 mg 6,00 mg
—— ]

CCP Eter de petrélec/AcOEt 80:20 v/v
l |

25 F].] 25 F] .2 25 Fl-!
46,00 mg 6,0 0mg 4, 00 mg

4 mE—
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3-metoxi-3’,4’-metilenodioxi-(2”,3”:7,8)-furanoflavona
Pongapina

Substincia 2

Aspecto fisico: Cristal (Solvente CH,Cl,).

PF: 187-188 °C.

UV: (¢ 0,01 MeOH) A g nm (log £):250 (5,19), 334 (5,34).

IV: v em '(KBr): 2922, 2867, 1639, 1623, 1445, 1258, 1034, 952.

EM: m/z (%): 336 [M"] (11), 335 (12), 176 (2), 160 (100), 132
(13).

RMN 'H: Tabela 1A

Grupo 27

27
91 mg

CCP CH2Ch/ AcOEt 80:20 viv

2TF
27,00mg

27F-
12, 00 mg

27TF 27F,
34, 00 mg 13, 00mg

CCP CH;Cly/ AcOEt 80:20 CCP CHCly AcOEt 80:20 viv

27F.,
2, M my

27F.;
’!m

27F.
10, 00 mg

27 FJ-'I 27 F;.;
20, 00 mg 7, W mg
]

CCP CH:2Cly/ AcOEt 80:20 viv

27 Fn
3,00 mg

27Fz
7, M0 mg
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3-metoxi-2”,2”-dimetilpirano-(5”,6":8,7 )-3',4’-metilenodioxiflavona
Pongacromeno

Substiincia 6

Aspecto fisico: Sélido amorfo incolor.

PF: 179-182 °C.

UV: (c 0,01 MeOH) A msx nm (log £): 272 (3,36), 346 (3,19).

1V: v, om (KBr): 2968, 2924, 2844, 1630, 1251, 1118, 1040, 957.

EM: m/z (%): 378 [M"] (80), 377 (80), 363 (100), 187 (54), 159
(13), 149 (11), 121 (8%).

RMN 'H: Tabela 1B.

Grupo 28
28
90 mg
CCP CHCly/AcOEt 80:20 viv
28F; 28F2 28F3 28F, 28Fs
33,00 mg 27,00mg 4, Mimg 12, ) mg 5,00 myg
CCP CH:2Clz/AcOEt 80:20 viv

28F2.1 28F2.2 21F2.3
12,00 mgl 1 % 00 mg 2, 50mg
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3’ 4’-metilenodioxi-(2”,3”:7,8)-furanoflavona
Pongaglabrona

Substincia 1

Aspecto fisico: Cristais (Solvente CH,Cl,).

PF: 221-222 °C.

UV: (¢ 0,01 MeOH) A msx nm (log €):248 (5,39), 328 (3,33).

1V: Vg cm (KBr): 2922, 2856, 1640, 1446, 1257, 1067, 1038, 906.

EM: m/z (%): 306 [M™] (95), 160 (80), 146 (100), 149 (5), 132 (16)
121 (3), 77 (28).

RMN 'H: Tabela 1A.

RMN BC: Tabela 2A.

Grupo 33

33
5T mg

CCP CHzCl/AcOEL 80:20 viv

33F; 33F; 33F3 33F,4 I3Fs
15, 0mg 1, 80mg 1, 4mmg 1%, 0 mg 7, 60 mg
CCP CH2C12/AcOEt 80:20 viv

3341 33F4; 33F43
3, 00mg 9 5o mg 2, 50mg

CCP CHCl/AcOEt 80:20 viv

33F4.2.1 | |30F 2.2 | | 33F423
1! %0 ™mE 3‘ ™ mg 1' 00 mg




3,5-dimetoxi-2",2”-dimetilpirano-(5”,6":8,7)-flavona

Substiincia 7

Aspecto fisico: Oleoso.
PF: Ndo determinado.

UV: (¢ 0,01 MeOH) A 44 nm (log £): Nao determinado.

IV: Vg em “I(KBr): Niio determinado.
EM: m/z (%):N#o determinado.
RMN "H: Tabela 2A

31
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2.2, Metilaciio da Substincia 3
Num bal#o de fundo redondo (10 mL) contendo a substdncia 3 (12 mg) e éter
etilico (2mL), adicionou-se diazometano até cessar o desprendimento de gas. A
reacao foi deixada sob agitagdo a temperatura ambiente por 4 horas ¢ 30 minutos.
Apos este periodo foram feitas placas cromatograficas verificando-se que a

substincia 3 permaneceu inerte (MATOS, 1988).

2.3. Degradaciio da Substiincia 3 em meio dcido

Num baldo de fundo redondo (10 mL), contendo a substancia 3 (60 mg)
adicionou-se dioxano (3 mL) e dcido cloridrico conc. (3 mL). O baldo foi acoplado a
um condensador e deixado em banho de oleo sob refluxo durante 4 horas. Apés
atingir a temperatura ambiente a mistura reacional foi diluida adicionando-se agua
(10mL) € extraida com CH,;Cl, (10 mL x 3) tratando-se a fase organica com Na; SO,
anidro. Filtragio e elimina¢io do solvente forneceram o produto reacional bruto
(53,2 mg), que apos analise por CCP (hexano /éter etilico 1:1 v/v) resultou no
isolamento de 2 produtos majoritartos cujos dados de RMN 'H correspondem ao da
lanceolatina B (substincia 8; 5 mg isolada nesta planta como produto natural), € o
pongamol (substincia 14; 3 mg) (GARG et alii, 1978).

2.4. Elaboracio do Extrato Metanélico das Raizes

Uma parte do extrato metanolico (500 mg) foi acetilado com uma mistura
de piridina/anidrido acético 2:1 (10:5 mL v/v) durante 24 h, obtendo-se (380 mg) do
extrato acetilado, que foi submetido a varias cromatografias preparativas, usando-se

como solvente de desenvolvimento hexano/AcOEt 80:20 v/v (MATOS, 1988).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do extrato €ter de petrdleo das raizes de Lonchocarpus latifolius foram
isolados 12 flavondides (Figura 1), sendo 2 flavonas (1 ¢ 8), 5 flavonéis (2, 4, 5, 6
e 7) 1 flavanona, (10) 1 flavanonol (11), 2 derivados de dibenzoilmetano (3 e %e
uma 3,4-dimetoxiflavana (12) dos quais seis sdo inéditos (3, 7, 9, 10, 11 e 12). Os
demais ja foram isolados de outras espécies dos géneros Pongamia, Milletia,

Dabhlstedltia e Tephrosia.

Lanceolatina B (8) 0
Pongacromeno (6)

Figura 3. Flavondides isolados de L. latifolius
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As respectivas estruturas moleculares foram determinadas pelos dados
espectroscopicos de RMN 'H, diferenca de NOE, RMN °C, EM, IV e UV. Quanto
as propriedades espectrais de RMN explorou-se também a andlise dos espectros
bidimensionais (COSY, HETCOR ¢ COLOC). As caracteristicas espectrais dos
flavondides ja estdo bem documentadas na literatura (HARBONE, 1996 ¢
AGRAWAL, 1989) ¢ vem sendo amplamente exploradas pelo nosso grupo de
pesquisa (SALES, 1994 ¢ BLANCO, 1995). Os dados daqueles que ndo sdo
inéditos foram comparados com os da literatura.

Os flavonoides isolados serdo discutidos por classe.

3.17 Flavonas

i.l.l. Substincia 1 - Pongaglabrona

Substincia 1

No espectro de RMN 'H (Figura 1-apéndice, Tabela 1A) da substincia 1
foi observado um singlete intenso a 6,76 ppm (1H) sugerindo tratar-se da absorgio

do hidrogénio H-3 de uma flavona. Em 6,10 ppm (2H) observou-se outro singlete,

| sugerindo-se um grupo metilenodioxi. As absor¢des a 7,77 ppm (1H, d, J=2 Hz) ¢

a 7,20 ppm (1H, dd, J= 2 ¢ 1 Hz) referem-se aos hidrogénio H-2” ¢ H-3", de um
anel furano. Por outro lado o dubleto a 8,16 ppm (1H, 4, J = 9 Hz) e o duplo
dubleto a 7,56 ppm (1H, dd, J =9 e 1 Hz), estdo de acordo com o esperado para as
absorgdes dos hidrogénios H-5 ¢ H-6 do anel A, onde o anel furano estd ligado
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angularmente o que s¢ confirma pelo dublete referente ao H-6 em consequéncia do
acoplamento vicinal com H-5 e acoplamento a J > com H-3". A alternativa
estrutural onde o anel A fosse (27,37 5.6) foi facilmente descartada pelo
deslocamento quimico do hidrogénio H-5 que esta de acordo com o esperado para
hidrogénio peri a carbonila. As absorcdes a 6,97 ppm (1H, d, J= 8 Hz), a 7,54 ppm
(1H,dd,/=8¢2Hz)ea 7,40 ppm (1H, 4, /= 2Hz), referem-se respectivamente
aos hidrogénios H-5" H-6’ ¢ H-2" do anel B, onde também deve ser encontrado o
grupo metilenodioxi ligado aos carbonos C-3° ¢ C-4’.
~ No espectro de RMN 13C (espectro totalmente desacoplado e DEPT 90° e
135°) os picos em 162,30 (C-2), 107,04 (C-3) e 178,13 (C-4) (Figura 2-apéndice,
Tabela 2B) confirmam a estrutura de flavona. Os demais picos estiio dentro do
esperado para esta substancia.
No espectro de massas (Figura 3-apéndice) os principais picos (Figura 4)
referem-se ao ion molecular M"* 306 (95%) e aos fragmentos da clivagem RDA, do

anel C, sendo aquele com m/z 146 (100%), o pico base.
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Ri _IT Ry

Ri
Rz Rl
CO R;
Noglow-Ne
! *0* *

(1)mz121 (3 %)

(M) mz149 (5%)  (B)ma 77 (22 %)
o (8) m/z 105 ( 2 %)
- {1) Ry = Rz = 0-CH2-0O M ¥ 306 (95%)

(8) Ri=Ry = HM* 262 (54%)

RDA R
+ Ry —l'
—: /\ D‘“

+
- 0 A d
c? Cxo
co

(1) mz160(80%) ) m2146(100%)
)mz13203%) Gymalcooos) &mel02@%)
(8) m2 132 (13 %)

Figura 4. Proposta de fragmentacao para as substéncias 1 ¢ 8

No espectro de IV a banda intensa a 1640 cm ! refere-se ao estiramento da
carbonila e as bandas a 1067 e 1038 cm™ referem-se as ligagdes C-O-C (Figura 5-
apéndice).

No espectro de UV (A nm log €): 248 (5,39), 328 (3,33), (Figura 6) as
duas bandas de absorgdo referem-se aos croméforos benzoila ¢ cinamoila presentes

no esqueleto de uma flavona.
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Figura 6. Espectro de UV para a substancia 1

Todos os dados acima convergem para a substdncia identificada como
sendo a Pongaglabrona, isolada anteriormente de Derris mollis (LYRA et alii,
1979) Pongamia glabra (TALAPATRA et alii, 1982) ¢ P. pinnata (TANAKA,
1992).

© 3.1.2. Substiincia 8 - Lanceolatina B

Substéncia 8

O espectro de RMN 4 desta substancia (Figura 7-apéndice, Tabela 1C) ¢
semelhante ao da substancia 1 exceto pelas absor¢des a 7,99 ppm (2H, m) e 7,5-7,6
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ppm (3H, m) referentes a cinco hidrogénios aromaticos, indicando a presenga do
anel B monosubstituido. _

No espectro de massas (Figura 3-apéndice), as principais fragmentagdes
(Figura 4) referem-se ao ion molecular M? 262 (54%) e aos picos resultantes da
clivagem RDA do anel C, com m/z 160 (100%) e m/z 102(3%).

No espectro de IV a banda a 1636 cm’! referese ao estiramento da
carbonila e a banda a 1070 cm™ refere-se 4 ligagao C-O-C (Figura 5-apéndice).

No espectro de UV (Ayax nm log €): 264 (3,40), 298 (3,52), (Figura 8) as
duas bandas de absor¢fio referem-se aos cromoéforos benzoila e cinamoila,
presentes no esqueleto de uma flavona. E interessante notar que a banda I nio

sofreu deslocamento batocromico como observado no espectro da substéncia 1

25 - Substancia 8

15+

10 |

Substincia

05 -

Figura 8, Espectro de UV da substéncia 8

Analogamente 4 substdncia 1 a substincia 8 foi identificada com a

Lanceolatina B isolada de Dahlistedtia pinnata (GARCEZ et alii, 1988) Derris
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mollis, (LYRA et alii, 1979), Milletia sanagana (GARCEZ et alii, 1988),
Pongamia glabra (TALAPATRA et alii, 1982), Tephrosia lanceolata
(RANGASWAMI & SATRY, 1955) e Tephrosia purpurea (PELTER, 1981).

3.2 Flavonois
3.2.1. Substéincia 2 - Ponganpina

Substiincia 2

O espectro de RMN 'H (Figura 9-apéndice, Tabela 1A) é muito
semelhante ao da substdncia 1 exceto pela auséncia de absorgdo a 6,76 ppm
relativa ao hidrogénio H-3. A presenga de um singlete a 3,93 ppm (3H) sugere que
uma metoxila esteja ligada nesta posic#o.

No espectro de massas (Figura 10-apéndice) as principais fragmentagdes
(Figura 11) referem-se ao ion molecular M*" 336 (11%) e ao pico base m/z 160
(100%) originado da clivagem RDA.
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R _l t
0 o
0~
+02¢ OCH;
(5) m/z 105 (10 %) 0o (2) m/z 335 (12 %)
co (2) R1=R2=0-CH-OM % 336 (11 %) (5) m/ 291 (100 %)
t" () Ri=R:=HM? 292 (54%)

S =
* _|+/J\ R Bk

(5) m/z 77 (22 %) "; o R
mk
: C
o_\__c*° ‘( Cxo ¢

- co CH:0”

1 (2) m/z 160 (100 %) (2) m/z176 (2 %)

QO mz132(12%)  (5) mz 160 (43 %)
(5) m/z 132 (11 %)

§

A

SR TR

Figura 11. Proposta de fragmentagio para as substdncias 2 ¢ 5

No espectro de IV a banda intensa a 1639 cm ! refere-se ao estiramento da
carbonila, € as bandas a 1100 e 1034 cm™ refere-se as ligagdes C-O-C (Figura 12-
apéndice). )

No espectro de UV (A nm log €): 250 (5,19), 334 (5,34), as duas bandas
de absorgiio referem-se aos cromdforos benzoila e cinamoila presentes no

esqueleto de uma flavonol (Figura 13).
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Figura 13. Espectro de UV para a substincia 2
Esta substincia foi identificada como Ponganpina ¢ isolada anteriormente
de Derris mollis, (LYRA et alii, 1979), Pongamia glabra (TALAPATRA, 1982) ¢

P. pinnata (TANAKA, 1992).

3.2.2, Substincia § - Karanjina

Substincia 5§

Com base na semelhanga entre os espectros de RMN 'H (Figura 14-

apéndice, Tabela 1C), desta substincia, com o da substincia 2 sugeriu-se que esta
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substancia scja mais um flavonol metilado devido a presenga de um singlete a 3,93
ppm (3H). As absorgdes a 8,12 ppm (2H, m) e 7,5-7,6 ppm (3H, m) sugerem a
presenca do anel B monosubstituido. |

No espectro de massas (Figura 10-apéndice) as principais fragmentagdes
(Figura 11) referem-se ao ion molecular M*" 292 (54 %) e o pico base m/z 291
(100 %) refere-se a perda de hidrogénio.

No espectro de IV a banda intensa a 1639 cm’’ refere—se a0 estiramento da
carbonila e a banda 1035 cm™' refere-se 4 ligagao C-O-C (Figural2-apéndice).

No espectro de UV (Amsx nm log €): 268 (3,16), 302 (3,24), as duas bandas
de absorgdo referem-se aos cromoforos benzoila € cinamoila presenies no

esqueleto de um flavonol (Figura 15).

Sulstincia 5

10 |-

04

Alsorbincia

Figura 15. Espectro de UV da substéncia 5
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Esta substancia foi identificada como Karanjina e isolada anteriormente
de Derris mollis, (LYRA et alii, 1979), Pongamia glabra (TALAPATRA, 1982) e
P. pinnata (TANAKA, 1992).

3.2.3. Substincia 4 - Karanjacromeno

Substancia 4

No espectro de RMN 'H (Figura 16-apéndice, Tabela 1B), desta
substincia, as absorgdes a 8,03 ppm (2H, m) e 7,52 ppm (3H, m) sugerem a
presenca do anel B monosubstituido. Os dois dubletes a 5,75 ppm (1H, 4, /= 10
Hz) ¢ 6,85 ppm (1H, d, J= 10 Hz) juntamente com um singlete a 1,51 ppm (6H),
_ indicam a presen¢a de um anel 2”,2”-dimetilpirano, angularmente ligado ao anel
A, uma vez que a absordo a 8,03 ppm (1H, 4, /=8 Hz) refere-se a0 hidrogénios
H-5, que esta peri a carbonila e a absorgao a 6,85 ppm (1H, d, J= 8 Hz) ao
hidrogénio H-6. Finalmente o singlete a 3,93 ppm (3H) sugere tratar-se de mais um
flavonol metilado.

No espectro de RMN B¢ (espectro totalmente desacoplado € DEPT 90° e
135°) os valores dos carbonos C-2 (154,68 ppm), C-3 (141,30 ppm) e C-4 (174,67
ppm) (Figura 17-apéndice, Tabela 2B), confirmam a estrutura do flavonol. Os
valores para os demais carbonos estdo dentro do esperado para esta substincia.

No espectro de massas (Figura 18-apéndice) as principais fragmentagdes
(Figura 19) referem-se¢ ao ion molecular M''334 (46%) e ao pico base m/z 319
(100 %) oriundo da clivagem RDA do anel C.
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Figura 19. Proposta de fragmentagéo para as substancias 4 ¢ 6

No eépectro de IV a banda a 1644 cm™ refere-se ao estiramento da
carbonila e as bandas 1112 e 1039 cm™ referem-se as ligagdes C-O-C (Figura 20-
apéndice).

No espectro de UV (Anax nm log €): 270 (3,49) 328 (3,15), as duas bandas
de absor¢do referem-se aos cromoéforos benzoila e cinamoila presentes no

esqueleto de um flavonol (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de UV da substancia 4

Esta substincia foi identificada como Karanjacromeno e isolada

anteriormente de Dahlstedtia pentaphylla (GARCEZ et alii, 1988).

3.2.4. Substincia 6 - Pongacromeno

Substincia 6

O espectro de RMN 'H (Figura 22-apéndice, Tabela 1B), desta substancia
é muito semelhante ao da substincia 4 exceto pela presenga de um singlete a 6,10

ppm (2H) relativo ao grupo metilenodioxi ligado aos carbonos C-3’ ¢ C-4’ do anel
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B, 0 que pode ser confirmado pelas absorgdes a 6,96 ppm (1H, 4, J= 8 Hz) 7,61
ppm (1H, d, /=2 Hz) ¢ 7,69 ppm (1H, dd, /= 8 e 2 Hz), relativos aos hidrogénios
H-5’ H-2* H-6’ respectivamente.

No espectro de massas (Figura 18 apéndice) as principais fragmentagdes
(Figura 19) referem-se ao ion molecular M"" 378 (78%), seguida de perda do
radical metil, que € o pico base m/z 363 (100 %) ¢ o pico a m/z 187 resuitante da
clivagem RDA.

No espectro de IV & banda intensa a 1630 cm™’ refere-se ao estiramento da
carbonila, as bandas a 1118 e 1040 c¢m™ referem-se as ligagdes C-O-C (Figura 20-
apéndice).

No espectro de UV (Auax nm log ). 272 (3,36), 346 (3,19), as duas bandas
de absor¢@o referem-se aos cromoéforos benzoila e cinamoila presentes no

esqueleto de um flavonol (Figura 23).

08 - Sulstincia 6

00 bt L ) PR SRR R |
200 22 20 260 230 300 320 340 360 380 400
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Figura 23. Espectro de UV da substincia 6
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Esta substincia foi identificada como Pongacromeno e isolada
anteriormente de Dahlstedtia pentaphylia (GARCEZ et alii, 1988) e P. pinnata
(TANAKA, 1992).

3.2.5. Substincia 7 - Inédita

Substiancia 7

O espectro de RMN 'H (Figura 24-apéndice, Tabela 1B) da substancia 7 é
muito semelhante ao da substincia 4 também mostrando as absorgdes
caracteristicas de um anel 2”,2”-dimetilpirano e anel B monosubstituido. Um
singleto agudo em 6,48 ppm (1H, s) e a presenga de bandas de absorgéo referentes

a duas metoxilas ligadas a carbono sp”, levam a cinco alternativas estruturais (7a-
Te).
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Através do espectro de diferenga de NOE (Figura 25, Tabela 1), verificou-
se que a irradiagdo do hidrogénio que absorve a 6,48 ppm causou incremento
apenas no sinal da banda de uma das metoxilas, descartando-se as estruturas Tbe
7c. Irradiagio do hidrogénio H-4” causou incremento apenas no sinal do
hidrogénio H-3, assegurando que a estrutura ndo poderia ser a 7e. Restavam as
estruturas 7a e 7d. A estrutura 7d corresponde a um flavonol anteriormente isolado
de L. muehlbergianus (BLANCO, 1995) cujo espectro de RMN 'H (CDChy),
apresenta a absor¢io do hidrogénio aromético isolado H-5 em 7,52 ppm (s, 1H),
uma diferenca de deslocamento (1,04 ppm) muito grande para ser causada pela

mudanga de solvente, principalmente por que os demais sinais apresentam uma
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diferenca de deslocamento por volta de apenas 0,3 ppm. Restava apenas a estrutura

7a.

Tabela 1. Hidrogénios irradiados no espectro de diferenca de
NOE para a substéncia 7.

—_————_—ﬁ_—_—_

Hidrogénio irradiado Absor¢des com aumento de intensidade %
ppm

6,89 H-4” P H-3" (19 %) 6.39 ppm

6,48 H-6 _ OCH; (16 %) 3,87 ppm

Figura 25. Atribuigdes do espectro de diferenga de NOE para a substincia 7

No foram obtidos os demais espectros, porque houve perda completa do

material.
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3.3. Derivados de Dibenzoilmetano

3.3.1. Substincia 3 - Inédita

Substancia 3

O espectro de RMN 'H (Espectro 26-apéndice, Tabela 1D) mostra
absorcdes referentes a um anel aromatico monossubstituido [8,02 ppm (2H, _m),
7,45 ppm (3H, m)]; um grupo metinico nio acoplado [5,74 ppm (1H, s)], dois
hidrogénios aromaticos vicinais, sendo um hidrogénio peri a carbonila [ 7,17 ppm
(1H, dd, J = 9 e 1 Hz) e 8,00 ppm (1H, 4, J = 9 Hz)], um anel furano [7,58 ppm
(1H, d, J= 2Hz) e 6,93 ppm (1H, dd, J=2 e 1 Hz)], um grupo o,a-dimetilalil [6,10
ppm (1H, dd, J= 17 e 11 Hz), 4,87 ppm (1H, dd, J= 11e | Hz), 4,9‘2 ppm (1H, dd,
J=17 e 1 Hz); 1,21 ppm (3H, ) e 1,23 ppm (3H, s) ¢ uma metoxila aromatica
[3,84 ppm (3H, s). Estes dados permitem delinear os seguintes fragmentos
estruturais:
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Os espectros de RMN'’C e DEPT 90° e 135° (Espectros‘ 27-apéndice,
Tabela 2B) mostram picos referentes s absorgdes de oito C,, onze CH, um CH; e
trés CH,, sendo que dois C, apresentaram deslocamentos quimicos de 1954 ¢
» 197,6 ppm tal como observado anteriormente para os carbonos carbonilicos da
forma $-dicetdnica da purpurenona (E), que no entanto ocorre em equilibrio ceto-
enodlico (E-G) conforme indicado no respective espectro de RMN 'H através da

absorcdo caracteristica da hidroxila quelatogénica [17 ppm (1H, s)]
(MAGALHAES e alii, 1996). ‘

Por outro lado o espectro de massas de alta resolugfo (Figuras 28, -
apéndice) mostra o pico do ion molecular M*"=362,144183 (2,8%) de acordo com
a férmula C,3 Hy; O4 (362, 151809). O pico base com m/z = 175,029770 (100%) ¢
aquele com m/z = 10.5,028434 (23,5%) podem ser racionalizados através de
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' clivagens o &s carbonilas de um dibenzoilmetano, onde o grupo o,a-dimetilalil 50

podé estar ligado ao carbono C-8, bem no meio da molécula.

] De acordo com a proposta de fragmentagdo verificou-se que o fragmento
] . com m/z 160 (37%) poderia se originar de dois caminhos de fragmentacdo um
partmdo do ion molecular com a perda de dois radicais ¢ 0 outro na qual este
" fragmento seria gerado a partir da perda do radical metila proveniente do
| fragmento com m/z 175 (100 %), contrariando a regra do emparelhamento de
eletrons. A fim de se verificar qual o caminho mais provavel para gerar este
fragmento, féz-se espectros de massas de massas dos fragmentos 2 m/z 263, 175,
160 e 105 (Figuras 28A, 28B, 28C e 28D). Verificando-se que de fato o fragmento
a m/z 160 ¢ proveniente do fragmento a m/z 175, conforme verificado pela

proposta de fragmentagdo (Figura 29).
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Figura 29. Proposta de fragmentagéo para as substincias 3 ¢ 9.

A auséncia de um singleto agudo por volta de 12-18 ppm no espectro de
RMN 'H, da substancia 3, ac lado da absor¢do tipica de cromdforo benzoila no
respectivo espectro de UV [?uMa_‘MeOH (log £) nm: 239 (3,44)], (Figura 30) indicam
que esta substincia ndo sofre enolizagdio. A estabilizagiio do enol implica na
formagcéo de ponte de hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio da hidroxila e
o oxigénio da carbonila em B quando ambos estdo no mesmo plano ¢ direcionados
no mesmo sentido. No caso da substincia 3, o modelo de um f-cetoenol
estabilizado mostra um grande impedimento espacial entre o grupo o, o-dimetilalil

e os substituintes dos anéis aromaticos, concluindo-se que o grupo alquil ligado ao
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carbono C-8 esta impedindo a enolizagdo. Neste caso o carbono C-8 deve ser um
centro estereogénico que ndo sofre racemizagdio. De fato constatou-se que a

substancia 3 é oticamente ativa apresentando [0t]z0° =+ 28,31° (¢ = 0,84, CH,Cl,).

9 r Suhstincia 3

02 -

opl——1 a1 |
00 120 240 260 280 30 3N 340 360 390 0

Congrimento de onda (mm)

Figura 30. Espectro de UV para a substincia 3

Os espectros de RMN bidimensionais tais como COSY (Figuras 31-
apéndice); HETCOR (Figura 32-apéndice, Tabela 2) e COLOC (Figura 33-
apéndice, Tabela 3) estio de acordo com a estrutura proposta para a substincia 3,
merecendo destaque a correlagfo observada no espectro HETCOR entre os sinais a
5,74 ppm (1H, s, H-8) e 66,8 ppm (CH, C-8), comprovando que o sinal a 5,74 ppm

refere-se a um hidrogénio ligado a carbono sp’.



55

Tabela 2. Correlagdes observadas nos espectros de COSY (H-H) e HETCOR (C-H
vicinal) para a substincia 3.

5 *H (posicio) HETCOR (carbono ligado) COSY (Hidrogénio acoplado)
8,02 (H-2; H-6) | 128,9 (C2-C6) 7,45 (H-3 ; H-5)
7,59 (H-2") 144,7 (C27) 6,87 (H-3")
745 (H-6") | 126,7 (C6") 7,18 (H-5")
7,45 (H-3; H-5) 128,4 (C3; C5) muito perto
7,53 (H-4) l 132,7 (C4) muito perto
7,18 (H-5%) 106,6 (C5") 7,26-7,54 (H-6")
6,93 (H-3") | 105,5 (C2”) 7,59 (H-2")
1 - 7,18 (H-5)
6,10 (H-2™ 146,1 (C2'™) 4,87-4,99( H-3"a ; H-3"'b)
574 (H-8) | 66,8 (C3) -
4,38 (H-3"'2) 111,6 {C3"") 6,10 (H-2™)
4,92 (H-3""b) 111,6 (C3"™) 6,10 (H-2"™)
3,84 (-OCH;) 60,0 (-OCH;) -
121 | 26,4 (-CHy) -
1,23 26,8 (-CH3) .

Tabela 3.. Correlagiio observada entre C,-H (J *) no espectro

COLOC para a substincia 3.
s ¥, "5'H (ppm) - carbono
' ' ' assinalado
197,57 P 1,48 (H-6") C-9
195,41 -820(H-2; H-6) C-7
158,78 1 7,45 (H-6") C-4
152,34 3,84 (-OCH;) c-r
. 7,45 (H-6")
138,73 L - 8,20(H-2;H-6) C-1
127,15 7,18 (H-5%) ' C-1’
117,43 ; S 159 (H-2") C-3
41,65 - 5,74 (H-8) C-1”
! 492 (H-3)
 asl(Bamy
b 1,23 (CHy).
] 1,21(CHy) = -

No espectro de diferenga de NOE, a irradiagdo da metoxila aromdtica
causou incremento somente do sinal referente ao hidrogénio H-3" o que esta de

acordo com o fragmento estrutural A, Irradiagdo de H-8 (5,74 ppm, s) causou um
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grande aumento do sinal em 8,02 ppm (H-2 ¢ H-6) sugerindo que a molécula
assume uma conformag@o preferencial tal que a ligagdo C-8/H-8 e a porgio

benzoila contendo o anel A, ficam no mesmo plano. (Figura 34, Tabela 4).

Tabela 4. Hidrogénios irradiados no espectro de diferenca de NOE
para a substincia 3.

Hidrogénio irradiado ppm Hidrogénio com aumento de intensidade %

3,84 OCH, | H-3" (4,6 %)
1,21 CH; H-8 (2,8 %); H-c (2,3 %)
5,74 H-8 I H-c (3,9 %); CH; (5,9 %); H-2 ¢ H-6 (31,7)
4,88 H-a e 4,92 H-b H-c (4,5 %); CH; (2,6 %)

Figura 34. Atribuigdes dos incrementos observados no espectro de diferenca de
NOE para a substincia 3

Os dibenzoilmetanos enolizaveis (ex.. purpurenona) s3o facilmente
metilados com diazometano fornecendo os respectivos metilenol-éteres
(MAGALHAES et alii, 1996). A substincia 3 foi totalmente recuperada quando
submetida as mesmas condigdes de metilag3o, mostrando mais uma vez que ndo
sofre enolizagdo. No entanto, ao ser deixada sob refluxo em meio 4cido (dioxano;
HCL;, 40 h), a substincia 3 forneceu vérios produtos que foram detectados em
CCD. Através da andlise cromatografica do produto de reacio bruto plor CCP,

isolou-se a lanceolatina B (substéncia 8, 5 mg) e o pongamol (substéncia 14, 3 mg)
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que foram identificados por comparagdo dos respectivos espectros de RMN 'H
(Figura 35-apéndice) com o da lanceolatina B isolada do extrato éter de petréleo e
dos dados publicados para o pongamol (Figuras 36 ¢ 37-apéndice). O quadro 4

mostra uma proposta de mecanismo de degradagdo da substdncia 3 em meio acido.

Quadro 4. Mecanismo para explicar a degradagao da substéncia 3 em acido

O espectro de UV do pongamol (Figura 38) ¢ tipico de um B-cetoenol como
observado para todos os dibenzoilmetanos naturais isolados anteriormente, por isso

mesmo também denominados de B-OH-chalconas.
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Figura 38. Espectro de UV do Pongamol.

Apods uma extensa revisdo bibliografica verificou-se que a substancia 3
trata-se do primeiro dibenzoilmetano natural substituido no carbono C-8 e o 8-alil-
dibenzoilmetano, foi o Unico modelo sintético encontrado (ANTONIOLETTI et
alii, 1992), sendo que os dados espectrais (UV, IV, EM e RMN) nio foram
publicados.

Visando entfio, estudar qual ¢ o efeito de um grupo R em C-8 sobre a
enolizagio preparou-se o 8-metil-dibenzoilmetano (MAGALHAES & COIMBRA
dados ndo publicados, 1997) cujos espectros de RMN 'H e RMN C* (Figura 39-
apéndice), HETCOR (Figura 40-apéndice), espectro de massas (Figura 41-
apéndice) e UV (Figura 41-apéndice), apresentaram algumas caracteristicas
comuns as da substdncia 3 comprovando, que de fato 0 grupo alquil em C-8
impede a enolizagdo. E interessante comparar as propriedades espectrais dos pares:
substincia 3/pongamol e 8-metildibenzoilmetano/dibenzoilmetano. Os dados do
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dibenzoilmetano (reagente Aldrich) encontram-se anexados (Figuras 43, 44 ¢ 45
apéndice)

A substéncia 3 € o principal flavonodide contido nos extratos de L. latifolius
constituido por cerca de 50% do extrato éter de petroleo das raizes conforme os
resultados obtidos através das analises por CLAE descritas no capitulo II. Esta
substincia também foi submetida a testes bioldgicos quando constatou-se que
possui atividade citotoxica, larvicida (contra dedes aegyti) e bactericida (Bacillus

subtilis) conforme descrito no capitulo III.

3.3. 2 Substincia 9 - Inédita

Substiancia 9

De acordo com espectro de RMN 'H (Figura 46-apéndice, Tabela 1D)
conclui-se que esta substincia também seja um derivado do dibenzoilmetano
devido a semelhanga com o espectro de RMN 'H da substéncia 3, exceto pela
presenga de um singleto a 6,02 ppm (2H) relativo a um grupo metilenodioxi ligado
ao anel A, cujos hidrogénios absorvem em a 6,84 ppm (1H, d, J = 8 Hz), 7,66 ppm
(1H, dd, J=8 ¢ 2 Hz), € 7,50 ppm (1H, d, J = 2 Hz).

No espectro de RMN *C (espectro totalmente desacoplado ¢ DEPT 90° ¢
135°) as absorgdes esperadas para os carbonos C-9 (197,62 ppm), C-8 (66,61 ppm)
e C-7 (193,30 ppm) confirmam a estrutura do derivado de dibenzoilmetano (Figura
47-apéndice, Tabela 2B). '



No espectro de massas (Figura 48-apéndice) o principal fragmento com
m/z = 175 (100%) origina-se da clivagem o & carbonila em C-9 (Figura 29).

No espectro de IV (Figura 48-apéndice) a banda intensa a 1689 em”
refere-se ao estiramento da carbonila e as banda a 1074 e 1034 cm™ referem-se as
ligagdes C-O-C.

No espectro de UV (Ams, nm log €): 236 (3,47) a absorg&o refere-se ao
croméforo benzoila (Figura 49) e também pode ser interpretado como uma
evidéncia de que neste caso a molécula também se encontra deslocado para a

forma da B-dicetona.

08 Substéncia 9

Figura 49. Espectro de UV para a substéncia 9
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Apbs levantamento bibliografico minucioso verificou-se que a substiéncia

9 ¢ inédita na literatura.

3.4. Flavanona

3.4.1. Substiancia 10 - inédita

Substancia 10

As flavanonas apresentam bandas de absorgdo caracteristicas relativas aos
hidrogénios H-2 e H-3 do anel C. _

No especiro de RMN 'H (Figura 50-apéndice, Tabela 1A) as absorgdes a
. 293 ppm (1H,dd, J=17 ¢ 3 Hz), 3,10 ppm (1H,dd J=17 ¢ 13 Hz) e 5,53 ppm
(1H, dd, J = 13 e 3 Hz) sdio bem caracteristicos dos hidrogénios do ane C de uma
flavanona. A presenga de um anel furano é constatada através das absorgdes a 7,60
ppm (1H, d,J =2 Hz) € 6,93 ppm (1H, dd, J = 2 ¢ 1 Hz) A posicdo angular deste
anel estd evidenciada pelas absor¢des a 7,89 ppm (1H, 4, J = 9 Hz) relativo ao
hidrogénio H-5, que esta de acordo com o esperado para hidrogénio peri a
carbonila e 7,20 ppm (1H, dd, J = 9 ¢ 1Hz) relativas ao hidrogénio H-6 acoplado a
J °com o H-3” do anel furano,

O anel B encontra-se substituido nas posi¢es H-3" ¢ H-4" pelo grupo
metilenodioxi 6,03 ppm (2H, s) conforme indicado pelas absorgGes em 6,87 ppm
(1H, d, J=8 Hz), 6,97 ppm (1H, dd, /=8 ¢ 2 Hz) e 7,05 ppm (1H, d, J= 2 Hz).
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No espectro de massas (Figura 51-apéndice) os principais fragmentagdes

(Figura 52) referem-se ao ion molecular M* 308 (20 %) e aos fragmentos da

clivagem RDA do anel C, sendo aquele com m/z 146 (100%), o pico base.

C
O¢
m'z 149 (45 %)

l

(10) M 308 (20 %) CO

‘D%
co Cxg mg 121 (7 %)

'z 132 (6 %)
vz 160 (27 %) m/7 148 (100 %)
H.
C% +

m’z 161 (12 %) m/z 133 (14 %)

Figura 52, Proposta de fragmentagfio para a substancia 10

No espectro de IV (Figura 51-apéndice) a banda a 1678 cm ! refere-se ao

estiramento da carbonila, as bandas a 1089 e 1033 cm™ referem-se as ligagdes C-

O-C.
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No espectro de UV (Apex nm log €): 238 (4,61), a banda de absor¢do
refere-se a0 cromoforo benzoila presente no esqueleto de uma flavanona (Figura
53).

14 F Sulsténcia 10
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Alsorbincia

on

Figura 53. Espectro de UV da substéncia 10

Apds um levantamento bibliografico minucioso verificou-se que a

substincia 10 ¢ inédita na literatura.
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3.5. Flavanonol

3.5.1. Substincia 11 - Inédita

Substancia 11

No espectro de RMN 'H (Figura 54-apéndice, Tabela 3A) observa-se um
dupleto em 4,20 ppm (1H, 4, J = 10 Hz) e um dupleto em 5,50 ppm (1H, 4,/=10
Hz) caracteristicos das absorgdes de H-2 e H-3 um flavanonol. A presenca de um
singlete em 3,42 ppm (3H) relativo a uma metoxila alifatica sugere tratar-se do éter
metilico correspondente. No anel A a presenca de um anel furano € constatada
atraveés das absor¢des em 7,62 ppm (1H, d, J=2 Hz) e 6,93 ppm (1H,dd, /=2 ¢ 1
Hz). A posi¢do angular deste anel estd evidenciada pelas absor¢des a 7,88 ppm
(1H, d, J = 9 Hz) relativo ao hidrogénio H-5, que estd de acordo com o esperado
para hidrogénio peri a carbonila ¢ 7,23 ppm (1H, dd, J = 9 ¢ 1 Hz), relativas ao
hidrogénio H-6 acoplado a J ° com o H-3" do anel furano.

O anel B encontra-se monosubstituido conforme constatado através das
absorgdo a 7,40-7,50 ppm (3H, m) ¢ 7,54 ppm (2H, m).

No espectro de massas (Figura 55-apéndice) os principais fragmentos
(Figura 56) referem-se ao ion molecular M"™ 294 (9 %), e aos fragmentos da

clivagem RDA do anel C, sendo aquele com m/z 134 (100%), o pico base.
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~o CH:0” H
nv/z 160 (16 %) /7 134 (100 %)
CH3C0 . +
mz 91 (30 %)

Figura 56. Proposta de fragmentag8o para a substéncia 11.

No espectro de UV (Ayax nm log £): 240 (4,74) a banda de absorgdo refere-

se ao cromoforo benzoila presente no esqueleto de um flavanonol (Figura 57).
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Substancia 17
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Figura 57, Espectro de UV da substancia 11

Apos um levantamento bibliografico minucioso verificamos que a

substancia 11 é inédita na literatura.

3.6. 3, 4-dimetoxi-flavana

3.6.1. Substincia 12 - inédita

3

s 0CH3
OCH3

Substincia 12

No espectro de RMN 'H (Figura 58-apéndice, Tabela 3A) a observa-se
absorgdes a 4,73 ppm (1H, 4, J = 7,5 Hz), 3,71 ppm (1H, dd,J=93e75Hz)e
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5,02 ppm (1H, 4, J = 9,3 Hz), que sdo caractensticas para os hidrogénios H-4, H-3
e H-2 do esqueleto de uma flavana 3,4 dioxigenada.

No anel A a presen¢a de um anel furano € constatada através das
absorgdes absorgdes a 7,56 ppm (1H, d, J=2 Hz) ¢ 6,81 ppm (1H, dd, J=2e¢ ]
Hz). A posigio angular deste anel esta evidenciada pelas absor¢Ges a a 7,34 ppm
(1H, d, J = 8,0 Hz) relativo ao hidrogénio H-5, que esta de acordo com o esperado
para hidrogénio peri a carbonila e 7,18 ppm (1H, dd, J = 8 ¢ 1 Hz) relativas ao
hidrogénio H-6 acoplado a J * com o H-3" do anel furano.

O anel B encontra-se monosubstituido com absor¢éo a 7,40-7,50 ppm (SH,
m) Absorc¢des a 3,0 ppm ( 3H, s) € 3,60 ppm (3H, s) referem-se a metoxila ligadas
a carbono alifatico.

A configuragfio relativa do anel C dever ser 2:3-trans-3:4-trans porque as
constantcs de acoplamento J55 = 9.3Hz e J54 = 7,5Hz estdo de acordo com os
dados da literatura Jy3 = 10Hz e J34 = 7,5Hz (HARBONE, 1975). O espectro de
diferenca de NOE confirmou a configura¢do relativa do anel C, através dos
incrementos observados pela irradiagdo dos hidrogénios H-2 e H-4, conforme

indicado na Tabela 5 e Figura 59.

Tabela 5. Hidrogénios irradiados no espectro de diferenga de NOE para
a substédncia 12.

Hidrogénio irradiado ~ Hidrogénio com aumento de infensidade Y.
50082 | HA(6%),H-2 €HE(10%)
4,73 H-4 . -OCH; (11%),H-5(4%) e H-2(8%) . "
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J.n=93Hz
Jw=75Hz

Figura 59. Atribui¢8es dos incrementos observados no espectro de diferenga
de NOE para a substéncia 12

O espectro de RMN “°C (Figura 60-apéndice, Tabela 2A) mostra valores

" coerentes com a estrutura proposta, onde os sinais dos carbonos a C-2 (80,50 ppm),

" C-3 (81,98 ppm) € C4 (79,86 ppm) aparecem com os deslocamentos esperados

para uma flavana 3,4 dimetoxilada.

O espectro de massas (Figura 61-apéndice) apresenta o ion molecular M*

= 310 (9%), e aqueles gerados pela fragmentagdo retro Diels-Alder do anel C,

sendo aquele com m/z = 176 (100 %), o pico base (Figura 62).
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~ Figura 62. Proposta de fragmentagdo para a substincia 12.

No espectro de IV (Figura 61 -apéndice) as bandas 1142, 1067 e 1017 cm™

referem-se as ligagdes C-O-C.
No espectro de UV (Amax NM log €): 248 (4,43), ¢ 280 (3,75 ombro),

referem-se aos croméforo benzoila caracteristico para uma flavana (Figura 63).
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Figura 63. Espectro de UV da substancia 12

O valor da rotaggio tica é [aJp ?° =+21,15° (¢ 0,4, CH;Ch).
"Apés um levantamento bibliogrifico minucioso constatou-se que a
E_-'substﬁncia 12 ¢ inédita na literatura.
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3.7. Aza-Agucares

Como as sementes de diversas espécies de Lonchocarpus possuem aza-
agucares ¢ aminidcidos ndo proteicos tais como 2,5-didroximetil-3,4-
diidroxipirrolidona (DMDP, 1) e arginina (2), os quais foram detectados inclusive
nas sementes de L. latifolius (EVANS et alii, 1985), ¢ sabendo-se que estas
substincias apresentam algumas atividades biologicas interessantes como inibigho
do crescimento do virus HIV (in vitro) [NAOKI ASANO et alii, 1997). Elaborou-
se uma pequena quantidade do extrato metanolico para verificar a presenca destas

substancias.

NH
I _COOH
OH  H:N-C-NH{(CHy-CH{

H:
Arginina (2)

DMDP (1)

O extrato metandlico das raizes foi analisado em CCD desenvolvido com
BAW (4cido acético:butanol:agua 1:4:5 v/v) e revelado com ninidrina, quando se
constatou a presenca de manchas avermelhadas sugerindo-se a ocorréncia de aza-
aglicares e,0u aminodcidos.

Uma parte do extrato foi acetilada com piridina e anidrido acético. O
produto acetilado desta reago foi submetido a CCP (hexano:acetato de etila 80:20
v/v) revelando-se uma estreita faixa lateral da placa com solugio de anisaldeido
modificado, o que permitiu a visualizacdo de uma faixa principal de onde se

extraiu o material acetilado que foi subsequentemente analisado por CG-EM.
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Pelo cromatograma (Figura 64-apéndice) contatou-se a presenga de pelo
menos vinte compostos entre os quais se destacam aqueles com tempo de retengdo
na faixa de 21,6-23,0 min, correspondendo a cinco picos. Os picos com tg = 22,94
min (mais intenso d;) cromatograma) e tg = 22,66 min correspondem a dois
compostos cujos espectros de massas séo idénticos (Figura 65-apéndice). O pico de
maior massa em ambos aparece com uma relagdio m/z = 313, o que esta de acordo
com o esperado pensando-se em DMJ ou DNJ peracetilados (M* - 373) perdendo
uma molécula de 4cido acético (M"'- 60), os picos mais intensos com m/z = 138 e
96 estariam representando cétions piridinicos conforme racionalizado através de
um provavel caminho de fragmentac@io (Quadro 5) em relagio a fragmentagio
proposta para a glicose peracetilda (BUDZIKIEWICS et alii, 1964). DMJ ¢ DNJ

possuem a mesma férmula constitucional e tratam-se de diasteisomeros.

Quadro 5. Proposta de fragmentagio para a DMJ e DNJ (tz = 22,94 ¢ 22,66 min)

peracetilada
OR
RO OR OR OR
OR OR

. OR

N - N R . CH;0C0-CH; L

I CH3;COOH N 4 N

R L | e =240 (24 %)
R=-C-CH; R

sz =313 (5% M:-60
I ¢ ) CH3COOH

5 o

Mt =373 (ausente no espectro)

OH OR
O=C=CH2 0=C=CH2
| + ‘JM=138(95'/.]* ‘-2 I
N N
| * (picos mais intensos) I
H R

m/z =96 (100 %)* m/z =180 (14 %)
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O composto com espectro de massa com tg = 22,88 min (Quadro 6) €
idéntico ao do DMDP peracetilado, isolado anteriormente do extrato metanolico de
L. subg:laucescens (SANTOS, 1998) que foi identificado através dos respectivos
dados espectroscopicos de RMN 'H, RMN 13C e HMQC.

Quadro 6. Proposta de fragmentagio para a DMDP (tx = 22,88 min)

peracetilada
RO GOR  *CH0CO-CH; RO SOR
RO D\/OR RO~ NN+ #
NS T\+ T
i m/z =300 (5 %
R M1t=373 R ©%)
R=-C-CH; l(ausente)
g 2 CH3COOH 0=C=CH;
m/z =258 (14 %)
3CH;COOH
O0=C=CH:
RO ——5—- m/z = 138 (100 %)
— ;1/ (pico base)
. I} ij 0=C=CH;
N
| m/z=180(14%)  HO
R -
m/z =193 (19 %) L
N
|
H
m/z =96 (33 %)

O espectro de massas do composto com tg = 21,62 min (maior massa com
M" - 255) pode ser interpretado supondo tratar-se de fagonina peracetilada (Figura
65-apéndice) conforme ilustrado através da racionalizagdo de um caminho de

fragmentacdo provavel (Quadro 7).
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Quadro 7. Proposta de fragmentagiio para a fagonina (tx = 21,62 min)
peracetilada

CH3COOH

R= -ﬁ-CI‘lJ
0
M = 315 (ausente no espectro)
A~y OR
+ 2

N

| m/z=182 (100 %)
R

H mz=140 (91 %)

J$nr CHscooH

m/7 = 80 (68 %)
(pico base)

Finalmente o espectro de massas do composto com tg = 21,82 (com maior
massa com m/z = 361) pode ser interpretado supondo tratar-se de um defivado
tetracetilado de homonojirimicina, pois sabende que cada unidade acetil (-COCH3)

correspondendo a 43 u.m.a. tem-se:
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M+-
Monoacetilado 192 + 43 235
Diacetilado 191+ 86 277
Triacetilado 190 + 129 319
Tetracetilado 189 + 172 361

Pela sequéncia dos principais fragmentos observam-se duas perdas de 72
um.a., uma perda de 42 um.a. e duas perdas de 30 um.a. que podem ser
racionalizadas através do caminho de fragmentagdo indicado (Quadrb 8). E
estranho n3o se observar a perdé do radical -CH,O-COCH;- (73 um.a.), nem de

acido acético (60 u.m.a.) como no espectro d¢ DMDP, DMJ/DNJ e fagonina
_ pentacetilado. '
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Quadro 8. Proposta de fragmentagdo para a Homonijirimicina (tzg = 21,82 min)
peracetilada

LOH CH0O HO OR
¢ ]

N N

! | myg = 259 ( 24%)
- R

M1 =361 iz =289 (14 %)
O=C=CH3
R= -(ﬁ-CHs
0 OR

o ~__OR cHpo B
RO .t ‘-'J_ RO
mr=187(38%)  N—I .
|
H

H”
0=C=CH;
CH20 mz=217 (10 %)
OR

CHs-C=0 |_’

mi=43(100%) N-—
(picobase) 1 mz=115(62%)

Todos os espectros de massas acima mencionados apresentam um pico
com m/z = 43 que corresponde ao fragmento CH;-CO™ caracteristico do grupo

acetil.



Tabela 1A. Dados dos espectros de RMN'H (CDCl,) das substancias 1, 2 ¢ 10.

i

Hidrogénios

(ppm int.
muti. J (Hz)

OCH;
H-2
H-3

H-5
H-6
B-2
H-5
H-6’
H-2”
H-3"
H_ l "

2 10
}
0oCH3
0
[ - 3,93 (3H, 5) -
- - 5,53 (1H, dd, 3 ¢ 13)
i 6,78 (1H, 5) - 2,90 eg (14, dd, 3 ¢ 17)
| 3,10 ax (1H, dd, 13 ¢ 17)
8,16 (1H, 4, 9) 8,19 (1K, 4, 9) 7,89 (14, 4, 9)
T 1,56 (1H, dd, 1 e 9) 7,55 (1N, dd, 1¢9) 7,20 (1H, dd, 1 ¢ 9)
7,40 (1H, d, 2) 7,68 (1H, 4, 2) 7,05 (1H, 4, 2)
| 6,97 (1H, d, 8) 6,97 (1H, 4, 8) 6,87 (1H, 4, 8)
7,54 (1H,dd,2 e 8) 7,76 (1H, dd, 2 ¢ 8) 6,97 (1H, dd, 2 ¢ 8)
| 7,77 (1H, 4, 2) 7,77 (1H, 4, 2) 7,60 (1H, 4, 2)
7,20 (1H,dd, 1 ¢2) 7,18 (10, dd, 1 ¢ 2) 6,93 (1H, dd, 1 ¢ 2)
| 6,10 (2H, 5) 6,10 (2H, s) 6,03 (2H, 5)

Tabela 1B. Dados dos espectros de RMN 'H (CDCl,) das substancias 4, 6 € 7.

Hidrogénios
(ppm int.
muti. J (Hz)

CH,
OCH,
OCH;

H-5

H-6
H-2’

H-3

H-4

H-5

B-¢’

H-3”
‘H-4"

H‘l!”

6

I
OCH3
o

7 (DMSO)

OCH3 ©

{ 1;51 (6H, s) 1,51 (6H, 5) 1,45(6H, 5)
3,89 (3H, 5) 3,88 (3H, 5) 3387 (3H,s)
- R - 3,38 (3H, 5) _
‘8,10(1H,d,9) 8,01 (1H,4,9) = o= -
- - 685(1H,4,9) 6,86 (1H, 4, 9) 6,48 (1H, 5)
- 8,03(2H,d,8) 7,61 (1H, 4, 2) 8,03(2H.d,8) _
I 7,50-7,55 (3H, m) - ' - . 7,57,6 3H, m)
7,50-7,55.(3H, m) - - - 7,57,6 (3H, m)
_ 7,50-7,55(3H, m) 6,96 (2H, 4, 8) 1516 (3H,m)
8,03 20, d, 8) . .. 7,69(1H, dd,2e8) 8,03 (H, 4,8
8,73 (1H,d, 10) - 5,74 (1H, d, 10) .. 5,79(tH,d, 16)
o 689(1H, 4, 10) 6,88 (1H, 4, 10) 6,89 (1H,4,10) =
_ D 6,08 (2H, s5) I S
—
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Tabela 1C. Dados dos espectros de RMN 'H (CDCl;) das substancias 5,8 11 ¢ 12.

8 11 12
L1 a 0
Hidrogénios \ O
(ppm int. oCH3
muti. J (Hz) ] °
OCH;(C-3) | - - - 3,00 34, 5)
OCH(C-4) 3,93 (3H, 5) - 3,42 3H, 5) 3,60 (3H, 5)
H-2 1 - - 5,5 (1, d, 10) 5,02 (1H, 4, 9,3)
H-3 - 6,9 (19, 5) 4,20 (1H, d, 10) 3,71 (14, dd, 7,5 ¢ 9,3)
B4 | - - - 4,73 (1H, dd, 7,5 ¢ 10)
H-S 8,21 (1H, 4, 9) 3,19 (14,4, 9) 7,88 (1H, 4, 9) 7,34 (1H, 4, 9)
H-6 1,576 (m) 7,57 (1K, 4, 9) 7,23 (1R, dd, 1 ¢ 9) 7,18 (1H, dd, 1 e 8)
H-2 e 6’ 8,12 (2H,dd,2e11) 7,99 (2H,dd,2¢9) 7,54 (2H,dd, 2 e8) 7,4-7,5 (SH, m)
H-3,4e6 | 7.576(3H,m) 7,5-7,6 (3H, m) 7,4-1,5 (3H, m) 7,4-7.5 (5H, m)
H-2" 1771 (1H, 4, 2) 779 (1R, d, 2) 7,62 (1H, d, 2) 7,56 (1H, 4, 2)
6,81 (1H, dd.1 ¢ 2)

H-3” ;_ 7,19 (11, d,2) 7,23 (1H,dd, 1e2) 6,93 (10, dd1¢2)
i .

Tabela 1D. Dados dos espectros de RMN TH (CDC!,) das substancias 3 ¢ 9.

Hidrogénios
(ppm int,
muti. J (Hz)
CH; ! 1,21 (3H, 5) 1,21 (3H, 5)
CH; _ 1,23 (3H,5) 1,23 (3H, 5)
OCH; | 3,84 (3H, 5) 3,94 (3H, 5)
B Xy 718 (10, dd,1e9) 7,19 (1H,dd, 1¢9)

~ H-6 ™ 145019,4,9) 7,42 (1H, d, 9)
H-2 3 8,02 (2H, m) . 7,60 (1H, 4, 2)
‘B-3 [ 7,40-7,56 (3H,m) -

H-4 7,40-7.56 (3H, m) -

s | 1,40-7,56 (3H, m) o 6,84 (1H, 4, 8) .
H-6 8,02 (2H, m) N 7,66 (1H, dd, 2 ¢ 8)
g | 7,58 (1H, 4;2) - 7,60 (1H, 4,2)

H-3" ' 6,93 (1Hdd,1¢2) ' 6,95 (10.dd, 1e2)
. B-8 P 5,74 (18,5) . L 5,64 (1H, 5)

- H2 6,10 (1H, dd, 17ell) 6,10 (1H, dd, 17 ¢ 11)
B3, [, 49z(iHddlel?) 4,92 (1H, dd, 2 e 17)
H3,” . 487 (1H,dd,11e1) 4,38 (1H, dd, 11 ¢ 2)

N _ e o 6,0 (2H; 5)

B |



Tabela 2A. Dados dos espectros de RMN" C (CDCl;) das substincias 1, 4 e 12.

c-s
C-6
c7
c-8
C-9
C-10
C-r
c2
C-3
C-4'
C-5

c2»
c-3
C-4"

O-CH»-O

OCH;.

121,28 126,14 105,15
110,06 130,21 124,19
158,31 157,39 156,04
117,04 109,22 116,70
156,60 151,43 147,90
119,26 118,13 115,36
127,72 128,38 138,13
106,20 12828 127,19
148,51 128,60 128,36
150,55 128,87 123,44
108,83 128,60 128,36
121,73 128,28 127,19
145,75 77,78 144,00
104,13 131,24 104,09

- 130,53 -
101,93 . -
. 2.3,13

- 60,13 51,79

s93




T'abela 2B. Dados dos espectros de RMN " C (CDCls) das substancias 3 € 9.

9
Carbonos 0 0CH3,
e¢de

[ 0

c-1 | 127,15 126,7
c-2 152,34 152,2
c-3 | 1174 118,0
C-4 158.8 158,7
C-5 P 106,6 166,7
C-6' 126,7 126,8
C-7 | 195.4 1933

C-8 66,8 66,6
Cc-9 | 197,6 197,6
C-1 . 138,7 133,5
C-2 i 128,9 107,7
C-3 128,4 148.0
C-4 L 1327 ' 151,5
C-5 128,4 108,7
C-6 { - 1289 . 1252
c-2» o 1447, 144,7
c3 | 105,5) , 105,%
- C-1” - 411 . 41,5
c2™ : [ - 146;1 - - 146,1
C-3"a uL7 1115
C-¥"b | 111,7 111,5

OCH; : 60,0 60,4
'CH,4 | 26,4 ' 258
i 26,8 26,4
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CAPITULO TI

Anadlise dos Extratos de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC
por CLAE

1. INTRODUCAO

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma técnica de
separacdo muito usada para compostos como terpendides, todos os tipos de
fendis, alcaldides, lipides e aglicares em misturas complexas, também tem sido
usada para analises qualitativas e quantitativas. Como técnica para separagio de
flavondides € compostos correlatos tem sido usada para separacdio de
antocianidinas, xantonas, isoflavonas, procianidinas e taninos, sendo que a
coluna cromatografica mais amplamente empregada é C-18, fase reversa,
usando-se como fase moével misturas de metanol/agua acidificada ou
acetonitrila‘agua. (ASSHAUER & ULLNER, 1986)

Na literatura encontram-se diversos exemplos de condi¢des € de uso
desta técnica para separagdo € quantificagiio de flavondides (CHAVES et alii,
1997, MARKHAM et alii, 1996). A quantificagdo também pode servir como
ferramenta no auxilio para estudos de quimiotaxonomia, pois d4 uma visdo da
distnbuigio dos flavondides ao longo da planta (HEGNAUER &
BARKMEIIER, 1993).

Neste capitulo procurou-se estudar o perfil cromatografico de
Lonchocarpus latifolius, através da analise das raizes, casca do caule, folhas e
sementes, 0 que contribuiu para uma avaliagdo da distribuigdo dos flavonoides
nesta da planta. Assim também como a variagdo sazonal dos flavondides

.1solados ¢ a quantificagdo destes.
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2. MATERIAL E METODOS

As analises qualitativas e quantitativas dos extratos foram feitas em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia Hewlett Packard, modelo 1090, série
[I/'M com:

Detector: Espectrofotométrico UV/VIS, arranjo de diodos.

Coluna: Waters do tipo ODS 3.9 x 150mm, Novapack, 4um, e coluna
HP do tipo ODS 4,6 x 100mm, Spm.

Fase mével: Gradiente 80:20 (H,O/ACN)-100 (ACN) em 30 min e

gradiente 97:3 (H,0/MeOH)-100 (MeOH) em 30 min.

Volume de injecfio: 2ulL

Comprimento de onda de detecciio: 240nm

Fluxo: 0,8mLmin"’

Como padrdes utilizaram-se os flavonoéides isolados do extrato éter de
petroleo das raizes de L. latifolius, ap6s terem sido purificados por
cromatografia de camada preparativa CCP e por CLAE semi-preparativa, cujas
analises foram realizadas em um cromatdgrafo liquido da Waters modelo 600E

com.

Detector: Espectrofotométrico UV/VIS de comprimento de onda
variavel, modelo 484.

Coluna: Regis do tipo ODS, 10x250mm, Sum.

Fase mével: Gradiente linear HyO/ACN 0-100% (ACN) em 60 min.

Yolume de inje¢fio: 250uL

Comprimento de onda de detecgiio: 240nm

Fluxo: 1,0mLmin”

As condigdes para andlise sazonal foram idénticas as da analise
quantitativa, sendo a andlise efetuada com as raizes coletadas nos periodos de

inverno, primavera ¢ verdo entre 1996 ¢ 1997.
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2.1 Anilise Qualitativa

As anilises qualitativas dos extratos de éter de petréleo,
diclorometanico ¢ metandlico obtidos das raizes e extratos de éter de petroleo
de folhas, sementes e caule foram feitas para verificar o perfil cromatografico
de cada extrato frente as substncias isoladas, baseando-se na co-injegdo de
cada padrio isolado do extrato de eter de petroleo. Para identificagdo dos picos
nos cromatogramas além do tempo de retengdo, compararam-se também os
espectros de UV correspondente a cada pico com o do padrio isolado ¢
determinou-se a pureza de cada substincia através da varredura dos espectros
de UV correspondente a cada pico do cromatograma.

2.1.1. Seleciio da Fase Movel

A fase movel escothida foi a mistura de acetonitrila ¢ agua pois de
acordo com dados da literatura (KINGSTON, 1979), ela separa bem
flavonobides. Iniciou—ée a elui¢fo com um gradiente 50:50 de acetonitrila:agua
aumentando-se a concentragio de agua até 20:80 quando se-obteve uma melhor
separa¢do dos compostos.

2.1.2. Selegdo do Comprimento de Onda

A escotha do comprimento de onda que detectasse um maior niimero de
compostos do extrato, baseou-se¢ no comportamento dos flavondides que
apresentam bandas de absorgao relativas aos sistemas cinamoila (banda I A =
300 a 380 nm) e benzoila (banda I A = 240 a 280 nm), aumentando-se 0
comprimento de onda gradativamente de A = 220 até 340 mn. O comprimento
de onda escolhido foi o A = 240 nm porque permitiu a detecgdo de um maior

namero de compostos.

2.2. Andlise Quantitativa
O método de avaliagdo utilizado foi o de calibragdo externa, obtendo-se
curvas analiticas com coeficientes de correlagdo de no minimo 0,999. A selegdo

da fase mével, do comprimento de onda e as demais condigdes de analises
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utilizadas na construgdo das curvas analiticas, foram as mesmas empregadas na

analise qualitativa dos extratos.

2.2.1. Preparaciio das solu¢es padrdes
Para a preparagdio das curvas analiticas foram feitas diluigdes dos
padrdes em baldes volumétricos.
2.2.2. Construciio das curvas analiticas
As curvas analiticas foram construidas com base na seguinte equagfo:
y=a+bx
onde: y = area absoluta dos picos (fornecida pelo integrador)
x = concentragdo do padrdo (mg amostra/mL solvente) |
As curvas analiticas foram obtidas medindo-se as areas dos picos no
comprimento de onda méximo especifico para cada padrio utilizado, sendo que
para tal foram feitos espectros de UV de cada uma das substéncias isoladas da
planta.
Os respectivos dados estdo apresentados nas tabelas de 1 a S

Analogamente procedeu-se a andlise sazonal cujos dados se encontram nas
tabelas 10-11.
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Tabela 1. Dados utilizados para construgio das curvas analiticas das substancias
isoladas do extrato éter de petréleo de raizes L. latifolius coletadas em

agosto de 1994 e 1996

S ——————— e

Padriio Concentraciio Area Area do pico Area do pico
mg/ml Agosto de 1994 Agosto de 1996
| 2,70 1184
1 ' 1,30 581 99,70 260,47
0,675 251
| 0,3375 36
2,40 5447
1,20 2758
2 0,60 1404 1936 1485
0,30 830
0,15 372
* 2,70 7941
| 1,35 4033
3 i 0,675 1964 2699 1948
1 0,3375 958 '
l 0,16875 475
3,00 4645
4 _ 1,50 2324 i 1480
0,15 1177
] 320 5299
5 | 160 2575 4164 2651
f ' 0,80 1332
i . 0,40 633
[ .
2,00 3405 .
6 1,00 1641 685 516
0,50 766
028 341
[ 800 22865
L .400 11555 :
8 200 5418 6736 4519
] 0,50 1322
1,00 1025
1 C oas 255 s 136
0,125 172 :
69

.0,0625 .
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Tabela 2. Equagdes da reta para as substincias isoladas do extrato éter de raizes de
petréleo de L. latifolius coletado em agosto de 1994 ¢ 1996

T e e ——

Padres EquackodaretaY=a+bx Coeficiente de correlacio

1 ] y-__;.?gj,n +460,65 ;' 0.9996
2 Y = 85,71 + 223279 x 0,9998
3 4 Yot 0,9999
4 Y= 1.6;5;0_ £ 1542,19x : | 1
5 l ¥= -3&,61 +1660,24 1 0,9998
e
8 ‘ .,.§.=-;13-s,osfzssa;67_.x. o 0,9999
" L Y_ 2541026491 - - 0999

e —————————— e ——— e ———————i e —
e e e = —————————
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Tabela 3. Dados utilizados para construgdo das curvas analiticas da substincia 13
isolada dos extrato diclorometinico e metandlico das raizes de L.
latifolius coletado em agosto de 1994.

Extratos ' Substancia 13

1 : ]

: Concentraciio mg/mL Area Area do pico 1994
4,50 4387
2,25 2138

Diclorometinico 1,125 1023 : 490,12

0,56 513
0,28 288

| 1,50 1180

Metanélico | 0,75 618

i 0,375 319 728

] 0,1875 162

|

Tabela 4. Equagdes da reta para a substincia 13 isolada dos extratos
diclorometinico e metanélico das raizes de L. latifolius coletado em
agosto de 1994,

Extratos o " Substincia 13

!

|- EquacdodaretaY=a+bx Coeficiente de correlagiio

Diclorometanico Y =-3634+978,17x 0,9997

Metandlico | Y=2643+772361
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Tabela 5. Dados utilizados para construgéio das curvas analiticas das substancias
isoladas do extrato éter de petréleo de folhas de .. /atifolius.

Padriio Concentragio mg/mL Area Area do pico 1996
i 3,00 : 8465
3 ! 1,50 4316
f 0,75 2182 2122
| 0375 1118
i 0,1875 562
|
450 4599
2,25 2458
3 1,125 . 1115 552
0,56 557
0,28 m

Tabela 6. Dados utilizados para construgdo das curvas analiticas das substincias
isoladas do extrato éter de petréleo de sementes de L. /atifolius.

Padriio . Concentragfio mg/mL Area Area do pico1996
! 3,00 8465
! 1,50 : 4316 .
3 t 075 2182 1003
038 1118 '
i 0,19 . : 562
1 S
044 1115
022 557 - o
8 Y ¥ 1 - m - 239
0’055 . 140 .-

o078 85
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Tabela 7. Equagdes da reta para as substéncias isoladas do extrato éter de petréleo
de folhas e sementes de L. latifolius.

Padries EquacfodaretaY=a+bx Coeficiente de correlacio
i’
3 Y =5746 + 2810,19x 0,9993
3 Y=453+25829x 0,9998

Tabela 8. Dados utilizados para construgdo das curvas analiticas das substincias
isoladas do extrato éter de petréleo da casca do caule de L. latifolius.

Padrio Concentragho mg/mL Area ~ Area do pico
' 120 . 2035
2 i 0,60 o 1093 980
0,30 . £32
‘ 0,15 230
70 C 6316
3 0675 1903 5955
h 0,3375 _ 1012
0,16875 463
| 3,00 : 1328
4 l 150 : 643 519
, i 0,15 295 '
1,20 _ 5996
. 0,60 . 3069 S
5 . 030 . 1567 _ . 141 -
015 . 755
0,075 S 402
. 200 T
6 1 10 17120 SR T
025 366
4,00 e 12247
8 100 3170 1836
 em 1632 .

0,125 ' w5

——————————r—rra—37—7pio L ————— e e e et
_————— - e



Tabela 9. Equagtes da reta para as substdncias isoladas do extrato éter de petréleo
da casca do caule de L. latifolius.

Padries EquaciodaretaY=a+bx Caeficiente de correlagiio
! i
2 1 Y = 12,81+ 170621 x 0.999
3 Y = 222,40 + 2268,54 x. 0,999
-4 ~ Y= 4744+ 43874 0,99999
5 Y= 13,51 +5127,03x 0.9999
6 | Y =-264,75 +2069,34 x 0,998

6 . Y=6746+305289x 0,9999
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Tabela 10. Dados utilizados para construgéio das curvas analiticas das substincias
isoladas do extrate éter de petréleo de raizes de L. latifoltus
coletadas no na primavera (novembro) de 1996 € no verdio (fevereiro)
de 1997 (Analise sazonal).

_ﬁﬁ

Padrio Concentracho Area Area do pico Area do pico
mgimlL Primavers 1996 Ver#io 1997

L 050 499
| 025 : 246
1 i 0,125 123 152 78
02,0625 -1 .
k 0,03125 33

0,50 1937

KyE)

£

B
33

g

T 300 8465

F 180 4316 |

] 078 2182 6492 6683
! 0375 1118

i

_ _l'm ' 13035

0125 169

l 135 3187
0628 1612 -
03125 822 1368 287

07

424 270 99

259 142 45
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Tabela 11. Equagdes da reta para as substdncias isoladas do extrato éter de
petréleo de raizes de L. larifolius coletadas na primavera (novembro)
de 1996 ¢ no veridio (fevereiro) de 1997 (Analise sazonal).

Padrdes EquaciodaretaY=a+bx Coeficiente de correlacio

1’ .
1 1 Y = 0,54 + 796,75 x 0.9999
2 Y =-2,89 + 3853,61 x 0,9998
i N
3 i Y=57,46 +2810,19 0,9999
4 O Y=19,99 + 1250,25x 06,9998
_l
5 : Y =18,34 + 253883 x 0,9999
|
6 Y = 60,63 + 2044,47.x 0,999
8 g . Y=4,53+2529x . . 0,9999
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise Qualitativa

Das 12 substdncias isoladas no extrato éter de petrdleo das raizes,
coletadas na fazenda Santa Elisa (IAC) em agosto de 1994 apenas 11 puderam ser
identificadas no cromatograma fornecido por CLAE (Figura 1), onde se-destaca o
pico correspondente ao novo derivado de dibenzoilmetano (substincia 3), que de
fato foi 0 componente mais abundante obtido por cromatografia de adsor¢éo (CCD
e CCP) do mesmo extrato. Dois anos depois, isto é em agosto de 1996, repetiu-se a
coleta de raizes na fazenda Santa Elisa e nos arredores do Campus da
Universidade, constatando-se mais uma vez que os respectivos extratos éter de
petréieo mantiveram o mesmo perfil cromatografico (Figura 2).

Anélise comparativa por CCD dos extratos éter de petroieo ¢
diclorometinico das raizes coletadas em 1994 mostrou uma grande semelhanga
entre eles, também verificou-se esta semelhanga em CLAE (Figura 3) exceto pela
presenca de dois picos com tempo de retengio menor( tg = 10,965 ¢ 11,278) de
acordo com o esperado para as substdncias mais polares, onde o pico com tg =
11,278 foi posteriormente isolado e identificado como medicarpina (substincia
13). Entretanto o cromatograma do extrato diclorometénico de raizes coletadas em
em 1996, além de n3o apresentar os picos correspondentes as duas substdncias
mais polares, mostra picos mais intensos correspondentes as de substincias com
maior tempo de retengfio (tr = 20,251 ¢ 20,604).

Para melhor visualizagdo das substincias polares presentes no extrato
metanolico das raizes coletadas em 1994 (Figura 3), o gradiente acetonitrila:agua
foi alterado para metanol: agua (3:97) eluindo substincias com tempo de retencgéo

menor do que observados nos extratos éter de petréleo e diclorometénico.
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Figura 1. 1 pongaglabrona, 8 lanceolatina B, 2 ponganpina, 10 Flavanona inédita 5
Karanjina, 11 Flavanonol inédito, 12 flavana inédita, 6 pongacromeno, 3 ¢ 9
Dibenzoilmetano inédito, 4 karanjacromeno.
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Figura 2. Extrato éter de petrbleo de raizes (8 Lanceolatina B; 2 Ponganpina; 5
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Extrato Eter de Petrdleo de Raizes 1996
3 Campus
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1 | ] T 1 T
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Tempo [(min}

11 Flavanonol inédito; 3 Dibenzoilmetano
Condicoes de analise: Coluna Waters do tipo ODS 3,9x150mm
tamanho da particula, 4um, fase mével: gradiente 80:20 {ACN/H,0)-
100 (ACN) em 30min, volume de injecdio: 2L, comprimento de onda

detecciio: 240nm e fluxo: O,SmLmin'l.
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Observou-s¢ também a a presen¢a de medicarpina (substincia 13) ¢
auséncia do derivado do dibenzoilmetano (substincia 3).

Os extratos éter de petréleo de folhas e sementes coletados em fevereiro de
1997 ( Figura 4) apresentaram um perfil cromatografico muito pobre em relagdo ao
extrato éter de petréleo de raizes coletados na mesma época, destacando-se a
presencga das substancias 3 e 8.

O extrato éter de petroleo da casca do caule (Figura 4) coletado em agosto
de 1997 apresentou um perfil cromatografico muito semelhante ao extrato éter de
petroleo das raizes,coletadas em fevereiro de1997 (Figura 4).

Uma das observagSes mais importantes com relagio ao perfil
cromatografico dos extratos éter de petréleo das raizes, casca do caule, folhas e
sementes de Lonchocarpus latifolius ¢ a predomindncia da substincia 3

evidenciando a sua distfibui:;ﬁo por toda a planta.
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3.2. Andlise Quantitativa
3.2.1. Extrato éter de petréleo de raizes
Das 12 substincias isoladas do extrato éter de petréleo de raizes, apenas 8

puderam ser quantificadas por estarem disponiveis em maior quantidade (Tabela
12).

Tapela 12, Concentragéo das substincias isoladas do extrato éter de petréleo das
raizes de Lonchocarpus latifolius coletadas no inverno de 1994 e
inverno de 1996,

Substincias Quaitidade de substincias ¢m ing/g de raiz
; Inverno 1994 Inverno 1996

1 0,723 0,196

2 ! 0,700 0,182

3 8,083 1,860

-4 [ 0,891 _ 0,273

5 2,126 0,467

6 5 0,387 0,001

12 | 0,153 0,0352

w

De acordo com os dados observados na tabela acima verificou-se uma
queda no teor de todas as substdncias no ano de 1996. Esta variagdo poderia estar
associada a varios fatores ambientais tais como: deficiéncia mineral, aeragdo,
temperatura, indice pluviomérico, radiagdo UV, ataque por microrganismos etc.

Segundo dados fornecidos pelo CEPAGRI , as temperaturas média
méxima ¢ média minima diarias no més de agosto de 1994 variaram em torno de
27°C e 13 °C. No ano de 1996 nesta mésma época variaram repectivamente em
torno de 27,2 °C e 12,5 ° C, nio sendo portanto a temperatura a responsavel pela
varia¢do quantitativa das substancias, como verificado na tabela acima.

Quanto ao indice pluviométrico em agosto de 1994 a precipitagdo foi de

- 0,0 mm e na mésma época em agosto de 1996 a precipitagdo foi de 30,6 mm.

*Centro de Pesquisa em Agricultura da UNICAMP
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Analisando-se estes dados ndo se pode inferir que variagdes climaticas sejam
responsaveis pelo aumento da concentra¢fio das substincias cerca de 4 vezes mais

em 1994 em relagdo ao ano de 1996.

3.2.2. Extratos diclorometanico e metanélico de raizes

O extrato diclorometanico de raizes coletadas em 1994 apresenta um perfil
diferente em relagéio ao extrato diclorometinico de raizes coletadas em 1996. Do
extrato diclorometinico de raizes de 1994 foi isolado um pterocarpano
identificado como medicarpina (Figura 5, substincia 13) (AFZAL & AL-
ORIQUAT, 1986) que foi encontrado também no extrato metandlico de raizes
desse mesmo ano em grande quantidade (Tabela 13). Esta substincia esta ausente
no extrato éter de petroleo de raizes de 1994 e no extrato diclorometanico de
raizes de 1996.

Figura 5. Medicarpina (substancia 13)
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Tabela 13. Concentragio da substancia 13 isolada dos extratos diclorometénico ¢
metandlico das raizes de Lonchocarpus latifolius coletadas em 1994.

Substincia Quantidade da substincias e mg/g de raiz
, Diclorometinico Metanblico
13 1,6 7,0

3.2.3. Extratos éter de petréleo de folhas e sementes
Das 12 substancias isoladas do extrato éter de petroleo das raizes, apenas
as substincias 3 ¢ 8 foram detectadas nos extratos das folhas e de sementes, sendo
que o teor da substincia 3 ¢ maior nas folhas e o da substincia 8 maior em

sementes (Tabela 14).

Tabela 14. Concentragdo das substincias isoladas dos extratos éter de petréleo de
sementes ¢ folhas de L. /atifolius coletadas em fevereiro de 1997,

Substéncias Quantidade de substéncias em mg/g
Folhas Sementes

3 3,673 1,281

8 0,657 1,082

3.2.4. Extrato éter de petréleo da casca do caule
No extrato éter de petréleo da casca do caule encontraram-se seis das oito
substancias quantificadas nas raizes, as substincias 1 e 12, ndo foram encontradas

neste extrato o que se levou a supor que estdo em pequenas quantidades (Tabela
15).
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Tabela 15. Concentragdo das substincias isoladas do extrato éter de petréleo da casca
do caule de L. latifolius coletadas em agosto de 1997.

___—__———_——_—ﬁ

Substincias Quantidade de substincias em mg/g de caule

| 0,316
1,480
0,672
0,399
} 0,206
0,285

ﬁ_——-——_————__-——-_

@ o thh Wb

3.2.5. Anilise sazonal do extrato de éter de petréleo de raizes de L.
latifolius

A variagao do teor de metabolitos secundarios em plantas, estd sujeita a
diversos fatores. Dentre eles se encontra a composi¢do genética da planta
(BOWERSAND & STAMP, 1993 apud DARROW, 1997), podendo o genotipo
variar de acordo com fatores bidticos € abibticos. A variaglio sazonal dos
metabdlitos secundarios pode ser causada por demandas fisiologicas como
crescimento, defesa e reprodugdo (WILKENS et alii, 1996 ibid), por outro lado
também pode ser causada por diversidades no meio ambiente como stress hidrico,
luz, deficiéncia de nutrientes, temperaturas extremas, poluigiio e a presenga ¢,0u
auséncia de microrganismo patogénicos (WILKENS et alii, 1996, COLEMAN &
JONES, 1991 ibid). O estudo desta variagdo ¢ muito importante pois permite
conhecer a época exata ou quase exata em que alguns constituintes estio em maior
proporgdo, podendo estar relacionado com a resisténcia ou susceptibilidade a
ataques por microrganismos ou insetos herbivoros (ZANGERL & BERENBAUM,
1996 ibid).

Como os flavonoides possuem diversas atividades e tendo em vista o
isolamento em grande quantidade de um derivado inédito de dibenzoilmetano
(substéncia 3) em agosto de 1994, periodo da primeira coleta, partiu-se para a

variagio sazonal tendo como principal objetivo acompanhar a variago desta
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substancia ao longo das quatro estagdes, sempre coletando a raiz do mesmo
especimem e 56 dias apds © inicio de cada estacdo (16 de agosto ¢ 16 de
novembro, de 1996, 16 de fevereiro e 16 de maio de 1997). O resultado da analise
do outono de 1997 (16 de maio) ficou prejudicada, pois o técnico do Departamento
de Botanica do Instituto de Biologia, encarregado da coleta do material, coletou a
raiz errada, de uma planta sem identificag8o, cujo padrio cromatografico €
diferente daquele apresentado para raizes de L. latifolius.

De acordo com os dados em relagdo ao teor da substincia 3 nos anos 1994
e 1996, supos-s¢ inicialmente, que esta substancia estivesse atuando como uma
fitoalexina que sdo muito comuns em plantas da familia Leguminosa. Algumas
espécies dessa familia produzem fitoalexinas independentemente do agente
causador, que pode ser infestagdo por microrganismo ou outros agentes como
temperatura ou radiagdo UV (BRAGA, 1987). De acordo com a Tabela 16
verificou-se que ocorre uma variagdo pouco significativa quanto ao teor da
substincia 3 nas trés estagdes analisadas, ocorrendo porém, uma variagio
significativa em relago as outras substincias isoladas.

A substincia 3 seguida das substincias 5 e 8 sdo as mais abundantes no
outono. Na primavera as substdncias 3 ¢ 8 sdo as mais abundantes seguidas das
substancias 4 € 5 € no verdo as substincias 3 e 8 sdo as mais abundantes. Nas trés

estagdes a substincia com teor mais baixo foia 12.
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Tabela 16. Analise sazonal das substincias isoladas do extrato. éter de petréleo das
raizes de L. /atifolius coletadas no invermo (agosto) de 1996 na
primavera (novembro) de 1996 € no verio (fevereiro) de 1997.

Substiincias Quantidade de substincias em mg/g de raiz
| lnverno 1996 Primavera 1996 Verio 1997
1 0,196 0,313 0,115
2 ! 0,182 0,386 0,115
3 1,860 2,295 1,615
4 } 0,273 0,923 0,257
5 0,467 0,873 0,124
6 | 0,001 0,264 _ 0,089
8 0,461 1,946 - 0,655
12 | 0,040 0,131 0,027

De imediato ndo se pode atribuir razio especifica para esta variago, ja que
os metabolitos secundarios variam sua concentragdo conforme a necessidade da
planta ao longo do ano. Também ndo se pode atribuir este aumento a um causa
especifica tal como ataque de microrganismo, por auséncia de evidéncias mais
contundentes.

Quanto ao fator climitico como temperatura e indice pluviométrico,
segundo dados fomecidos pelo CEPAGRI, (Tabela 17) estes tém pouca influéncia

em relagio ao teor das substincias isoladas e sua variagéo ao longo das estagdes.

Tabela 17. Variagdesde temperatura ¢ indice pluviométrico nos meses de agosto de
1996, novembro de 1996 e fevereiro de 1997. Dados fornecidos pelo

CEPAGRL
Mes/Ano ~ Temperaturas(®C)  indice Pluviométrico (mm)
|  Mixims - Minima Total Dias
Inverno (Agosto 1996) 272 12,5 30,6 31
Primavera ( Novembro 1996) | 28,1 18,5 . 1984 30

Verio {fevereiro 1997) 30,7 . 20,4 169,8 28
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Um outro fator importante a ser observado quanto ao teor das substincias
nas trés estagdes analisadas, esta no fato de que na primavera ocorre um aumento
significativo em relagiio ao inverno e ao verdo. Segundo DARROW & BOWERS,
(1997) um dos fatores que podem influir na sazonalidade é a reprodugéo e em L.
latifolius o més de novembro, coincidentemente més de coleta de dados da analise
sazonal, corresponde ao més de floragdo, periodo no qual a planta se encontra em

toda a sua exuberancia.
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CAPITULO 111

Bioensaios Realizados com Extratos Obtidos das Raizes de
Lonchocarpus latifolius

1. INTRODUCAO

Atualmente, a aplicagdo de bioensaios visando o isolamento de substincias
ativas vem sendo cada vez mais apreciada pelos fitoquimicos, ndo sé pelo grande
numero de metabolitos secundarios biolégicamente ativos isolados de planta como
também pelo desenvolvimento de inlimeros testes bioldgicos sensiveis e simples.

Os Flavonodides sfio responsaveis por um amplo espectro de fung¢des
biolégicas, atuando como um fator de integrago entre a planta e o meio ambiente,
indo desde a protegdo contra raios UV (SHMELZER et alii, 1988 apud KOES et alii
1994), até a participagfo no processo de reprodugio sexual (VANDER DER MEER
et alii 1992 ibid.). Muitas atividades bioldgicas lhes tém sido atribuidas tais como:
fungicida, bactericida, anti-viral, inseticida, alelopatica etc. O uso terapéutico de
flavondides tem sido amplamente investigado, eles sdo conhecidos por suas
atividades anti-inflamatoria e anti-alérgica, por suas propriedades antitrombose e
vasoprotetora, por inibigdo da promog¢do de tumores ¢ como protetores da mucosa
gastrica. (EVANS, 1996)

Ha muito tempo demonstrou-se que a grande resisténcia apresentada por
certos tipos de madeira se devia a presenca de componentes tdxicos aos
microrganismos que as atacam. Varios destes componentes foram identificados como

sendo flavonoides, destacando-se a diidrorobinetina (I), que inibe o crescimento dos
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fungos Poria vaporia ¢ Coniophora cerebella (KENNEDY, 1956 apud
GEISSMAN, 1962), a diidroquercetina (II) que inibe o crescimento dos fungos
Poria vaporia ¢ Polystictus sanguinens (FRAUDEMBERG & HARTMAN, 1953
ibid.).

Os furanoflavondides tais como karanjina (III), lanceolatina B (IV) e
pinatina (V), se mostraram muito ativos contra o Alternaria solani fungo

fitopatogénico, que ataca as folhas de batatas.
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A atividade anti-viral dos flavondides tém sido investigada desde a década
de 40 sabendo-se por exemplo que quercetina (VI), narigenina (VII), hesperidina
(VII) e catequina (IX) sdio ativos contra 0s virus da herpes tipol (HSV-1),
parainfluenza tipo 3 (PF-3), (KAUL e alii, 1985 apud CHANG-QI HU et alii,
1994), e pdlio tipo 1 (VRIISEN, et alii, 1987 ibid.) Mais recentemente encontram-Se
dados na literatura da atividade anti-viral de flavonoides contra o virus HIV 1,
destacando-se acacetina-7-O-B-O-galactopiranosidio (X), ¢ a flavona chrisina XD

com alto indice terapéutico (CHANG-QI HU et alii, 1994).

R = Galactose X1
X
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Quanto a atividade bactericida, tem-se que por exemplo as diidrochalconas,
piperaduncinas A (XII), B (XIII) e C (XIV), isoladas de Piper aduncum (ORJALA et
alii, 1994), sdo ativas contra Bacilus subtilis, Micrococcus luteus ¢ Escherichia

coll.

CHOOCH3
o CH3
\
CH3
o
CH30 o
oH 0O
X1 on O XIII
CH3OQ oOH
CH3C Ol
o O
XIv

A atividade anti-tumoral da quercetina (XV) tém sido constatada através de
varios estudos, sabendo-se que inibe a atividade mutagénica (OGAWA et alii, 1985
apud HARBONE, 1996), os efeitos bioquimicos da proteina Kinase C
(GSCHWENDT et alii ibid), a incorporagdo de *? P em membranas (NISHINO et
alii, 1983 ibid) ¢ a atividade de lipoxigenase (NAKADATE et alii, 1983 ibid).
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Como inseticida os isoflavonéides tipo rotenona (XVI) tém sido os mais

investigados por serem tdxicos para muitos insetos € besouros (HARBONE, 1996).

A vitamina P, que consiste de uma mistura de flavonoides que inclui a
hesperidina (XVIl) age sobre a fragilidade capilar, reduzindo sinais de
hipovitaminose C em animais de laboratério (CLEMETSON, 1989 ibid).
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OH 0O
R = Galactose
XVII

Considerando a grande variedade de atividades bioldgicas dos flavondides
descritas na literatura, decidiu-se implantar alguns bioensaios no laboratorio para
verificar o comportamento dos extratos éter de petrdleo, diclorometénico e
metandlico das raizes de Lonchocarpus latifolius e da substdncia 3, o principal
flavonoide isolado. Foram escolhidos os testes de bicautografia, toxicidade com
Artemia salina, inseticida e inibigdo da germinagio de sementes de alface, visando
testar respectivamente as atividades antimicrobianas (fungicida e bactericida),
antitumoral, larvicida e alelopatica. Tratam-se também de bioensaios suficientemente
sensiveis para permitir o uso de pouca quantidade de amostra cujas metodologias séo

facilmente aplicaveis num laboratério de fitoquimica.
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2. MATERIAL E METODOS

Bioensaio de Toxicidade com Artemia salina (Brine Shrimp Letality Test)

Este bioensaio foi realizado de acordo com protocolo desenvolvido pelo Prof,
Jerry L. Mclaughlin (MEYER, 1982) e adaptado para as condigdes do nosso
laboratorio.

A EDsp a 95 % de intervalo de confianga foi determinado pela andlise de Probit
(FINNEY, 1971).

Bioensaio de Germinagio

Este bioensaio foi realizado de acordo com protocolo descrito na literatura
(WEBB & WAREING, 1972) em camara de germinagdio com temperatura
controlada ¢ luz continua no laboratério de Fisiologia Vegetal do IB UNICAMP.

O delincamento experimental foi inteiramente casualizado, apés anélise de
variéincia as meédias dos tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

Bioensaio de Bioautografia

Este bioensaio foi realizado com base na literatura (SAXENA, 1995)
introduzindo-se algumas modificacdes.
Bioensaio para atividade Larvicida

Este bioensaio foi realizado pela Dra Marli Teles de Oliveira do Laboratério de
Biologia CCS-NPPN, UFRJ. de acordo com protocolo adaptado da publicagdo

“Insecticide Resistence and Vector Control” World Health Organization.
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2.1 Bioensaio de Toxicidade com Artemia salina (Brine Shrimp Letality test)
2.1.1. Avaliagio da Toxicidade dos Extratos Eter de petréleo,
Diclorometiinico ¢ Metandlico das raizes de Lonchocarpus latifolius.

Os extrato e a substincia 3 foram pesados e diluidos nos respectivos

solventes de acordo com esquema abaixo:

Para 1000 ppm
= 0,5mL
Extrato ou substancia pura = 0.5 mL
20 mg + 2 mL do solvente L . 05mL
Para 100 ppm

— 0,5mL
\j

0,2 mL + 1,8 mL do solvente —= 0,5 mL

t—— 0,5mL

Para 16 ppm
" 4.5 ml.

Y
6.2 ml + 1,8 mL do solvente = 35 m!.

— (LA mi,

Apos este procedimento prepararam-se dez frascos com as amostras e 0
branco, evaporou-se o solvente e adicionou-se aproximadamente 50pL de DMSO,
3mL de agua salgada e 10 larvas de Artemia salina completando-se o volume para:

- SmL. Os frascos foram deixados descobertos € apos 24 horas foram contados os

sobreviventes.
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2.2 Bioensaio de inibicio de germinacfio de sementes de alface

2.2.1 Avaliacho da Toxicidade dos Extratos Eter de petréleo,
Diclorometinico e Metandlico das raizes de Lonchocarpus latifolius.
O bioensaio da germinagio de sementes de alface foi realizado de acordo
com a literatura (WEEB & WAREING 1972). Numa placa de Petri de 90mm de
diametro, forrada com papel de filtro, foram adicionados os extratos a serem testados
(2.5, 5,0, 10,0; e 12,5mg/mL), 4agua destilada (SmL) e por ultimo as sementes de
alface do cultivar “Grand Rapids” (20 sementes por placa). Foram montados quatro
repeti¢des por tratamento. As placas foram colocadas na cdmara de germinagio a 25
°C e luz branca continua (18,2 p.mol.m'z.s'l). Apos 24 e 48 h foi contado o nimero
de sementes germinadas.
As sementes utilizadas neste bioensaio foram fornecidas pela secgdo de

sementes do Instituto Agrondmico de Campinas IAC.

2.3. Bioensaio de Bioautografia

2.3.1. Avaliacdio da atividade bactericida e fungicida dos extratos Eter de
petréleo, Diclorometinico e Metandlico das raizes de L. latifolius

Os extratos éter de petroleo, diclorometénico e metandlico e as substancias
puras, (20ug) e o antibidtico (2ug) foram aplicados em duas placas de CCD (Merck
Silica gel G Fasq 6 x 6cm) e desenvolvidas com Hexano/AcOEt 80:20. O solvente foi
evaporado ¢ as placas observadas sob lampadas de UV (A = 254 ¢ 365nm). As
manchas reveladas nesses comprimentos de onda, foram marcadas na placa controle,
que em seguida foi pulverizada com revelador especifico (anisaldeido modificado) e
aquecidas revelando manchas coloridas. A placa teste foi colocada dentro de uma
placa de Petri de 90mm de diametro, contendo o meio de cultura (20mL) especifico

para cada microrganismo. Com auxilio de uma alga de Drigalski, foi entdo aplicado
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cerca de 100uL da suspensio de microrganismo contendo aproximadamente 10°
células/mL. Foram preparadas duas placas de Petri uma contendo a placa de CCD, ¢
a outra contendo apenas o meio de cultura com o microrganismo (placa branco) para
avaliar o seu crescimento. As placas (CCD e branco), foram incubadas (24 h para
bactéria ¢ 7 dias para fungos) em temperatura especifica para cada microrganismo
(cerca de 37 °C para bactéria ¢ 25 °C para fungo) sendo apos observados os halos de
inibigdo e comparados com a placa de CCD controle.

Os meios de cultura utilizados foram: NA (Agar Nutriente) para bactérias,
constituidos de peptona (5,0g) + extrato de carne (3,0g) + agar (15,0g) + agua
destilada (1000mL) e MA (Agar Malte) para fungos constituidos de extrato de malte
(20,0g) + agar (20,0g).

As culturas utilizadas neste bioensaio foram fornecidas pela Colecdo de

Culturas Tropical (CCT) da Fundagio Tropical de Pesquisa ¢ Tecnologia “André

Tosello™.

2.3.1.1. Microrganismos utilizados
Bactérias: Escherichia coli (gram -), Bacillus subtilis (gram +),
Rhodococcus equi (gram +); Staphylococcus aureus (gram +), Micrococcus luteus
(gram +); Salmonella typhimurium (gram -).
Fungos filamentosos: Aspergillus niger; Penicillium funiculosum,
Fusarium oxysporum, Rhizopus oryzae, Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus
e Cladosporium cladosporioides.

Levedura: Candida albicans.
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2.3.2. Bioensaio de Antibiograma

O bioensaio para antibiograma foi feito de acordo com a metodologia da
USP XXIII (United States Pharmacopea), realizadas no laboratério da Colecdo de

Culturas Tropical, Fundagdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André Tosello”.

2.4. Bioensaio para atividade larvicida com Aedes aegypty

2.4.1. Avaliagdo da atividade larvicida dos dos extratos Eter de petréleo, e
Metanélico das raizes de L. latifolius >

Adicionou-se ImL da solugfio contendo o extrato na dose a ser testada nos
recipientes de teste (copos contendo 199mL de 4gua) e no controle acetona ou alcool
acrescentou-se 0 mesmo volume (ImL em 199mL de 4gua) misturou-se com auxilio
de um bastdo de vidro, apés 30 minutos acrescentou-se um copo com 50mL de agua
contendo as 25 larvas de terceiro estddio (separadas com auxilio de uma pipeta
“Pasteur”, peneira ou papel de filtro, estes dois ultimos processos necessitam do
auxilio de um pincel para a contagem das larvas). No controle sem tratamento
(branco) colocou-se 200mL de agua (recepiente teste) ¢ 50mL de agua contendo as
25 larvas do mosquito. apos 24 h observou-se e anotou-se o nimero de larvas vivas
[quando sobem & superficie para respirar movimentando-se (serpenteando)] e mortas
(quando permanecem no fundo do recepiente ou na superficie do mesmo, ndo
conseguindo movimentar-se rapidamente, isto ¢ serpentear quando tocadas com
auxilio de um estilete). O ensaio sé terd validade se os valores da porcentagem de
mortalidade encontrados nos controles estiverem entre 5 e 20 % e devendo ser

corrigido através da formula de Abbot:

% de mortalidadedo teste - % de mortalidade do controle

x 100
100- % de mortalidade do controle
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Bioensaio de Toxicidade com Artemia salina (Brine Shrimp Letality test)

Os bioensaios feitos com as larvas do crusticeo Artemia salina
(MCLAUGHLIN, 1991), tém sido usados como indicador de toxicidade tanto para
screening de substincias com atividade anti-tumoral, como para substancias com
atividade pesticida. Também vem sendo aplicado no biomonitoramento para fragGes
ativas de extratos vegetais. Este bioensaio apresenta uma correlagfio positiva com os
ensaios sobre células 9kb (carcinoma nasofaringeo humano p = 0,036 ¢ kappa =
0,56), onde os valores de ED;, para citoxicidade sdo geralmente préximos a uma
décima parte dos valores LCsy encontrados nos bioensaios com Artemia salina.

O extrato éter de petréleo mostrou-se bastante ativo com uma dose letal
(DLso) iqual a 0,ipg/mL, sendo submetido novamente a diluigdes mostrando uma
dose letal (DLs¢) igual a 17,9ug/mL.

O extrato diclorometinico também mostrou-se bastante ativo com uma dose
letal (DLso) igual a 6,98ug/mL

O extrato metanélico também mostrou-se bastante ativo com uma dose letal
(DLso) igual a 9,25ug/mL.

Como o extratos éter de petréleo e diclorometinico contém a substincia 3, ¢
sabendo-se que cerca de 50 % do extrato éter de petréleo € constituido por esta
substincia fez-se o bioensaio com a substincia 3, que apresentou uma dose letal

(DLso) igual a 2,68ug/mL sendo muito ativa.
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3.2. Bioensaio de inibi¢&o de germinagio des sementes de alface

O bioensaio de germinagdo de sementes de alface (Lactuca sativa) tém sido
usado como um indicador de toxicidade, considerando-se que as plantas produzem
inibidores e outros alomdnios com a finalidade de preservar seu espago vital. Muitos
inibidores de origem vegetal sdo conhecidos como antibidticos, mutagénicos,
fitocidas, inseticidas e drogas usadas na medicina por causa de suas atividades
fisiologicas especiais (BASTA & BASTA, 1984), |

Os trés extratos possuem atividade inibitoria sobre a germinagio de
sementes de alface (MAGALHAES et alii, 1998) sendo esta atividade mais
acentuada no extrato metandlico nas concentragdes 5, 10 e 12,5mg/mL, seguido do
extrato diclorometénico nas concentragdes 5, 10 e 12,5mg/mL e éter de petrdleo na
concentragdo 10mg/mL. O efeito sobre a germinagdio de sementes de alface foi mais
acentuado na primeira leitura apés 24 h para os extratos éter de petroleo e
diclorometanico, pois, 48 h apds a exposi¢do aos extratos testados, nido houve
diferenca significativa entre os tratamentos e o controle. No extrato metandlico
houve inibigdo significativa da germinagfio em ambas leituras, porém, com menor
intensidade na segunda leitura nas 48h apods o inicio do bioensaio

De acordo com os dados observados verificou-se a presenga de substincias
que retardam a germinagdo das sementes de alface, principalmente no extrato
metanolico, sendo que esta inibigdio ndo estd associada a presenca dos flavonodides
isolados, ja que no extrato éter de petréleo a inibigdo ndo foi signiﬁcﬁtiva. Em
Lonchocarpus sericeus uma espécie que pertence ao mesmo subg. de L. latifolius, a
atividade esta associada a presenga do aminoacido ndo essencial (3-[2-amino-2-
imidazolin-4-iljalanina), (WILSON & BELL, 1978). Supondo-se que a atividade
alelopatica de L. latifolius também poderia estar associada a presenga de tais

substancias.
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Figura 1. Efeito dos extratos éter de petréleo, diclorometanico ¢ metanélico sobre a
germinag8o de sementes de alface cultivar “grand rapids”.

A = extrato éter de petréleo; B =diclorometinico; C = extrato metanélico.

* Médias seguidas da mesma letra niio diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey
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3.3. Bioautografia

A atividade bactericida e fungicida de varias plantas vem sendo investigada
ao longo dos anos com a finalidade de se descobrir novas drogas para uso
farmacéutico, veterinario e agricola.

Dentre as varias classes de flavondides algumas sdo mais promissoras que
outras para atividade antifiingica como as chalconas, dihidrochalconas e flavanonas
(CHOUDHURY et alii 1974 ¢ BISWAS et alii 1981 apud SITANSU, 1985).

Foram feitos os bioensaios de bioautografia com alguns fungos e bactérias
de cepas mais conhecidas (MAGALHAES et alii, 1998), levando-se em conta que
isoflavonoides ¢ flavondides sio seletivamente téxicos para bactérias gram-positivas,
sendo as gram-negativas bem menos sensiveis (GNANAMANICKMAN &
MANSFIELD, 1981). '

Os extratos éter de petréleo e diclorometinico apresehtaram atividade
somente para a bactéria Bacillus subtilis (gram +). Das 11 substincias isoladas

somente a substincia 3 se mostrou ativa (Tabela 1 e Figura 2).

Tabela 1. Bactérias testadas nos extratos das raizes de L. latifolius.

M luteas®

8. typhimurium’ |

a CCT 5050 b CCT 0541 ¢ CCT 0089 d CCT 4295 ¢ CCT 2720 fCCT 0528.
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Os extratos éter de petroleo e diclorometénico apresentaram atividade para
os fungos Aspergillus niger ¢ Rhizopus oryzae sendo que apenas a substincia 3
apresentou atividade o fungo Aspergillus niger. O extrato éter de petrdleo mostrou-
se apenas parcialmente ativo para o fungo Cladosporium cladosporioides (Tabela 2
e Figuras 3, 3A, 4 ¢ 5).

Tabela 2. Fungos testados nos extratos das raizes de L. latifolius.

F“ngo-s B :'Ext P

) Eter de petrﬂeo' ._ Diclo rﬁmetini'eo o Meunélteo

C. albicans * . o A - -

" lli'gcr" i ++++ B e 3 .
P. funiculosam® =~ SR _ S T

R oryzae*

| A akmf

A fumigatus®

a CCT 0776 bCCT 1435 ¢ CCT 0490 d CCT 3244 ¢ CCT 4964 £CCT 1250
g CCT 01277 h CCT 5039.

++++ atividade positiva

+  atividade moderada

3.3.1 Bioensaio Antibiograma

De acordo com dados da Tabela 3, a substincia 3 apresenta atividade anti-
bacteriana contra Bacillus subtilis, a partir da concentra¢do de 10 pg, tornando-se

constante a partir de 20ug (F 1gura 6).
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Teste Antibiograma
Bactéria: Bacillus subtilis

Figura 6. Halos de inibicdo da substancia 3 nas concentragoes indicadas (ug/mL)
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Tabela 3. Resultados obtidos do bioensaio de antibiograma para a substancia 3.

Dosagem | | Replicatas
' (ug/disco) _ (halos em mm)
!. . 1 2 3 4 Médias
0 0 0 0 0 0
' P - _
10 - 8 9 10 10 9,25
20 : 10 10 11 11 10,50
30 r 10 11 10 11 10,50
.40 ! 11 11 1n 11 11,00
1
50 | 12 11 12 11 11,50

______—_L—_—-:-—_‘—__-—-_-—-—'—-—-_——-——__—_‘"

Foram feitos outros testes de antibiograma com Bacillus de outras linhagens
como: B. megaterium (CCT 3026), B licheniformis (CCT 2473); B. macerans (CCT
2475); B. coagulans (CCT 2467), B. cereus (CCT 1436) nas mesmas concentragdes
para Bacillus subtilis, onde se verificou que a substincia 3 apresenta certa

seletividade, pois o teste foi negativo para estes Bacillus.

~ 3.4. Bioensaio para at.ividade larvicida com Aedes aegypti
O ensaio foi desenvolvido de acordo com a metodologia adaptada da
publicacéo “Insecticide Resistence and Vector Control” World Health
Organization. O extrato étér de petrdleo nas concentragdes a 1 e 10ppm foi o que
ap'resentou' melhor aﬁvidade com 75 € 96 % de mortalidade respectivamente € 0
extrato _meta.nélico nas concentragdes a 13 e 56ppm com 57 e 87 % de mortalidade
: réspec_tivamente, para larvas de 3° estddio de degides aegypii (Tabelas 4 € 5). O
extrato foi' testado juntamente com o inseticida temqfés, na dose diagnostico de

0,012ppm, isto ¢, para se ter certeza de que a populagdo do mosquito utilizada néo &
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resistente ao inseticida e com isso eliminar vandveis que pudessem mascarar o
ensaio ¢ também por se tratar de um produto comercial cuja atividade contra o

mosquito € conhecido ¢ eficaz.

Tabela 4. Resultados obtidos nos ensaios bioldgicos da atividade larvicida dos extratos
MLR e EPLR de Lonchocarpus latifolius em larvas de 3¢ estadio de Aedes
aegypli.
Extrate Solvente Concentracio  N2de Iarvas N de larvas % de
{ppm}) testadas mortas mortalidades
| metanol 5,6 200 45 )
MLR i (mL) 13 200 118 57
] 24 250 . 202 87
0,001 75 26 34,7 :
EPLR acetona 0,1 125 73 58,4
{imL) 1 175 144 82,6 ;
Controle I[ acetona - 4715 3 0,6
i (imL)
o - 225 2 0,9
Controle metanol :
(ml)
Controle mgem ) . 378 _ 3 0,8

mento

Tabela 5. Resultados obtidos no teste para atividade larvicida com

Aedes aegypti
Extrates  ~  Concetragho Letal CL S
EPLR _ 0,0043 ppm 13,3 ppm’

MLR [.. . 10,86 ppm 86,88 ppm.
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De acordo com os dados observados na tabela podemos dizer que o extrato
éter de petbléo ¢ mais ativo como larvicida para Aedes aegypti que o extrato
metanélico,poié uma dose de mais ou menos 2500 vezes menor, consegue matar
50% das larvas desta espécie. Para o calculo da CL 50 e 90 utilizamos concentragdes
em ppm que consigam matar entre 10 e 90 % das larvas. Para o calculo da CL 90 foi
feita uma extropolagfio, pois este dado serve como pardmetro na escolha da dose de

campo, visando o controle quimico das larvas de Aedes aegypti
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CONSIDERACOES FINAIS

Seguindo a mesma metodologia de analise tem-se que praticamente todos
os flavondides isolados de L. latifolius (Figura 3 Capitulo I) exceto medicarpina a
substdncia 13 junto aos de mais quatro espécies brasileiras de Lonchocarpus
estudados até agora, possuem um anel 27,2 dimetilpirano ou um anel furano
ligado ao anel A, uma caracteristica unificadora observada na subfamilia
Papilionoideae. Entretanto, a presenga de um ane! A totalmente substituido
contendo mais duas metoxilas se restringe aos flavonoides isolados das trés
espécies pertencentes ao subg. Punctati (Figura 1), podendo ser interpretado como
uma caracteristica classificadora, corroborando com a proposta de classificacio

botdnica anterior.
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Lonchocarpus araripensis

OCH; OCH;

Lonchocarpus subglaucescens

OCH;3 OCH3;

Lonchocarpus muehlbergianus

OCH3
OE ¢
H;CO

O Q =
H:CO oct; OCH;

Figura 1. Flavonéides isolados de Lonchocarpus subg. Punctati.

Por outro lado admitindo-se que o valor médio da razdo de oxidagdo
versus metilagdo(O/Me) dos flavonoides isolados possa indiretamente expressar o
potencial redox das espécies (GOTTLIEB, 1972'), conclui-se que em
Lonchocarpus o subg. Punctati ¢ mais evoluido como proposto por TOZZI
(1989%), através da andlise de vdrios caracteres morfolégicos das espécies

envolvidas (Figura 2).

'GOTTLIEB, O. R. Micromolecular evolution, systematics and ecology. New York: Spring-Verlag, 170p
1972.

1T0ZZI, A. M. A. Estudo taxondmicodos géneros Lonchocarpus Kunth e Deguelia Aubl. no Brasil. 1989
341p Tese (Doutor em Biologia). Instituto de Biologia UNICAMP.
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Figura 2. Grafico mostrando o grau de oxidagio/metilagiio de algumas espécies
do género Lonchocarpus , as espécies escritas de vermelho sfio as
estudas pelo nosso grupo de pesquisa.

O principal flavondide isolado de L. latifolius foi a substancia 3, devido a
sua concentragdo elevada nos extratos de vérias partes da planta (raiz, caule, folha
e fruto) que foram analisados por CLAE. A substincia 3 ¢ um novo derivado de
dibenzoilmetano, classe de flavondides raramente encontrado na natureza, além
disso trata-se do primeiro dibenzoilmetano natural que possui um substituinte no
carbono C-8, sendo de fato um derivado do pongamol (substincia 14) isto ¢ 8-
[o,c-dimetilalil}-pongamol. Sua biossintese pode ser racionalizada imaginando-se
o rearranjo (tipo rearranjo de Claisen) de um precursor O-prenilado (Figura 3
GRUNDON, 1969").

'GRUDON, M. F. Claisen rearrangement in the biosyntesis of 1,1-and 1,2-dimethyllally! derivatives. the
biosynthesis of the quinoline alcaloid ravenoline Chem., Comn, 1269, 1969.
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O, —
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Figura 3. Proposta de biossintese para a substincia 3

Os resultados das analises por CLAE forneceram alguns dados bastante
interessantes a comegar pelo perfil cromatografico dos extratos de cada parte da
planta, mostrando que as raizes contém maior variedade e maior concentragio de
flavonéides e que apenas as substéncias 3 e 8 ocorrem em todas as partes da piania
que foram analisadas.

A analise sazonal mostrou que a melhor época para extrair os flavonoides
de L. latifolius ¢ a primavera quando a concentragdo destes metabodlitos é mais
elevada, destacando-se o pongacromeno (substincia 6) cuja concentragdo na
primavera ¢ por volta de duzentas vezes mais do que no inverno e trés vezes maior

que no verdo. O novo derivado do dibenzoilmetano (substincia 3) é o flavonoide
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mais abundante em todos os extratos que foram analisados por CLAE e

praticamente mantém a mesma concentragio no extrato eter de petréleo das raizes
| coletadas ao longo do ano de 1996. Chama atengdo ainda a sua concentragao no
: extrato éter de petroleo das raizes coletadas em agosto de 1994 (inverno), que ¢
quatro vezes mais elevada do que no extrato das raizes coletadas em agosto de
1996, sugerindo que a substincia 3 possa funcionar como agente de defesa da
planta. A ocorréncia de medicarpina (substdncia 13) uma conhecida fitoalexina,
somente nos extratos diclorometinico e metandlico das raizes coletadas em agosto
de 1994 sugere a possibilidade de um mecanismo de defesa contra ataques de
microrganismos sendo portanto razodvel supor que a substincia 3 também estaria
atuando na mesma diregdo.

Aplicando-se os testes de bioautografia verificou-se que a substéncia 3 ¢

ativa contra Bacillus subtilis (uma bactéria do solo) Tabela 1.

Tabela 1. Bioensaios realizados com a substancia 3.

Bioensaios

Citotoxicidade com Artemia safl'na_ |

Inibicio de germinacdo de alface . negative

Biosutografia o ‘  Bacillus suhnh:.MlC a partir de Syg O

F R EERRR—eee,e——’’m—m™m™m™m™m ]
e e —
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Esta substincia ¢ a responsavel por estas atividades no extrato éter de
petréleo e diclorometanico das raizes. O extrato metanolico fol 0 que apresentou
maior inibi¢io da germinagfio de sementes de alface. Este teste além de detectar
substancias com atividade alelopatica pode ser usado segundo BASTA & BASTA
(1984%) como prescreening para atividade anti-tumoral. No caso do extrato
metanolico esta atividade pode ser devido a presenga de aza-agucares (DMDP,
DNJ € DMJ etc) detectados por andlise com CG-EM. O resultado do teste de
Artemia salina também pode sugerir uma possivel atividade anti-tumoral além da

atividade inseticida comprovada pelo teste com Aedes aegypti (Tabela 2).

Tabela 2. Bioensaios realizados nos extratos de L. /atifolius

PP e e e e —— e —
— e

Extratos Bioensaios
1 - . : .
!i Artemia salina  Inibicio de germinacio Bioantografia Inseticida
Eter de petréleo B, subtilis
12 diluico: 0,img/mL pouco significativo A. niger Aedes acgypti.
2* diluigio: 17,9mg/mL 'R orizae

C. cladosporicides

i
] ' Bacillus subtilis
Diclorometinico | 6,98mg/mL pouco significativo A. niger nao testado
i R orizne
f
4% de germinagio a o
Metandélico 9,25mg/mL 10mg/mL negativo Aedes aegypti.
. sem germinacio a :
12,5mg/mL

s —— e e ——

4 BASTA, $. B. D. & BASTA, F. Inibidores de germinagiio e de crescimeto em plantas usadas na medicina
popular. Ciéncia e Cultura, 36 (). 602-06 1984.



O extrato metanélico foi muito pouco explorado ¢ diante dos :

posmvos nos ensaios biologicos preliminares merece ser investigado quanto a8

ocorréncla de flavonbides glicosidados o que exigird uma metodologm de andlise
;_ © diferente da empregada atualmente neste trabalho pesquisa.
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Abstract—Three new dibenzoylmethane derivatives were isolated from petrol extracts of the roots of Lon-
chocarpus latifolius and L. miuehibergianus. Molecular structures were determined from spectroscopic data,
especially NMR techniques. An alkyl group bonded to the central carbon {C-8) of a natural dibenzoylmethane,
had not been found before. Spectral data analysis suggested a preponderance of the respective diketotautomers.

© 1997 Elsevier Science Litd

INTRODUCTION

Twenty four Brazilian species of Lonchocarpus are
recognized from their morphological criteria. Inflor-
escence structure appeared as an outstanding charac-
ter. According to this classification 7. rmuehibergianus
belongs to the subgenus Punctati while I, latifolius
is placed in the Densiflori section of the subgenus
Lonchocarpus. Both species occur in southern Brazil.

Dibenzoylmethane are rarely found in nature [1L
Among 32 Lonchocarpus species previously inves-
tigated, only L. costaricensis [2] and L. subglaucescens
(3] furnished such compounds, which were described
as f-hydroxychalcone derivatives, because of their
high degree of enolization. None of them, possessed
a substituent on C-8, although dibenzoylmethane
itself (4) has been reacted with allyt halide in the pres-
ence of lithium hydroxide monohydrate, furnishing
the corresponding C-8 allyl derivative § in 92% yield
[4]. Some dibenzoylmethane derivatives were syn-
thesized in order to assay their mutagenic activities
against Salmonella tiphymurium [5).

RESULTS AND DISCUSSION

The roois of each species were extracted with petrol,
followed by chromatography on silica gel, allowing
the isolation of several flavonoids. Compound 1 was
isolated as a yellowish oil. The 'H NMR spectrum

1 Ri=Rz=R3=R4=H
2 Rij=R;= H R3=Ry~=-0-CH;-0-
3 Ri=R:=OCH3R;=Rs=H

4 R=H
5 R=allyl

{Table 1) showed absorptions corresponding to one
free aromatic ring, an uncoupled methynic hydrogen,
two ortho-coupled hydrogens, one furan ring, one 3,3-
dimethylallyl group and one aromatic methoxyl
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Table 1. 'H NMR spectra (300 MHz, CDCl;) of compounds 1-3

1 2 3
H-2 8.02 (2H, m) 2.50(1H, d, J = 2)** 7.93-7.902H, m)
H-3 7.45 (3H, m) — 7.52-7.36 3H, m)
H-4 753 (1H, m) — 7.52-1.36 (3H,m)
H-5 745 (1H, ) 6.84 (IH, 4, J = B}t 7.52-7.36 (3H, m)
H-6 802(2H, m) 7.66 (1H, dd, J = 8; 2)4} 7.93-7.90 2H. m)
H-8 5.74(1H, 5 5.64 (1H, 5) 540 (1H, )
H-5 T1T(1H, dd, J =5; 1* T19(1H, d, J = 8; 1)* — '
H-6¢' 7.45 (3H, m) ' TA2(IH, d, J = 8) —
H-2* 758 (1H, d, J =~ 2t 760 (1H, d, J = 23t 7.54 (IH, d, J = 2)t
H-3" 693(I1H, dd, 7 =2: 1)} 6.95 (1H, dd, J = 2; )} 6.80 (1H.d, J = 2}t
H-2 6.10 (1H, dd, J = 1T; L1)§ 6.10 (1H, dd, J = 17; 11)§ 614 (1H, dd. J = 17; 10§
H-3"a 488 (1H, dd, J = 11; )| 488 (1H, dd, J = 11; D] © 480 (1H, dd, J=10; 1)
H-¥b 492 (IH, dd, J =17, 1) 492 (1H, dd, S = 17; DY 495 (1H, dd, J = I, )Y
—OQCH, 3.84(3H, 9 3.94 (3H, 5) 3.78(3H,5)

3,79 (3H, 5)

4.02 (3H, 5
—CH;, 1.21 (CHy) 1.21 (CH,) 1.26 (CH,)

1.23 (CHy) 1.23 (CHy) 1.28 (CH,)

—0—CH,—0— - 6.04 (2H, )

*Jowi g Vg LAzt Joege

§2,".37b; L7 37a; | "a;2"; S¥a,b; 14,7b,2"; F"a b

Lyt st s o

Tabie 2. *C NMR spectra (75 MHz, CDCl,) of compounds 1-3. DEPT data (90 and
135°) in parenthesis

CDEPT 1* 2 3
1 138.7 (Co) 133.5(Cy) 135.0(Cyp)
2 128.9.(CH) 107.7 (CH) 128.6 (CH)
3 128.4 (CH) 148.0 (Cy) 128.3 (CH)
4 132.7(CH) 151.5 (Cy) 132.5 (CH)
5 128.4 (CH) 108.7 (CH) 128.3 (CH) ]
6 128.8 (CH) 125.2 (CH) 128.6 (CH)
7 195.4 (C=0) 193.3 (C=0) 194.5 (C=0)
8 66.8 (CH) 66.6 (CH) 68.1 (CH)
9 197.6 (C=0) 197.6 (C=0) 195.4 (C=0)
I 127.2(Cy) 126.7 (Co) 128.2(Co)
2 152.3(Cy) 152.2(Co) 138.6 (Cy)
¥ 117.4 (G} 118.0(Cy) 117.4 (Co)
4 158.8 (Co) 158.7 (Co) 148.9 (Cy}
_ 106.6 (CH) 106.7 (CH) 134.5 (Cy)
& 126.7 (CH) 126.8 (CH) 144.7(Co)
2 144.7 (CH) 144.7 (CH) 144.5 (CH)
3 105.5 (CH) 105.5 (CH) 105.2 (CH)
1" 41.7 (Cy) 41.5 (Cy) 41.6 (Cy)
P 146.1 (CH) 146.1 (CH) 146.0 (CH)
3" 111.7(CH,) 111.5 (CH,) 111.4 (CHy)
3*b 111.7{(CHy 1115 (CHY 111.4{CH)
O—CH, 60.0 (CH,) 60.4 (CH,) " §1.0 (CH;)
61.1 (CH,)
, 62.4 (CH,)
—CH, 26.41 (CH,) 25.8 (CH;) 25.5(CH,)
2682 (CH,) 26.4 (CH,) 25,7 (CHy)
—OCH—0 — 101.8 (CH)) —

* Assignments confirmed by HETCOR (Table 3) and COLOC (Table 4) spectra.
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Table 3. Ohserved correlation in COSY (H-H) and HETCOR (vicinal C-H) spectra of com-

pound I

& 'H (position) HETCOR (attached carbon) COSY (coupled hydrogen)
8.02 (H-2; H-6) 128.9 (C2-C6) 7.45 (H-3; H-5)
7.59 (H-2") 144.7 (C2) 6.87 (H-3")
7.45 (H-6") 126.7 (C6") 7.18 (H-5)
7.45 (H-3; H-5) 1284 (C3; C5 VEry near
1.53 (H-4) 132.7(C4) very near
7.18 (H-5) 106.6 (C5") 7.26-7.54 (H-6")
6.93 (H-3") 105.5 (C37) 7.59 (H-2")

7.18 (H-59)
6.10 (H-2") 146.1 (C2™ 4.37-4.99 (H-3"a; H-3"hb)
5.74 (H-8) 56.8 (CD) -
4,88 (H-3"a) 11L6(C3™") 6.10 (H-27)
4.92 (H-3"b) 1116 (C3"™) 6.10 (H-27)
3.84 (~--QCH,) 60.0 (—OCH,) —
1.21 26.4 (C—CH,) —
1.23 26.8 (—CH,) -_—

135°, Signals at 8 197.6 (C,) and § 195.4 (C,) were
assigned to dibenzoylmethane carbonyls [6, 7). Two-
dimensional spectra, such as COSY (Table 3),
HETCOR (Table 3) and COLOC (Table 4), were also
compatible with this assignment. The most prominent
peaks in the mass spectrum could be rationalized as
arising from the cleavage of «-carbonyl bonds (Table
5). These findings lead us to conclude that the 3,3-
dimethylallyl group must be on C-8, in the middle of
the molecule, The lack of a sharp singlet around & 12~

Table 4. Observed long-range Cy-H correlations (/) in the
COLOC spectrum of compound 1 {See also fig. 2)

43¢, 4 'H (ppm) Carbon assigned
197.57 7.45 (H-6") C9
195.41 £.20 (H-2; H-6) C-7
158.75 7.45 (H-6") C-4
152.34 3.84 (—OCH,) o3

7.45 (H-6")
138.73 8.20 (H-2; H-6) C-1
127.15 7.18 (H-5) C-l°
117.43 7.59 (H-2") C-¥

41.65 5.74 (H-8) C-t"

4.92 (H-3")

4.87 (H-3")

1.23 (CH,)

1.21 (CHy)

Table 5. Main fragments (a and b) in the mass spectra of

compound 1-3
miz (rel. int.)
Compound a b
1 175 (100) 105 {23)
2 175 (100) 149 (17)
3 235 (100} 105 (23)

18 (1H) in the '"H NMR spectrum, together with the
UV spectrum typical of a benzoyl-type chromophore
[AM98(log €) nm: 239 (3.44)] could also be taken as an
evidence that the tautomeric equilibrium is highly
shifted to the diketo form. In fact, much less steric
hindrance is evident from the corresponding diketo
molecular model.

In addition, compound 1 was recovered after being
left in the presence of CH,N, for 40 hr at room tem-
perature; highly enolized dibenzoylmethanes are rap-
idly transformed into their methyl-enol derivatives
under similar conditions (3, 8]. However, when 1 was
refluxed under acidic conditions [HC], dioxan, 40 hr),
several products were detected by TLC. Preparative
TLC of the crude reaction product furnished lan-
ceolatin B (7) and pongamol (8), which could have
been formed through the reaction pathway shown on
Scheme 1.

Compounds 2 and 3 had 'H NMR (Table 1} and
BC NMR (Table 2) spectra very similar to those of 1,
except for a methylenedioxy group on A ring of 2
and two additional methoxy! groups on B ring of 3,
confirmed by the most prominent peaks in their mass
spectra {Table 5). In the NOE differential spectra of 1
and 2, irradiation of H-8 caused a pronounced
enhancement of the H-2 and H-6 signals, but those
corresponding to the hydrogens of B ring were little
affected (Fig. 1). We suggest the preferential con-
formation where the A ring benzoyl moiety and the
C-8/H-8 bond lie in the same plane, while the B ring
benzoyl moiety (R,) and 3,3-dimethylallyl group (R.)
project out of it, sustaining once more the idea that
diketotautomers are the preponderant form of these
compounds.

EXPERIMENTAL

Plant material. Roots of L. muehibergianus
(Hassler) were collected at the Ecological Park belong-
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Scheme . Possible reaction pathway of compound 1 in an acidic medium under reflux.

ing to the Campinas State University (UNICAMP) in
the summer of 1992. Those of L. latifolius (Wild.)
DC were collected at the Instituto Agrondmico de
Campinas during the winter of 1994. Voucher samples
are deposited in the University Herbarium.
Exrraction and separation. Dry roots of L. latifolius
(714 g) and L. muehlbergianus (932 g) were separately
powdered and extracted for 60 hr in a Sohxlet appar-
atus with petrol. After solvent evapn, L. larifolius gave

2%

R, =B ring
R; = 3,3-dimethylallyl

Fig. 1. Preferential conformation of compounds 1-3 based
on NOE differential spectra.

a viscous vellow oil (12.5 g) and L. muehlbergianus. a
viscous brownish oil (9.4 g). Each extract was chro-
matographed on silica gel, eluting first with petrol.
Eluent polarity was gradually increased by addition
of CH,Cl,, EtOAc and MeOH to EtOAc-MeOH
(1:1). By taking only part of the L. fatifolius extract
(6 g), elution with CH,Cl, followed by prep. TLC in
petrol-EtOAc (4:1) gave 1 (200 mg) and 2 (3.0 mg).
From the L. muehibergianus extract (9.9 g), elution
with petrol-EtOAc (3:2) gave a complex fr. (85.5 mg}
which was further submitted to prep. TLC in petrol-
EtOAc (9:1), furnishing a less complex fr. (44.7 mp).

Fig. 2. Long-range Cy-H correlations in the COLOC spec-
trum of compound 1.
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After two prep. TLC separations in petrol-EtQAc
(190:1) compound 3 (11 mg) was isolated.

2'-Methoxy-[2",3" & 3 Hiwanodibenzoyimethane (1).
Viscous yellowish oil. [x]3, = +28.31 (¢ 0.84, CH.CL,).
UV iy, nm (loge) 239 3.44). IR v, cm™' (film
CH.Cl.): 3055, 2956, 2925, 1698, 1597, 1468, 1355,
1266, 1074, 738. HR-EIMS, m/z: Found 362.14418
[M}+ (Cz;Huo‘ requil‘es 362.15180). GC-MS 70 eV,
miz (rel. int): 362 [M]* (2), 334 (6), 319 (10), 263 (20),
175 (100), 160 (20}, 105 (25), 77 (27).

3,4 Methyienedioxy-2'-methoxy-{2",3" .4 4')-furano-
dibenzoylmethane (2). Viscous yellowish oil. UV i,
nm (loge) 236 (3.47), 266 (3.05), 310 (2.89). IR v,
cm™!' {film CH,Cl,): 3055, 2987, 1723, 1700, 1507,
1157. EIMS 70 ¢V, m/z (rel. int): 406 [M]* (0.4); 307
(5); 263 (10); 175 (100); 160 (17); 149 (17).

2',5°.6"-Trimethoxy-[2",3".4',3'|-furanodibenzoyl-
methane (3). Viscous yellowish oil, UV i, nm (logz)
247 (3.87). IR v, cm~! (film CH,CL): 3386, 2936,
1709, 1594, 1478, 1423, 1347, 1265, 1133, 1108, 1067,
736, 701. EIMS 70 eV, m/z (rel. int.); 422 [M]* (T);
235 (100); 220 (11); 175 (4); 105 (11); 77 (10); 69 (5).

Transformation of 1. Compound 1 (60 mg) was
refluxed in dioxane (3 ml} and conc. HCI (3 mi) under
reflux for 40 hr. After usual work-up, the reaction
mixt. (53.2 mg) was submitted to prep. TLC in hex-
ane-EtOAc (17:3), furnishing the flavone 7 (15.5 mg)
and the S-hydroxychalcone 8 (3.5 mg), which were
identified as lanceolatin B [9] and pongamol [10],
respectively, from their '"H NMR.
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1. Introduccion

Lonchocarpus Kunth es uno de los géneros mas numerosos de las
leguminosas tropicales (1). Lonchocarpus latifolius (Willd.) D.C. es un
arbol ornamental, ampliamente distribuido en las Antillas, América Central
y en el norte de América del Sur. En Brasil, ésta especie se encuentra en los
Estados de Pard y Séo Paulo y se cultiva en Minas Gerais y Rio de Janeiro.
Del extracto éter de petréleo, obtenido de las raices de L. latifolius se aislo
un nuevo dibenzoilmetano, cuya estructura molecular se determiné por
medio de los espectros de UV, IR, EM, RMN 'Hy RMN *C y de espectros
bidimensionales (COSY, HETECOR y COLOC) (2). El metabolito
secundario predominante, fue dibenzoilmetano, el cual se cuantificé por
HPLC en extractos de raices, hojas y semillas. Se realizé el estudio
biolégico de los extractos en éter de petrdleo, en cloroformo y en metanol y
del nuevo dibenzoilmetano, aplicando las pruebas de bioautografia y
antibiograma y el bioensayo de germinacién de semillas de lechuga.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Bioensayo para la actividad bactericida y fungicida
(Bioautografia)

Los extractos éter de petréleo, diclorometano y metandlico v el
nuevo dibenzoilmetano puro fueron disueltos en los respectivos solventes
en concentracién de Img/ml.. Inmediatamente después se aplicaron en las
placas de cromatografia de capa fina (Silica gel G Fasy Merck 6cm x 6cm)
en la proporcion de 20pg, junto con el antibidtico, en la proporcién de 2pg,
y eluidos con hexano:AcOEt (80:20). El eluyente se evapord y las placas se
oObservaron en limpara de UV en las longitudes de onda de 254nm y
365nm. Las sustancias que absorbieron en estas longitudes de onda se
marcaron en una de las placas de cromatografia (placa testigo) vy se
pulverizé con revelador especifico (anisaldeido modificado). La otra placa
cromatografica se colocd dentro de una caja de Petri de 90mm de diametro,
a la cual se adicionaron 20mL del medio de cultivo especifico para cada
microorganismo. Se aplicaron, uniformemente, 100pL de una suspension
de concentracion aproximada de 10° células/mL. Se prepararon dos cajas de
Petr1, una con la placa cromatogréfica y 1a otra, solo, con el medio de
cultivo del microorganismo (caja blanco) para evaluar su crecimiento. Las
dos cajas se incubaron (24h para bicterias y 7 dias para hongos) a
temperatura especifica para cada microorganismo (37°C para bicterias y
25°C para hongos) y, después, se evaluaron los halos de inhibicién y se
compar¢é con la placa testigo.

Los medios de cultivo utilizados fueron: para bacterias, NA (agar nutritivo),
constituidos por 5g peptona + 3g de extracto de came + 15g de agar + 1L

de agua destilada y, para hongos, MA (agar malte), constituidos de 20g de
extracto de malte + 20g de agar,

2.2. Bicensayo de Antibiograma

La prueba de antibiograma fue realizada de acuerdo con la
metodologia de la United States Pharmacopea (USP XXall), para
dosificacién de antibioticos. Para la obtencion de resultados mas
homogéneos, el indculo se sembré sobre agar nutritivo en una capa fina. Se
emplearon discos de papel, impregnados con la muestra prueba, los cuales
fueron distribuidos sobre la placa. Para cada conjunto de ensayos, se
prepararon cuatro placas. Después de la incubacion, se midié el didmetro de
los halos formados.

2.3. Bioensayo de germinacion en semillas de lechuga

Este bioensayo se realizo de acuerdo con la descripcién de Weeb
& Wareing (5). Se emplearon semillas de lechuga del cultivar “Grand
Rapids”, las cuales se colocaron en cajas de Petri de 90mm de diametro,
formando una camara himeda con los exiractos para evaluar. Se realizaron
cuatro repeticiones con 20 semillas por placa.



3. Resultados y Discusién

Se verificé que ¢l nuevo dibenzoilmetano (Figura 1) se encuentra
en gran cantidad en extractos éter de petréleo de raices Yy, en menor cantidad
en hojas y semillas de L. larifolius (Cuadro 1). Asumiendo que esta
sustancia, en estas cantidades, puede actuar como una fitoalexina, sustancia
de defensa comin en plantas de la orden Leguminosae, se procedié a
realizar los bioensayos de bioautografia con hongos y bacterias de las cepas
mas conocidas y el bioensayo de inhibicion de germinacion de semillas de
lechuga en los extractos éter de petréleo de raices. Algunas especies de las
Leguminosae producen fitoalexinas, independientemente del agente causal.
Los agentes causales puede ser infestacidn por microorganismos u otros
factores, como temperatura o radiacién UV (3). '

Figura 1. Nuevo dibenzoilmetano aislado

Cuadro 1- Cuantificacién del dibenzoilmetano aislado de los extractos
éter de petrbleo de raices, hojas ¥ semillas de Lonchocarpus
latifolius (Willd) D.C. por HPLC

Sustancia Cantidad de substncia en el extracto éter de petrdleo mg/g
Raizes Hojas Semillas
Nuevo
dibenzoilmetano
aislado 8,053 3,673 1,021

En el bicensayo de bioautografia se probaron seis bacterias
(Cuadro 2) y siete hongos, de los cuales seis eran filamentosos y otro
levadura (Cuadro 3). Los extractos éter de petroleo, diclorometano y el
dibenzoilmetano fueron positivos, solamente, para la bacteria Bacillus
subtilis (Cuadro 2). Para los hongos ensayados, los extractos éter de
petroleo y diclorometano presentaron actividad para Aspergillus niger y
Rhizopus oryzae. Solamente el nuevo dibenzoilmetano presenté actividad
para Aspergiilus niger (Cuadro 3).



Cuadro 2- Bécterias utilizadas en Ia prueba bioautogréfica con extractos
de raices de Lonchocarpus. latifolius (Willd) D.C.

Bacterias Extractos Sustancia

EP CHXl, MeQH 1

Escherichia coli (gram -)* - - - .

Rhodococcus equi (gram +)° - - . .

Bacillus subtilis {(gram +)° + . +
Staphylococcus aureus (gram +)4 - - .

Micrococcus luteus (gram +) - - . R

Salmonella typhimurium (gram )" - , . .

+

a CCT 5050; b CCT 0541; ¢ CCT 0089; d CCT 4295, ¢ CCT 2720, fCCT
0528

E P: éter depetroleo; CH,Cl,: diclormetano; MeOH: metanol; 1: Nuevo
dibenzoilmetano aislado

Cuadro 3- Hongos utilizados en la prueba bioautogrifica con extractos
de raices de Lonchocarpus. latifolinus (Willd) D.C.

Hongos Extractos Sustancia -
EP CH,Cl, MeOH 1
Candida albicans® - - - -
Aspergilius niger® A - e+

Penicillium funiculosum® - - - -
Fusarium oxysporum? - - - -
Rhizopus oryzae® et - .
Alternaria alternata’ - - . -
Aspergillus fumigatus® - - - -

a CCT 0776, b CCT 1435; ¢ CCT 0490, d CCT 3244; e CCT 4964, £ CCT
1250, g CCT 01277

E P: ¢éter depetréleo; CH.Cly: diclormetano: MeOH: metanol; 1: Nuevo
dibenzoilmetano aislado

Luego de verificar que ¢l nnevo dibenzoilmetano fue activo,
solamente, para la bacteria B. subtilis, se realizd el antibiograma para
comprobar el MIC (Mimina Concentracién Inhibitoria) (Cuadro 4), donde
se¢ observé que el muevo dibenzoilmetano es activo a partir de la
concentracion de 10ug.

De acuerdo con los datos observados, el nuevo dibenzoilmetano
es activo para el Bacillus subtilis y para el Aspergillus niger, pero no se
puede afirmar que sea una fitoalexina producida por infestacién de
microorganismos, porque pudieron influir otras variables ambientales.



Cuadro 4- Resultados obtenidos en el antibiograma para el nuevo

dibenzoilmetano
Dosis Repeticion
_{ug/disco) {halos en mm)

1 2 3 4 Medias
0 0 0 0 0 0
10 8 9 10 10 Q.25
20 10 10 11 11 10,50
30 10 11 10 11 10,50
40 11 11 11 11 11,00
50 12 11 12 11 11,50

En el bioensayo de germinacién de semillas de lechuga, los tres
extractos presentaron actividad inhibitoria sobre Ia germinacién. La
actividad fue mds acentuada en los extractos metandlico y diclorometano,

en las diluciones de 5, 10 y 12,5 mg/mL (Cuadro 5)

Cuadro 5- Influencia de la dilucién de los extractos sobre la % de
germinacién de semillas de lechuga

Diluciones % de Germinacion
(mg/mL)
24 h 48 h
EP CHClL MeOH EP  CH)Cl;, MeOH
Blanco 86* 80° 92* 93 * 95 ° 98*
“Testigo 88*° 84° - o8 ** %9 * -
2,5 71 % 55° 78 86" 90 * 94*
5 g0 4o 350 90 * 89 7™
10 58° 21°¢ 4 83° 85" 56°
12,5 66" 35 0° 38 * 89 = 43°




De acuerdo con los datos observados, se verificd la presencia de
sustancias que inhiben la germinacion de semillas de lechuga,
principalmente, en el extracto metanélico. Esta inhibicién no esta asociada
con la presencia del nuevo dibenzoilmetano aislado, ya que en el extracto
éter de petroleo, donde esta sustancia esta presente en gran cantidad, la
inhibicién no fue significativa. En Lonchocarpus sericeus (Poir) H. B. K.,
una especie que pertenece a la misma subclase de Lonchocarpus latifolius
(Willd.) D.C, la actividad esta asociada con la presencia de un aminoacido
no esencial (3-[2-amino-2-imidazolin-4-ilJalanina) (4). La actividad
alelopética de L. latifolius (Willd.) D.C, también, podria estar asociada con
la presencia de aminoécidos, por lo cual, se realizd un andlisis por
cromatografia de capa fina con en el extracto metandlico, donde se
identificd aminoacidos.

4. Resumen

Lonchocarpus latifolius (Willd.) D.C. es un arbol de 3 a 4m de
altura. Del extracto éter de petroleo obtenido de las raices, se aislo un nuevo
dibenzoilmetano. Este fue el metabolito secundario predominante, que se
cuantificoé por HPLC en extractos de raices, hojas y semillas. El metabolito
se enconiré en mayor proporcioén en extractos de raices, por lo cual se
realizo el estudio biologico de los extractos éter de petréleo, diclorometano
y metandlico, asi como del nuevo dibenzoilmetano puro. Se aplicaron las
pruebas de bioautografia y antibiograma, y el bioensayo de la germinacioén
de semillas de lechuga. Los extractos éter de petroleo, diclorometano y el
nuevo dibenzoilmetano fueron positivos para Bacillus subtilis y presentaron
actividad para Aspergillus niger. Los extractos éter de petroleo y
diclorometano, tambiem fueron activos para Cladosporium cladosporioides
e Rhizopus orizae. En el bioensayo de germinacion de semillas de lechuga
presentaron actividad mas acentuada los extractos metandlico y
diclorometano.

5. Summary

BIOLOGICAL BIOASSAY IN ROOTS EXTRACTS OF
Lonchocarpus latifolius (Willd) D. C. AND OF A NEW
DIBENZOYLMETHANE DERIVATIVE

Light petroleum extracts from roots of Lonchocarpus latifolius
fumnished a new dibenzoylmethane compound. It was the most abundant
compound and was quantified in HPLC analysis of light petroleum extracts
of roots, leaves and seeds. The light petroleum extract, dichlromethane
extract and new dibenzoylmethane derivative were tested against some
fungi and bacteria through the bioautography method and showed activity
against Bacillus subtilis and Aspergillus niger. Light petroleum and
dichlromethane extracts of roots showed activity against Cladosporium
cladosporicides and Rhizopus orizae The dichlromethane and methanol

extracts of roots were the most active in the bioassay, inhibiting lettuce seed
germination.
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