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Resumo

Estudo fitoquimico de Poecilanthe parvifiora Benth. e Lonchocarpus atropurpureus
Benth. (Leguminosae) - Isolamento, Determinacéo Estrutural e Atividade Bioldgica.
Ana Licia Tasca Gois Ruiz, Eva Gongalves Magalhiies.

Palavras Chaves: Flavondides, CLAE, Quimiossistemditica, Testes Bioldgices

(texicidade e bioautografia).

O estudo fitoquimico do extrato diclorometanico de Poecilanthe parviflora resultou no
isolamento de trés esterdides campesterol 1, estigmasterol 2 ¢ B-sitosterol 3 € um dcido
graxo C-22 com trés insaturagdes na forma de seu éster metilico 6; do extrato metanolico
de P. parviflora isolou-se sacarose 4 ¢ quebrachitol § na forma de seus derivados pera-
cetilados. O estudo fitoquimico do extrato éter de petroleo de Lonchocarpus atropurpu-
reus resultou no isolamento de cinco flavondides sendo trés conhecidos minimiflorina 7,
mundulinol 10 e mundulina 11 ¢ dois inéditos 3-metoxi-6,7-(2",2”-dimetilcromeno)-8-
(33" -dimetilalila)-2 -hidroxiflavanona 8 e 3-hidroxi-6,7-(2 ».2"-dimetilcromeno)-8-
(3,3 -dimetilalila)-2 -hidroxiflavanona 9 e dois triterpenos pentaciclicos S-amirina 12
e lupeol 13. Todas as estruturas foram determinadas com o auxilio de métodos espectros-
copicos (UV, IV, EM, RMN'H, RMN"C, HETCOR, HSQC, HMBC). Vale ressaltar que
dentre os flavondides isolados, 7, 8 ¢ 9 apresentam grupo hidroxila em C-2° do anel B,
que é uma posigdo pouco comum de substituigdo. A analise por CLAE permitiu a quanti-
ficaglio de quatro flavondides (7, 8, 9 ¢ 10) no extrato éter de petréleo de L. atropurpu-
reus e uma comparagdo qualitativa dos extratos éter de petroleo de cascas do caule, frag-
mentos do caule, folhas, sementes e raizes de L. atropurpureus. Foram realizados testes
de bioautografia com os extratos de P. parviflora (frente a fungos ¢ bactérias) e L. atro-
purpureus (frente a fungos) sem que nenhuma atividade tenha sido observadas nas condi-
¢Bes utilizadas. O teste de toxicidade com Artemia salina foi realizado com os extratos de
L. atropurpureus ¢ com os flavanondis inéditos; os extratos éter de petrdleo, diclorome-
tAnico e os flavanondis 8 e 9 mostraram-se ativos. O teste de citotoxicidade in vitro de-
monstrou a inatividade do flavanonol 8 frente a trés linhagens celulares e o estudo in vivo

mostrou um discreto aumento do efeito insulinico na presenga de 8.
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Abstract

Phytochemistry of Poecilanthe parvilfora Benth, and Lonchocarpus atropurpureus
Benth. (Leguminosae) - Isolation, Structural Determination and Biological Activity.
Ana Liicia Tasca Gois Ruiz, Eva Gongalves Magalhies

Keys words: Flavonoids, HPLC, Chemosystematic, Bioassays (toxicity and bioauto-

graphy).

Dichloromethanic extract from Poecilanthe parviflora roots was submitted to chromato-
graphic analysis and furnished a mixture of steroids (campesterol 1, Bsitosterol 2 and
stigmasterol 3) and an unsaturated fatty acid methyl ester(C-22, three unsaturations) 6.
Acetylation of methanolic extract followed by chromatographic analysis furnished pera-
cetylated sucrose 4 and quebrachitol 5. Light petroleum extract from Lonchocarpus
atropurpureus toots was submitted to chromatographic analysis allowing the isolation of
five flavonoids (7, 8, 9, 10 and 11) and a mixture consisted by two pentaciclic tritepenes
(12 and 13). Minimiflorin T, mundulinol 10 and mundulin 11 have been isolated before
from other sources while 3,2 -dihydroxy-3-methoxy-6,7-(2",2"-dimethylcromene)-8-
(3", 3" -dimethylallyl)-flavanone 8 and 3, 5-dihydroxy-6, 7-(27,2 "-dimethylcromene)-8-
(3"°,37 -dimethylallyl)-2 -hydroxy-flavanone 9 are new compounds. The two pentaciclic
triterpenes were determinate to be S-amirin 12 and lupeol 13 . The molecular structures
were elucidated by means of their respective spectral data (UV, IR, MS, IH NMR, °C
NMR) and bidimensional spectra (HETCOR, HSQC, HMBC). Flavonoids 7, 8 and 9 pre-
sent an OH on C-2° which is not a very frequent substitution position. Quantitative
analysis of light petroleum extract of L. atropurpureus roots by using HPLC reversed
phase showed that 8 is the most abundant flavonoid. The roots’s extracts of P. parviflora
were tested against some fungi and bacteria and the roots’s extracts of L. atropupureus
were tested against some fungi through the bioautigraphy method and all were inactive.
The extracts of L. atropurpureus roots and the new flavonoids 8 and 9 showed activity in
the Brine Shrimp bioassay. Flavonoid 8 showed no activity when it was tested against
three cancer lineage (citotoxicity in vitro) but showed a light increase in the insulinic ac-

tivity when it was tested in a model in vivo.
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Introducdo Geral

1. A familia Leguminosae:

A familia Leguminosae (ou Fabacea) compreende cerca de 670 géneros ¢
17.500 espécies mundialmente distribuidas, sendo a terceira maior familia apos
Asteraceae ¢ Orchidaceae. Além de muitas espécies representarem uma rica fonte de
proteina para a alimentagdo humana ¢ animal, varias substéncias de interesse comercial
sdo obtidas desta familia, como por exemplo a rotenona (Fig. 1), um flavondide téxico
para peixes e com atividade inseticida, extraida das espécies de Derris, Lonchocarpus ¢
Tephrosia, ¢ deoximanojirimicina (DMJ) ¢ DMDP (2R, 5R-diidroximetil-3R, 4R-
diidroxipirrolidina, Figura 2), aza-agicares com agiio sobre glicosidases que estdo sendo
pesquisados como agentes antitumoral ¢ antiviral e que foram extraidas de espécies de

Lonchocarpus ¢ Derris’.

OCH;

Figura 1: Rotenona, substincia extraida das raizes de algumas

espécies de Lonchocarpus, Derris e Tephrosia

Esta familia se subdivide em trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioi-
deae ¢ Papilionvideae, as quais sdo consideradas familias independentes por alguns taxo-
nomistas, dentre eles Hutchinson. As duas primeiras sdo encontradas principalmente em
regides tropicais, enquanto que a subfamilia Papilionoideae apresenta distribui¢io mun-
dial',

' LEWIS, G. P., and OWEN, P. E. Legumes of the [lha de Maraca, Royal Botanic Gardens Kew, p.6-7, 1989.

2EVANS, S. V.; FELLOWS, L. E.; SHING, T. K. M. and FLEET, G. W. J. Glycosidase inhibition by plant alka-
loids which are structural analogues of monosaccharides. Phytochemistry 24 (9): 1953-1955, 1985.
1
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OH
HO  ~ OH HO LOH
HO --I—X/OH OH
vl If N
b B
DMDP DMJ

Figura 2: Aza-agicares DMDP e DMJ extraidos de raizes ¢ sementes

de varias espécies de Lonchocarpus

2. O género Poecilanthe:

O género Poecilanthe Benth. (Leguminosae, Papilionoideae) compreende
10 espécies distribuidas na América do Sul tropical 3, A posigio taxondmica deste género
ainda ndo foi bem estabelecida. Em 1860, BENTHAM classificou-o na tribo Dalbergicae;
GEESINK reclassificou-o em 1981, com base na anatomia do tronco, para a tribo Te-
phrosieae (atual Milletieae), porém GEESINK observou em 1984 outras caracteristicas
boténicas que levaram o género Poecilanthe a ser classificado na familia Rubinicac. Em
1987, LAVIN recoloca o género sob a tribo Dalbergieae ressaltando que Poecilanthe tal-
vez seja filogeneticamente isolada®,

No intuito de fornecer dados que ajudem a esclarecer essa controvérsia,
GREINWALD e colaboradores® realizaram o estudo da composigdo de alcaldides das
folhas e sementes das espécies de Poecilanthe (quadro 1); seus resultados conflitam com
a presente posigdo taxondmica (tribo Dalbergieae) do género. Um recente estudo filoge-
nético para diferentes géneros da tribo Milletieae, realizado por LAVIN , sugere a subdi-
visfo desta tribo em sete subgrupos; dentro do subgrupo denominado primitive encon-
tram-se os géneros Callerya, Cyclolobium, Dalbergiella, Poecilanthe ¢ Wisteria entre
outros.

* AZEVEDO TOZZ1, AM.G. Contribuigio ao conhecimento de Poecilanthe (Leguminosae, Papilionoideae). 6°.
Congresso Latinoamericano de Botanica, Libro de Resumenes, Sesiones Tecnicas: 259, 1994.

1 GREINWALD, R., BACHMANN, P., LEWIS, G., WITTE, L. and CZYGAN, F.-C. Alkaloids of the genus
Poecilanthe (Leguminosae: Papilionoideae). Biochemical Systematics and Ecology 23 (5): 347-553, 1996.

S LAVIN, M.; ESHBAUGH, E.; HU, JM.; MATHEUS, S. and SHARROCK, R.A. Monophyletic subgroups of the
tribe Milletieae (Leguminosac) as revelated by phytochrome nucleotide sequence data. American Journal

of Botany 85 (3): 412433, 1998.
2
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Quadro 1: Alcalbides® ” identificados nas folhas e nas sementes de Poecilanthe parviflora

R = H, Citisina (I) Camoensidina (3)
R = Me, N-metil-Citisina (caulofilina, 2)

/OH

OH .
T (D

Epilupinina (4) Tashiromina (5)

3. O género Lonchocarpus:

As vérias posi¢Bes sistematicas propostas para o género Lonchocarpus
(Leguminosae, Papilionoideae) mostram a auséncia de um consenso entre 0s diversos
estudiosos do grupo, porque varias de suas caracteristicas morfolégicas se intersectam
com as de outros géneros tais como Derris, Pongamia ¢ Deguelia. As afinidades verifi-
' cadas com géneros proximos colocam-no numa posigdo transicional entre tribos, dificul-
| tando portanto uma classificagdo satisfatéria. O género é subdividido em dois subgéneros,
o subgénero Punctatii e o subg. Lonchocarpus.

Neste contexto, o estudo fitoquimico de novas espécies de Lonchocarpus
toma-se relevante para a quimiotaxomomia do género, principalmente levando-se¢ em
conta a proposta de GOTTLIEB; segundo esta o grau de evolugo de uma espécie poderia
ser avaliado pelo seu potencial redox o qual pode ser expresso indiretamente através de
valores médios de oxidagdio versus metilagio (O/Me) dos seus metabélitos secundarios 8

§ SOUTHON, L.W. and BUCKINGHAM, J. Dictionary of Alkaloids, C-00549 (1,2), C-00038 (3) ¢ E-00071 (),
1989.

T OHMIYA, S.; KUBO, H.; OTOMASU, H.; SAITO, K. and MURAKOSHI, 1. Tashiromine; a new atkaloid from
Maackia tashiroi. Heterocycles 30 (1): 537-542, 1990.

 GOTTLIEB, O. R. Micromolecular Evolution, Systematic and Ecology. Springer-Verlog, Germany, 170p., 1982.
3
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2  Quadro 2: Alguns flavondides isolados em algumas espécies do género Lonchocarpus

OCH; O OCH; OCH;
= Lonchocarpus subglau cescens™ 1!
OCH; o ==
0 0 "...-l' O 0 ...... W
N\
H;CO
OCH; OCH; OCH; OCH;
Lonchocarpus mueklbergianusm
0 _
QPP e
OCH; O O
> OCH;
Lonchocarpus latzfoliusu

Os dados fitoquimicos obtidos com as 35 espécies de Lonchocarpus estu-

dadas até agora mostram a predomindncia de diversos tipos de flavonbides’ que foram
]

} isolados principalmente das raizes; o quadro 2 mostra alguns flavondides inéditos isola-

L

© dos de espécies ja estudadas por nosso grupo de pesquisa'® ' 2. Foram ainda detectados

® SALES, BH.L. de N. Flavondides de Lonchocarpus subglaucescens Benth, ¢ sintese de B-hidroxichalconas.
Campinas, 1994, Tese Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.

1 BLANCO, 1. S. Flavonéides de Lonchocarpus moehlbergianus ¢ sintese de flavanas 4-oxigenadas, Campinas,
1995, Tese Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.

1 MAGALHAES, A. F., TOZZI, A. M. A., SALES, B. H. L. N. AND MAGALHAES, E.G. Twenty three flavo-
noids from Lonchocarpus subglauscescens. Phytochemistry 42 (5): 1459-1471, 1996.
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aminodcidos ndo proteicos ¢ aminas nas sementes de diversas espécies de

Lonchocarpus™ (quadro 3).

Quadro 3: Aminodcidos nio-proteicos ¢ aminas de Lonchocarpus atropurpureus"

O

HO Lt OH ’___K\)k OH

HO Ny /k/OH Na  NH NH;
\'ll' N-
l Y
H

NH;
DMDP Enduracididina
2 5-di-hidroximetil-3 4-dihidroxipirrolidina
OH
b o T
N NH O
H,N N/\/\H]\ OH \[/
]
H NH, NH,
Arginina PPN

(2-amino-2-imidazolina-4-il-icido acético)

4. Flavonéides:

Em termos estruturais, os flavonoides sdo constituidos de dois anéis benzé-
nicos (A e B) ligados por uma cadeia de trés atomos de carbono. A etapa central na bios-
sintese é a condensagdo de trés moléculas de éster CoA do acido maldnico com um éster
CoA do acido cinimico adequado, levando ao intermedidrio chalcona que existe em
equilibrio com a flavanona correspondente. Virias reagdes enziméaticas que incluem hi-
droxilagio do anel A e do anel B, metilagiio dos grupos hidroxila, reagdes de glicosilagéo
¢ alquilag#o, resultam na diversidade de flavonoides encontrados na natureza'*,

12 NOGUEIRA, M. A. Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius - Isolamento, identificagio, determinagdo
estrutural, testes biologicos ¢ andlise sazonal - Campinas, 1998, Tese Douter em Ciéncias, Instituto de
Quimica, UNICAMP.

1 EVANS, S. V.; FELLOWS, L. E. and BELL, E. A, Distribution and systematic significance of basic non-
protein amino acids and amines in the Tephrosieae. Biochemical Systematic and Ecology /3 (3): 271-
302, 1985.

“ HELLER, W. and FORKMANN, G. Biosynthesis of Flavonoids i# HARBONE, J.B. The Flavonoids - Advances
in research since 1986. 1 Edition, Chapman & Hall, chapter 11, page 499ss, 1996.
5
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Nas plantas os flavondides atuam protegendo contra radiagio UV-B', na
regulagdio do crescimento do tubo polinifero no estigma'® ¢ como sinais regulatérios na
transcrigdio dos genes de nodulagdio em Rhizobium, que corresponde a primeira etapa para
formagio dos nodulos de fixag#o de nitrogénio (simbiose)'’.

O uso terapéutico de flavonobides tem sido amplamente investigado, com
propriedades variadas tais como atividades anti-inflamatéria e anti-alérgica, propriedades
antitrombose ¢ vasoprotetora, inibigio da promogdo de tumores € como protetores da mu-
cosa gstrica. Também possuem acentuada atividade antitumoral, bactericida e fungici-
da'®.

5. Objetivos:

Dentro deste contexto exposto , 0 grupo de pesquisa trabalhando sob ori-
entago 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, como Poecilanthe, com énfase no isolamento, determina-

¢0 estrutural e atividade bioldgica de flavonoides a fim de reunir dados fitoquimicos que
possam corroborar com as hipéteses boténicas, ajudando assim a resolver problemas de
‘taxonomia. Paralelamente, os extratos seréio testados para algumas atividades bioldgicas,
tais como toxicidade frente a Artemia salina, atividade antimicrobiana, citotoxicidade in

vitro e a¢io sobre receptor de insulina (tirosina proteina quinase) in vivo.

15 XOES, RE.; QUATTROCCHIO, F. and MOJ, J.N.M. apud CROZIER, A., JENSEN, E,, LEAN, M. E. J. and
McDONALD, M. 8. Quantitative analysis of flavonoids by reversed-phase high-performance liuid chro-
matography, Journal of Chromatography A 761 (1+2): 315-321, 1997.

1 VOGT, T.; POLAK, P.; TARLYN, N. and TAYLOR, L P. apud CROZIER, A, JENSEN, E.,, LEAN, M. E. J.
and McDONALD, M. S. Quantitative analysis of flavonoids by reversed-phase high-performance liquid
chromatography, Journal of Chromatography A 767 (1+2): 315-321, 1997.

" CLEYETMAREL, J.C.; ROME, S.; SALDUCCI, X. and WERY, J. Host-specific regulation of nodulation
mediated by flavonoids compounds present in plant. Acta Botanica Gallica 143 (6): 521-529, 1996

'® EVANS, W.C. apud NOGUEIRA, M. A. Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius - Isolamento, identifi-
cago, determinagfio estrutural, testes biolgicos ¢ anglise sazonal - Campinas, 1998, Tese Doutor em Cién-
cias, Instituto de Quimica, UNICAMP.

6
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Esta tese esta dividida em quatro capitulos:

% Capitulo I: Estudo fitoquimico de Poecilanthe parviflora, isolamento e deter-
minagdo estrutural de esteréides, sacarose ¢ ciclitol dos extratos diclorometéni-

co e metandlico das raizes.

& Capitulo II: Estudo fitoquimico de Lonchocarpus atropurpureus; isolamento e
determinagdio estrutural de flavonéides e triterpenos do extrato éter de petroleo
] obtido das raizes.

% Capitulo II: Anilise através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;
anslise qualitativa dos extratos de P. parviflora e L. atropurpureus, perfil cro-
matografico (raiz, casca do caule, caule, folhas ¢ sementes) e andlise quantitati-

va dos flavonoéides em raizes de L. atropurpureus.

¥ Capitulo IV: Ensaios de bioautografia, toxicidade com Artemia salina, aglo
sobre receptor de insulina (enzima tirosina proteina quinase) in vivo e citotoxi-

cidade in vitro com os extratos e a substincia 8 de L. atropurpureus.




. Capitulo 1 Estudo Fitoquimico de Poecilanthe parviflora

1 Introdugio

.- A espécie Poecilanthe parviflora € a Gnica espécie deste género que ocorre
' na regiio Sul do Brasil, estendendo-se até a Argentina, Paraguai ¢ Uruguai. E uma arvo-
' reta de 3 a 7m de altura, caducifolia; distribuida pelos Estados da regido Sul do Brasil,
. habita principalmente as formagdes florestais, tendo sido coletada em matas de galeria,
| mata secundaria, capoeira ¢ em pastagens. Cultivada como planta ormamental em S#o
: Paulo ¢ nas pragas de Buenos Aires, na Argentina' .

: A planta Poecilanthe parviflora é classificada como:

Familia: Leguminosae

Sub-familia: Papilionoideae

Tribo: Milletieae

Subtribo: “Primitivo™?

Género: Poecilanthe

Espécie: Poecilanthe parviflora

! AZEVEDO TOZZI, AM.G. Contribuiglio a0 conhecimento de Poecilanthe (Leguminosae, Papilionoideac). 6°.
Congresso Latinoamericano de Botanica, Libro de Resumencs, Sesiones Tecnicas: 259, 1994.

21 AVIN, M.; ESHBAUGH, E.; HU, JM.; MATHEUS, 5. and SHARROCK, R.A Monophyletic subgroups of the
tribe Milleticae (Leguminosae) as revelated by phytochrome nucleotide sequence data. American Journal
of Botany 85 (3): 412433, 1998.

3



Capitulo I Estudo Fitoquimico de Poecilanthe parviflora

2. Materiais e Métodos:

Os espectros de RMN'H, de RMN"C (totalmente desacoplado ¢ DEPT) e
bidimensionais (HETCOR) foram obtidos em equipamento GEMINI 300BB (VARIAN) e
em BRUKER AP-300 ambos em campo de 7 tesla, a temperatura ambiente, sendo as
substancias dissolvidas em cloroférmio deuterado Merck.

As anilises por CG/EM foram feitas em cromatdgrafo gasoso CG Hewlett -
‘Packard HP 5890 série 2 com coluna DB-5 (5% difenil, 95% dimetil polisiloxane), sob as
seguintes condigdes: injetor a 290°C, coluna a 50°C com razdo de aquecimento de
15°C/min até 290°C permanecendo assim por 10min e interface com espectrometro de
massa HP 5970 a 285°C; os espectros de massas foram comparados com padrdes pre-
sentes na biblioteca “The Wiley/NBS Registry of Mass Spectral Data” version 3.2.

As placas de CCD (Merck Silica gel GFjs4, sobre vidro) e as cromatofolhas
de aluminio silicagel GFs4 0,2nm (Art. 1.05554, Merck) foram reveladas sob luz UV
(254 ¢ 366nm) e nebulizadas com solugdio de anisaldeido modificada® (etanol
/anisaldeido/acido sulfirico/4c. acético 90:5:5:1) seguido de aquecimento das placas cro-
* matograficas. As placas de CCP ¢ CCD sobre vidro foram preparadas no laboratério com
silica gel GFjs4 (Merck).

2. 1. Obtenciio do Material Vegetal:

Um segmento de raiz (1940g) de um espécime de P. parviflora cultivado no
Campus da UNICAMP, em frente ao Ginasio de Esportes, foi coletado as 11 horas do dia
16 de agosto de 1996 ; nesse dia observou-se que a arvoreta apresentava frutos e algumas
" folhas com sinais de contaminagdo por fungos (tipo ferrugem do café). A coleta foi feita
sob a orientagfio da Prof* Dr* Ana Maria Goulart de Azevedo Tozzi (Depto. de Boténica
-1B.).

3 MERCK. Dyeing reagents for thin layer and paper chromatography. E Merck, Darmstadt, 118p. 1971.
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2. 2. Obtengiio dos Extrates e Isolamento dos Constituintes:

A raiz foi serrada em pedagos menores ¢ estes secos a sombra. Apdés moa-
gem, obteve-se 980g de material vegetal o qual foi espathado em uma bandeja e levado
novamente para secar a sombra, resultando em 950g de material vegetal seco e moido.

Fez-se inicialmente um estudo em pequena escala para observar o0 compor-
tamento em placa cromatografica (CCD) dos extratos dessa planta. Assim, realizou-se a
primeira extragio em Soxhlet. Através de analise destes extratos por CCD verificou-se
que os extratos éter de petréleo e diclorometAnico eram muito semelhantes e bastante

complexos; sendo assim, procedeu-se a segunda extragdo em Soxhlet (Fluxograma 1).

Raizes secas e moidas

{948,9g)
Primeira extragio - 24h cd sol. Segunda extragio - 154h cd sol.
]
Aliquota de raiz
13
132 Aliquota de raiz
[ ' 1 (935¢)
Extrato Eter de Torta 1 |
Petrdleo ( 0,15g) l
Torta 1 Extrato Dicloro-
¢ meténico (7,31g)
Extrato Dicloro- Torta 2 |
metanico ( 0,33g) | |
1 ] Extrato Metané-
Extrato Metané-| |Torta3] |Torta2 lico ( 45,86¢ )

lico (0,38g)
Teste Teste Teste B.Tf:u? B_T;aéstg
Biologico) |Biolégico Biologico [ 10| swo] iologico

Fluxograma 1: Extragio por Soxhlet de Poecilanthe parviflora

Uma aliquota (3,93g) do extrato diclorometénico foi fracionada em coluna de sili-
cagel 604 (70-230 mesh) eluida com diclorometano aumentando-se a polaridade gradati-

10
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vamente com metanol. Foram coletadas 75 frages, posteriormente reunidas em 42 gru-
pos com base na analise em CCD (Tabela 1).

Tabela 1: Relagio Fragdo eluida/Concentragéo do eluente e Grupo/Fragdo coletada
e

Fase Movel Grupo Fragdes  Massa (mg)
CH.Cl; 1 1 12,4
2 2 176,4
3 3 61,1
4 4 36,0
5 5-6 36,3
6 7-8 78,3
7 9-10 23,4
8 il 49
CH,Cl,/MeOH 1% 9 12-14 30,7
10 15-17 20,0
CH:Cl,/MeOH 2,5% 11 18 10,4
12 19 41,3
13 20 725,3
14 21 2454
15 22-27 268,0
CH.CL,//MeOH 5% 16 28 55,2
17 29 34,7
18 30-31 64,1
19 32-34 83,3
20 35 30,5
21 36 35,2
22 37-39 61,8
23 40-43 59,7
24 44 12,3
25 45 6,8
CH:C1yMeOH 7,5% 26 46 15,2
27 47-48 53,6
28 49-50 54,6
29 51 26,5
30 52-53 84,0
31 54-55 51,9
32 56-57 56,8
CH.Cl,/MeOH 15% 33 58-60 27,0
34 61 64,8
CH,Cly/MeOH 20% 35 62 98,0
36 63-66 236,1
37 67 perdida
CHCl;/MeOH 25% 38 68 23,7
39 69 23,7
40 70-73 86,8
41 74 20,2
42 75-76 25,3

11
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A seguir encontram-se os fluxogramas correspondentes as analises em CCP
dos grupos elaborados neste trabalho:

Grupo 6:

G-6 (50mg)
eristais aculares amarelados

CCD CH,;C1,/MeOH 1%

G62 || G63 || G64 || G65
(1,6mg) | | 2,5mg) | | (1,2mg) | 1 (1,8mg)

G6.1
(42,2mg)
1+2+3

Ergost-5-en-3§-0l (1), Estigmast-5,22-dien-3f-o0l (2) € Estigmast-5-en-3p-ol (3),
Campesterol, Estigmasterol e B-Sitosterol

R = Me, Campesterol, 1

R=Et, An, Estigmasterol, 2
3 R = Et, Sitosterol, 3

Aspecto fisico: cristais incolores

UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

fa]”20: niio determinado

RMN'H (300MHz, CDCIy/TMS): tabela 2, pag. 24
RMNC (7SMHz, CDCL): tabela 3, pag. 24

12
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CG/EM: Ty (min), m/z (%): 25,77 (Campesterol, 1): 400 (35), 385 (10), 273
(15), 271 (5), 262 (5), 247 (<1), 232 (5), 231 (10), 163 (5), 139 (5), 138 (9),
135 (15), 133 (10), 121 (10);

Tg (min), mz (%): 26,10 (Estigmasterol, 2): 412 (80), 300 (42),
274 (<5), 271 (50), 259 (5), 232 (10), 231 (<1), 163 (10), 161 (20), 141 (5),
138 (5), 135 (15), 133 (40), 121 (20);

Tg (min), m/z (%): 27,61 (Sitosterol, 3): 414 (90), 399 (50), 329
(75), 303 (60), 276 (5), 271 (10), 261 (<5), 232 (30), 231 (5), 163 (30), 138
(7), 135 (25), 133 (25), 127 (5), 121 (30).

Grupo 15:

G-15
(~90 mg)

CCP Tolueno/CHCl/Acetona 40:25:35

G-15.1
(25,5 mg)

40:25:35

CCP Tolueno/CHCl/Acetona

G-15.3

G-15.2
(19,2 mg)

(20 mg)

G-15.11
(4,6 mg)

mistura

G-15.121 1G-15.13} 1G-15.14
(5.4 mg)| (6,6 mp)| |45 me)

mistura | | mistura | | mistura

G-15.15] | G-15.16

(11 mg) | }(2,3 mg)
mistura | | mistura

CCP Tolueno/CHCIly/Acetona
40:25:35

G-15.21

(2 mg)
mistura

G-15.22
(4 mg)

G-15.23
2 mg)

mistura

mistura

13
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Grupo 19:

G-19
(30 mg)

1) 1,0 mL Diazometano em éter etilico
2) 1h em geladeira

G-19m
(30,1 mg)

CCP CH,Cl,/MeOH 1%

G-19m.1 || G-19m2 || G-15m3 || G-19m4 || G-19mS
©2mg) || 02mp || @46mp) || B3mg) || CAme)
6

Ester Metilico do Acido 8, 11, 14-Docosatriendico

O
I g 11 14 22
CH30C(CH2)6CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CH(CH2)5CH3

Ester metilico do scido 8,11,14-docosatrienéico (6)

Aspecto fisico: 6leo incolor

UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

[a]Dg,o: ndo determinado

RMN'H (300MHz, CDCl;/TMS): tabela 4, pag, 25

RMNC (75MHz, CDCls): ndo determinado

EM: mvz (%): 310 (1), 279 (1), 236 (1), 178 (14), 136 (19), 81 (60), 74 (12),
59 (43), 55 (100).

14
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o procedimento descrito no fluxograma abaixo:

Ext. MeOH
(100 mg)

Fragio
Aquosa I

Fragdo Orgénica I

HCI 2:1 (3 x 25mL) |

Fragio Orgénica IT

| H,O dest. (3 x 25mL)

i

Fraclio Orginica 11T

1. Sulfato de sodio anidro
2. Concentragio a secura

Ext. MeOH Acetilado

(122,6 mg)

| CCP CH,Cl,/MeOH 2,5%

Fracdo
Agquosa TI

Fracio
Aquosa TII

EMAc1
51,8 mg

EMAc3
48mg

EMAc 4
22,3 mg

EMAcS
17,7 mg

2,6 mg

EMAc 6

EMAc 7
1,8 mg

EMAc 4.1
2,8 mg

EMAc 4.2
5,4 mg

EMAc4.3

214

EMAc 2

EMAc 2.1
1,5 mg

2,1l mg

EMAc 2.2

EMAc 2.3
2,7 mg

11,5 mg

EMAc 4.4
2,6mg

CCP CH,Cl/ MeOH 1,5%

EMAc 2.4
15,1 mg

CCP CH,Cly/MeOH 2,5%

EMAc 241

2,3 mg

EMAc 2.42

7,0 mg

EMAc 2.43
5,8 mg

4

CCP CH,Cl,/MeOH 0,5%

A acetilagio do extrato metandlico ¢ analise do produto acetilado seguiram

1. 1,0mL Piridina + 1,0mL Anidrido Acético, 48h a

temp. amb.
2. 50mL H,O dest. Sob banho de gelo
3. CH,CL (3 x 25mL)

15



Capitulo 1 Estudo Fitoquimico de Poecilanthe parviflora

O-B-D-frutofuranosil-(2—1)-a-D-glicopiranosideo peracetilado
Sacarose peracetilada (4)

6 1
AcOCHz, _ O, AcOCH,

OAc
2 \1 o
o)
3 3 4

CH20Ac
AcO 6

Aspecto fisico: 6leo amarelado

UV: ndo determinado

IV: niio determinado

ta]"20: nfio determinado

RMN'H (300MHz, CDC1,/TMS): tabela 5, pag. 25
RMN"C (75SMHz, CDCY): tabela 6, pag. 25

EM: mvz (%): niio determinado

1-O-metil-2,3,4,5,6-penta-acetil-chiro-inositol
Quebrachitol peracetilado (5)

OAc
AcC 6 OMe
Ac A05 3 2
4 QAcC

Aspecte fisico: 6leo incolor

UV: niio determinado

IV: ndo determinado

[a]"20: ndo determinado

RMN'H (300MHz, CDCL;/TMS): tabela 7, pag. 26
RMN"C (75MHz, CDCL): tabela 8, pag. 26

EM: m/z (%): ndo determinado

16
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Outro experimento testado foi a parti¢8o de uma solugéo agquosa do extrato

metandlico em solventes mais apolares. Assim:

£xt, MeOH
(5,7 g)
1. Adigdo 200 mL H,O dest.
2. Filtragéo
| |
Fragio Insohivel Sol. Aquosa do
(544,4 mg) Ext. MeOH ()
CH.Cl; (5 x 50mL)
| |
Sol. Aquosa de Frag¢#&o Orginica
Ext,. MeOH {II) F1EM (117,6mg)
AcOEt (5 x 50mL)
| |
Sol. Aquosa do Fracdo Orgénica
Ext. MeOH (110) F2EM (141,6mg)
CCP CH;Ck/MeOH 2,5%
F2EM.1 F2EM.2 F2EM.3
45,2 mg 25mg 2 mg
mistura mistura mistara

Uma amostra do extrato metanodlico, dissolvida em agua deuterada, foi en-
viada para anélise do espectro de RMN'H; este sugeriu a presen¢a em pequena quantida-
de de compostos aromaticos (Fig. 1, pag. 27). Analise em CCD desenvolvida com n-
butanol/ac. acético/ agua (BAW) 12:3:5 e revelada com ninidrina (sol. 0,2% em acetona
95%) indicou a presenga de compostos nitrogenados (Fig. 2).

i 1. Extrato Hidrometanolico a frio das raizes de

. Lonchocarpus atropurpureus,
2: Extrato Metanélico a quente das raizes de
Lonchocarpus atropurpureus,
3: Extrato Metanolico a quente das raizes de
Poecilanthe parviflora.
Regides circuladas absorvem no ultravioleta (254nm)

Figura 2: CCD dos extratos metanélicos revelada com ninidrina
Notar as manchas em tons alaranjados.

17
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3. Resultados e Discussdo:

3. 1. Esterdides:

R = Me, Campesterol, 1

R=Et, An, Estigmasterol, 2
HO % R = Eg, Sitosterol, 3

Figura 3: Esterbides isolados

A anlise do espectro de RMN'H (Tab. 2, pag. 24; Fig. 4, pig. 28) de G 6.1
sugeriu a presenga de uma mistura de substéncias de nicleo esteroidal (Fig. 3) devido as
absorgdes caracteristicas dos hidrogénios da metila angular C-18 (fusfio dos anéis C e D)
- em 5y 0,68 - 0,69 (s), dos hidrogénios da metila angular C-19 (fusfo dos anéis A e B) em

5y 0,80 - 0,84 (s), do hidrogénio carbinélico em C-3 em 8y 3,53 (m) e do hidrogénio ole-
| finico em C-6 em 8y 5,35 (d, J = 5,1 Hz); as absorgdes em Sy 5,02 (dd, J = 8,4 e 15,3 Hz)
e &y 5,15 (dd, J = 8,4 e 15,3 Hz) foram atribuidas aos hidrogénios olefinicos (H-22 e H-
23) em trans da cadeia lateral. Nos espectros de RMNC e DEPT (Tab. 3, pag. 24; Fig.
5.3 e 5., pag, 29) destacaram-se os deslocamentos quimicos de C-3 (3 71,6; CH), C-5 (3
140,9: Cy), C-6 (5 121,9; CH), C-22 sp’ (3 138,5; CH), C-23 sp? (5 129,4; CH), C-22 sp’
(6 33,7; CHy) e C-23 sp® (5 25,8; CH); no espectro DEPT nio apareceram sinais em &
- 140,9 (C-5), 8 36,3 (C-10) e 8 42,0 (C-13), os guais correspondem aos carbonos quater-
narios do sistema ciclico *. A analise por CG/EM (Fig. 6, pag. 30), mostrou um cromato-
grama com trés picos indicando a presenga de trés substancias (tg;= 25,77 min, tzo= 26,10

min e tgs= 27,61 min), as quais foram identificadas pelos respectivos espectros de massas

4+ FERRACIN, R.J. Estudo fitoquimico de Murraya paniculata. S&o Carlos, 1996, Tese Doutor em Ciéncias, De-
partamento de Quimica, UFSCar.
18
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como sendo ergost-5-en-3p-ol (1, campesterol, 15,2%), estigmast-5,22-dien-3f-ol (2, es-
' tigmasterol,48,1%) ¢ estigmast-5-en-3 B-ol (3, sitosterol, 36,7%) (quadro 1).

Quadro 1: Proposta de ﬁ'agmenta(;ﬁos’ ® para os compostos 7, 2 e 3:

_‘ i

";\i—)j/ ?

m/z = 163 (5%, R = Me) B g o |
(10%, R= Et, D22) m/z = 400 (35 %, R = Me)

- — 2 RDA I
30%, R = Et miz =412 (80%, R =Et, A)
( " ) m/z = 414 (90%, R =Et) \
\C)Y #

lRDA m/z = 138 (5%, R = Me)
K . (5%, R=Et, A%
+ (7%, R =En
CH, R
HO mfz = 262 (5%, R = Me) +
m/z = 232 (5%, R = Me) miz =274 (5%, R = B, %)
10%, R = A2 miz =276 (5%, R=Et) R
E30°/:.:,R =Ei3 ) m/z = 247 (<1%, R = Me)
g m/z = 259 (5%, R =Et, A7)
m/z =261 (5%, R =E)

+ R
miz = 135 (15%, R = Me)

(15%, R = Bt, A?)

(25%, R =FEt)

- m/iz = 121 (10%, R = Me)
Hy (20%, R = Et, A%

(30%,R=Et)
[ : ]+

m/z = 133 (10%, R = Me)
(40%, R = Et, A7)
(35%, R =Et)

5 BIEMANN. Mass Spectrometry, MacGraw-Hill, NY, p. 339, 1962.

¢ MUCCINGO, R.R. and DJERASS], C. Mass spectroscopy in structural and stereochemical problems - CCXXXIX.
Elucidation of the ring D cleavage in lanostanc. Journal of the American Chemical Society 96 (2). 556-

570, 1974.
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3. 2. Ester metilico de dcido graxo:

Em analise por CCD, o grupo G-19 mostrou comportamento caracteristico
de acido carboxilico (mancha com cauda), por isso uma aliquota foi metilada com diazo-
" metano visando a obtengdo dos derivados ésteres metilicos menos polares (mancha arre-
dondada) e portanto com melhor resolucdio em CCD. Apés a metilagdo observou-se, por
CCD, a presenga de manchas com Rf maior (menos polares) ¢ mais arredondadas suge-
rindo a ocorréncia de metilagdo de alguns compostos. Ap6s purificagdo, a fragdo G-19.4
(3,3 mg) mostrou-s¢ a mais interessante (por CCD aparecia como uma mancha Gnica). A
anilise do cromatograma, por CG/EM (Fig. 7, pag. 31), revelou uma mistura complexa
sendo gue a andlise do espectro de massas do pico principal (Tr = 13,366min), € compa-
ragio com biblioteca Wiley, sugeriu tratar-se de um acido graxo C-22 com trés insatura-
¢6es em C-8, C-11 ¢ C-14 na forma de seu éster metilico (6); as principais fragmentagdes
foram descritas no quadro 2.

Quadro 2: Proposta de fragmenta¢do para o éster metilico do acido 8,11,14-docosatriendico
(Tr= 13,366 min)

o
CH30C(CHZ)GCH=CHCH2CH—CHCH2CH—CH(CH2)5CH3

/ m/z = 348 (ausente) \

&H,CH=CHCH,CH=CH; CH,CH=CHCH,
m/z = 81 (60%)

OH CH,C=0
CH;0C=CH; m/z = 59 (43%)
m/z =74 (12%)

O espectro de RMN'H (300MHz, CDCl;, Fig. 8,pag. 32) de G-19.4 apre-
sentou algumas absorgdes caracteristicas ’ de um grupo CH, vizinho & carbonila (642,17,
m), de uma metoxila (3u 3,67, s) e de hidrogénios olefinicos em cis (8 5,45, dt, J=1l¢
7 Hz).

7 GUSTONE, F.D. An introduction to the chemistry and biochemistry of fatty acids and their glycerides. Chapman
and Hall Ltd. Chapter 23, page 45, 1967.
20
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3. 3. Sacarose QOcta-acetilada:

6 1
AcOCH2 s O AcOCH2

OAc
2__\I O
WA e
AcO—3 o /3 4

CH,0AC
AcO 6

Figura 9: Estrutura da sacarose acetilada

O composto 4 foi identificado como sacarose na forma de seu derivado oc-
ta-acetilado (Fig. 9); seu espectro de RMN'H (300MHz, CDCls, Tab. 5, pag. 25; Fig. 10,
pag. 33) apresentou absorgdes referentes ao H-1 (hidrogénio anomérico) em &y 569(d J
=3,7), ao H-2 em 3y 4,88 (dd, J=3,7e 10,3 Hz) e a0 H-4 &y 5,08 (1, J = 9,7 Hz), todos
caracteristicos para o residuo glicose; as metilas dos grupos acetila mostraram oito absor-
¢Oes caracteristicas entre 8y 2,02 ¢ 2,18 (singletos). No espectro de RMNC (75 MHz,
CDCls, Tab. 6, pag. 25; Fig. 11.a e 11.b, pag. 34) os oito sinais entre 5¢ 20,4 e 20,5 e oito
entre ¢ 169,9 e 171,1 foram caracteristicos para os grupos acetila (CH; ¢ C=0, respecti-
vamente); as absorgBes caracteristicas para 0s carbonos do residuo frutose foram locali-
zadas em 8¢ 62,8 (CH,, C-1), 8¢ 63,6 (CHa, C-6), 8¢ 74,9 (CH, C-4), 8¢ 75,6 (CH, C-3),
¢ 79,1 (CH, C-5), 8¢ 104,1 (Co, C-2) sendo este Gltimo o carbono anomérico da frutose €
envolvido na ligagdo entre os dois agucares. Para o residuo glicose foram atribuidas as
seguintes absor¢des caracteristicas em Sc 61,7 (CH;, C-6), 8¢ 68,1 (CH, C-4), 5¢ 68,4
(CH, C-5), 3¢ 69,6 (CH, C-3), 8¢ 70,2 (CH, C-2), 5c 89,9 (CH, C-1, carbono anomérico
da glicose) . Estes dados foram confirmados pela literatura® ¢ pelos dados espectrais
(Figs. 12 a 14, pag. 35-37) de sacarose P.A. acetilada segundo a mesma metodologia em-
pregada para o extrato.

* NISHIDA, T., ENZELL, C.R. and MORRIS, G.A. Concerted use of homo- and hetero-nuclear 2D NMR: 1°C
and 'H assignment of sucrose octaacetate. Magnetic Resonance in Chemistry 24 (2): 179-182, 1986.

® BINKLEY, W.W.; HORTON, D. and BHACCA, N.S. Physical studies on oligosaccharides related to sucrose -

Part I. NMR studies on the peracetates of sucrose, 1-ketose and nystose. Carbohydrate Research [0 (2):
245-258, 1969,
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3. 4. Quebrachitol peracetilado:

4 1
OAc
Ac 6 OMe
Ac A 5 3 2
4 OAc
|

Figura 15: Quebrachitol peracetilado

O estudo dos dados de RMN'H sugeriu a presenca de seis hidrogénios car-
bindlicos distribuidos em um duplo dubleto em &y 3,60 (1H, dd, /=3 ¢ 6 Hz, H- 1) atri-
buido a um hidrogénio axial vizinho a uma metoxila, um multipleto em 3y 5,22 (3H, m,
H-4, H-5 e H-6) referente a trés hidrogénios axiais e em 8y 5,45 (2H, m, H-2 e H-3) refe-
rentes a dois hidrogénios equatoriais (RMN'H, 300 MHz, CDCls, Tab. 7, pag. 26; Fig.
16, pag. 38); verificou-se também a presenga de sinais em 8y 2,05, 2,06, 2,09, 2,11 ¢ 2,12
(singletos) referentes as metilas de cinco grupos acetila ¢ em 3y 3,41 (3H, s) atribuido aos
hidrogénios de uma metoxila. Estes dados indicavam uma estrutura polidroxilada que po-
deria ser um agiicar ou um cilcitol; o esqueleto de um agicar foi excluido pela auséncia
de um sinal mais desprotegido e integrando para um hidrogénio anomérico. Juntamente
com os dados de RMN'C (75 MHz, CDCl, Tab. 8, pag. 26; Fig. 17.a ¢ 17.b, pag. 39)
que apresentou sinais em &¢ 58,7 (CH, metoxila), 8¢ 67,5 (CH, C-2 e C-3), 8¢ 68,8 (CH,
C-5), 5c 68,9 (CH, C-6 e C-4), 8¢ 77,6 (CH, C-1) e dados da literatura 1611 chegou-se a0
esqueleto 1-O-metil-chiro-inositol (quebrachitol) que foi isolado na forma do derivado
peﬁta—acetilado (quebrachitol peracetilado, S, figura 15); no espectro de RMN"*C os ace-
" tatos foram caracterizados pelas absorgdes em 8¢ 20,62, 20,67, 20,74 ¢ 20,81(CHs) dc
| 1689, 169,4, 169,6, 169,8 & 169,9 (Co, cinco carbonilas); todos esse dados foram confir-
mados pelo espectro HETCOR (Tab. 9, pag. 26; Fig. 18, pag, 40). Este ciclitol ja foi iso-

101 ICHTENTHALER, F.W. und EMIG, P. NM.R. - Studien an zuckern und cyclanolen - Zusammenhang Zwis-
chen sterischer orientierung von O- und N-acetyl-gruppen und der signallage ihrer methyl-resonanzen bei
cyclit- und aminocyclit-polyacetaten. Carbohydrate Research 7 : 121-137, 1968,

I DORMAN, D.E.; ANGYAL, S$.J. and ROBERTS, J.D. Nuclear magnetic 1¢sonance spectroscopy- Carbon-13

spectra of some inositols and their o-methylated derivatives. Journal of the American Chemical Society
92 {5): 1351-1354, 1970.
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lado, na sua forma livre, da seiva do xilema de Acer platanoides 2 4o pericarpo de
Sapindus rarak DC (Sapindaceae) 13 & das raizes de Zanha africana '*; foram encontra-
dos também varios relatos do uso deste ciclitol como um precursor em sinteses assimétri-

cas de compostos bioativos.

3. 5. Compostos Nitrogenados:

Segundo a literatura'® cinco alcaléides foram detectados por CG/EM nas
folhas e sementes de P. parviflora, evidenciou-se , em nosso grupo de pesquisa, a presen-
¢a de compostos nitrogenados no extrato metandlico das raizes através da experiéncia
cromatogréfica usando BAW como sistema de desenvolvimento e solugdo de ninidrina
como revelador. A ocorréncia de manchas de alaranjado a marrom indicaram a presenga
de compostos nitrogenados, porém n#o foi possivel dedicar maior atengfio no isolamento
¢ caracterizagfo destes compostos uma vez que a metodologia disponivel em nossa labo-
ratbrio ndo permitiria o isolamento desses compostos mais polares; por outro lado a ten-
tativa de estabelecer uma nova metodologia poderia envolver muito tempo, sob o risco de
expirar o prazo do mestrado sem ter resultados concretos para a apresentagio de uma

tese. Desta forma decidiu-se iniciar estudo fitoquimico de uma segunda planta (Capitulo
).

1 SCHILL, V., HARTUNG, W.; ORTHEN, B. and WEISENSEEL, MH. The xilem sap of maple (dcer

platanoides) trees - Sap obtained by a novel method shows changes with season and height. Journal of
Experimental Botany 47 (294), 123-133, 199%.

13 CHUNG, M.S; KIM, N.C.; LONG, L.; SHAMON, L.; AHMAD, W.Y.; SAGRERONIEVES, L.; KARDONO,
LB.S.. KENNELLY, E.J.; PEZZUTO, ].M.; SOEJARTO, D.D. and KINGHORN, A.D. Dereplication of
saccharide and polyol constituents of candidate sweet-tasting plants: isolation of the sesquiterpene glycoside
mukurozioside IIB as a sweet principle of Sapindus rarak. Phytochemicat Analysis 8 (2), 49-54, 1997.

4 MSONTHI, J.; HOSTETTMANN, K.; CUELLAR, M.J; GINER, RM RECIO, M.D.C.; JUST, M.J. and
MANEZ,S. Three new oleanane saponins from Zanha gfricana. Journal of Natural Products 60 (2), 191-
194, 1997.

15 GREINWALD, R., BACHMANN, P, LEWIS, G., WITTE, L. and CZYGAN, F.-C. Alkaloids of the genus
Poecilanthe (Leguminosae: Papilionoideac). Biochemical Systematics and Ecology 23 (5): 547-553, 1996.
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Anexo A

Tabelas do Capitulo 1

Apéndice A: Tabelas:

Tabela 2: Dados Experimentais de RMN'H da mistura de esteréides
——aveal acos —Xpoimena

Sinal (3) multiplicidade Sinal (3) multiplicidade
0,68 s, CH; ang C-18 5,02 dd J=84¢153Hz
0.69 s, CH; ang C-18 5,15 dd,J=84e¢153Hz

0.80-0.84 m, CH, ang C-19 5,35 dJ=51Hz
3,53 m, HO-3

M

P — Yy —— S ——T—

Tabela 3: Dados de RMN'>C da mistura de esterides

Carbono Mistura (8)" Estigmasterol(3)*  B-Sitosterol (5 Y  Campesterol(d)*
1 371 372 37,2 37,2
2 31,7 31,8 31,8 31,8
3 7,6 71,5 71,5 71,5
4 42,1 42,2 42,2 422
5 140,9 140,7 140,7 140,7
6 121,9 . 121,6 121,6 121,6
7 33,7 33,6 33,6 33,6
8 33,5 33,6 33,6 33,6
9 50,0 50,1 50,1 50,1
10 36,3 36,4 36,4 36,4
11 20,9 21,1 21,1 21,1
12 39,6 39,7 397 39,7
13 42,0 42,2 42,2 42,2
14 56,7 56,7 567 56,7
15 24,1 242 24,2 24,2
16 28,0 28,3 28,3 28,3
17 55,9 56,0 56,0 56,0
18 12,0 12,1 12,1 12,1
19 19,1 19,2 19,2 19,2
20 40,3 40,3 403 40,3

! /20,3 20,5 18,7 21,1
22 138,5/33,7/38,0 1379 33,9 38,1
23 129,47 25,8 129.8 26,0 292
24 51,1/45,7 51,2 458V 51,1
25 32,2 /29,5 31,9 29,1 31,8
26 19,9 . 21,2 19,8 21,0
27 19,5 19,8 19,0 19,0
28 2521228 25.4 23,0 25,3
29 11,7 11,9 11,8 —

———————————S e e e ———————
R o T L TS

Resuitado Experimental, * Literatura

! FERRACIN, R.J. Estudo fitoquimico de Murraya paniculata. Sdo Carlos, 1996, Tese Doutor em Ciéncias,

Departamento de Quimica, UFSCar.
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Anexo A Tabelas do Capitulo 1

Tabela 4: RMN'H (CDCly/TMS, 300 MHz) da mistura 6:

Sinal (8) multiplicidade
2,17 m, H-2
3,67 s, OCH;
5,45 dt, J= 11 e 7 Hz, hidrogénios

olefinicos em cis

Tabela 5: Dados de RMN'H de Sacarose Octa-acetilada (300 MHz, CDCly):

—_—
Sinal 'H, Hg C'Bs a C 'His
Gl 5.69 5.69 — —_
G2 4.87 4.88 2.10 2.10
G3 5.44 2.02 2.02
G4 5.08 5.08 2.05 2.05
G5 4.28* — — -
G6 4.14%, 4.28* — 2.10 2.10
Fl 4.17 _— 2.12 2.12
F2 — — — —
F3 5.47 — 2.18 2.18
F4 5.36 — 2.11 2.11
FS 4.21 —_ - —_
F5 4.35,4.29 — 2.12 2.12

A - dados da literatura® em CDCl, a 299.943 MHz; B - dados experimentais em CDCl, a 300.067 MHz

Tabela 6: Dados de RMN">C de Sacarose Octa-acetilada (CDCly):

—_——
Sinal  “Ca “Cs CO. COs  “CHys “CHsp
Gl 89.93 89,94 —
G2 70.26 70.21 17007 17047  2064° 20.43
G3 69.61 69.58 170,01  170.43 20.66 20.43
G4 68.17 68.11 169.50  169.89 20.61 20.38

G5 68.50 68.43 — — — —
G6 61.75 61.66 17066  171.10  20.58* 20.35
F1 62.85 62.79 17009 17048  2069° 20.48

F2 104.02  104.07 — — — —
F3 75.68 75.63 169.65  170.05 20.56 20.35
F4 74.98 74.92 16988  170.29 20.72 20.48

F5 79.14 79.09 — — — —
F6 63.63 63.58 17046 17089 20.63% 2038

#—'—_—_—_—_——-——_—-_—_—_——_
A

- dados da literatura- a 75.429 MHz; B - Dados experimentais a 75.452 MHz; ambos em CDCla

2 NISHIDA, T.; ENZELL, C.R. and MORRIS, G.A. Concerted use of homo- and hetero-nuciear 2D NMR: BC and
IH assignment of sucrose octaacetate. Magnetic Resonance in Chemistry 24 (2): 179-182, 19%.
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Tabela 7: Dados de RMN'H 1-O-metil-chiro-inositol !guebrachitol! Eeracetiladoz
— =

Sinal & Sinal § g H, multiplicidade
1,98 2,05 3H, s, -0-CO-CH: eq.
2,00 2,06 3H, 5, -0-CO-CH; eq.
2,03 2,09 3H, s, -0-CO-CHs eq.
2,14 (2H) 2,11 3H, s, -0-CO-CHs ax.
— 2,12 3H, s, -0-CO-CH; ax.
—_ 3,41 3H, s, OCHs-1
— 3,60 1H,dd, J=3e6Hz, H-1 ax.
— 5,22 3H, m, H-4, H-5 ¢ H-6 axiais
— 5,45 2 H-2 e H-3 equatoriais

A - dados da literatura emCDCl;emVanmAm;B-dadosexpcnmentaisemCDChamO.%?MHz.

Tabela 8: RMN"’C (75 MHz, CDCl,) - Dados Experimentais - Quebrachitol peracetilado

Carbono Sinal & Carbono Sinal &
1 77,6 5 68,8
2 67,4 6 68,9
3 67,4 O-CH; 58,7
4 68,9 O-COCH; 20,62, 20,64, 20,74, 20,81

0-COCH; 168.9, 169,4, 169,6, 169,8 169,9

#
—#

——— A —
e ————————

Tabela 9: Eerrimento HETCOR
Sinal 8 3C 3'H

1 77,6 3,60
2 67,4 5,54
3 67,4 5,54
4 68,9 5,22
5 68,8 5,22
6 68,9 5,22
0-CH; 58,7 3,41
W
Sinal o 13C 5 ‘IH
0-COCH, 20,62, 20,64, 20,74, 20,31 2.05.2.06, 2,09, 2,11, 2,12

3 LICHTENTHALER, F.W. und EMIG, P. NMR. - Stmdien an zuckern und cyclanolen - Zusammenhang
zwischen sterischer orientienung von O- und N-acetyl-gruppen und der signallage ihrer methyl-resonanzen

bei cyclit- und aminocyclit-polyacetaten. Carbohydrate Research 7:121-137, 1968.
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Anexo B Figuras do Capitulo I

; Apéndice B: Figuras:

- i

¥ v 1 '
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Figura 1: RMN'H (300 MHz, D,0) do extrato metanélico total de
Poecilanthe parviflora
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Anexo B

Figuras do Capitulo 1

Figura 4: RMN'H (300 MHz, CDCly/TMS) da mistura / + 2 + 3.
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Figuras do Capitulo 1

Anexo B
a) RMN"C
|

, |
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b) DEPT
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Figura 5: RMN'*C (a) e DEPT (b) da mistura / + 2 + 3.
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Figura 6: CG/EM de 1, 2 ¢ 3.
Obs.: O pico em m/z 207 corresponde a uma impureza.
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Figura 7: CG/EM de 6.
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Figura 8: RMN'H (300 MHz, CDCl;) da mistura 6.

32



Anexo B

Figuras do Capitulo 1
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Figura 10: RMN'H (300 MHz, CDCl;) do composto 4.
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Figuras do Capitulo I

a) RMN®C

b) DEPT

Figura 11: RMN'3C (a) e DEPT (b) (75 MHz, CDCl3) do composto 4.
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Figura 12: RMN'H (300 MHz, CDCl;) de Sacarose P.A. peracetilada.
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Figura 13: RMN"C (a) e DEPT (b) (75 MHz, CDCls) de Sacarose P.A. peracetilada.
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a) Gréfico total
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Figura 14: Grificos de contorno HETCOR (a: total, b: expanséo) de Sacarose P.A.

peracetilada.
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Figura 16: RMN'H (300 MHz, CDCl;) do composto 5.
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Figura 17: RMN'*C (a) ¢ DEPT (b) (75 MHz, CDCl;) do composto 5.
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Figura 18: Graficos de contorno HETCOR (a: total, b: expansdo) do composto 3.
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| Capitulo 2 Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus atropurpureus

1. Intreducao:

A espécie Lonchocarpus atropurpureus, nativa do México, é uma arvore
‘com 3 a 8 m de altura (Fig. 1), com ramos acinzentados, glabros. As folhas possuem de 5
"2 9 foliolos, raquis delgado, glabros, 3 a 7,5cm de comprimento. Os foliolos séo sub-
membranosos, com peciolos canaliculados 2 a 3 mm de comprimento, glabros ou glabes-
cente, limbo oval-oblongo ou sublanceolatos, mais ou menos arredondado ou cuneato na
base, obtuso ou levemente obtuso-acuminado no apice, 2 a 6,5 cm de comprimento, 1 a3
cm de largura, verde escuro na face superior, palido, totalmente reticulado, e mais ou me-
nos pilosos na face inferior, nervuras central ¢ periférica indistinto na face superior ¢ sali-
entes na face inferior. Estipula oval, pubescente, pequena ¢ caduca.
Os cachos de flores sdo axilares ou paniculados no final dos ramos, raquis
mais ou menos pubescente, 1,5 a 7,5 cm de comprimento (Fig. 2). Pedianculos e peciolos
/sio delgados, pubescentes, forma simples ou bifloral, 2 a 3 mm de comprimento, o ultimo
com cerca de Imm de comp., bracteas e bractedlas oblongas, pubescentes, as ultimas
muitos menores, opostas, presas ao calice. Calice geralmente cupuliforme, totalmente ndo
pubescente, cerca de 2 mm de comp., de inicio distinguivel penta-lobulado, posterior-
mente subtruncado. Pétalas pirpura rosado escuro, suborbiculares padrdo, concavas,
sublobuladas e levemente caloso na base, intensa e largamente pubescente no verso do
apice, limbo com 8,5 mm de comp., aproximadamente 10 mm de largura, as margens late-
rais infletidas; cépalas aderidas & carena, oblonga, auriculada, rotundo-obtusa no apice,
glabra, limbo com 7,5 mm de comp. e 3,2 mm de largura; pétalas carenais geralmente
obtusa e escassamente pubescente no apice, o limbo com 5,5 mm de comp. e 3 mm de
largura. Estames vexilares livres na base. Ovario estipulado, linear, totalmente pubescen-
te, com cerca de 5,5 mm de comp., 5 ou 6 évulos; estilete fortemente curvado
(retrocurvado); estigma capitulado.
O fruto (legume) ¢ comprido ¢ delgado, estreito, fino, arredondado e mu-
cronado no apice, borda fina na margem carenal, glabros, 4 a 10 cm de comp., 0,9a 1 cm

de larg,, com 1 a 4 sementes.’

! BITTIER, H. The middle American species of Lonchocarpus. Contributions from the United States National
Herbarium 20 (2): 37-93, 1917.
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Capitulo 2 Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus atropurpureus

A planta Lonchocarpus atropurpureus ¢ classificada da seguinte forma:
Familia: Leguminosae
Subfamilia: Papilionoideae
Tribo: Milletieae
Sub-tribo: Lonchocarpinae
Género: Lonchocarpus
Subgénero: Lonchocarpus
Sec¢do: Lonchocarpus
Espécie: Lonchocarpus atropurpureus

42



Capitulo 2 Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus atropurpureus

Figura 1: Espécime de Lonchocarpus atropurpureus Benth. cultivado no Parque Ecolégico da
UNICAMP

43



Capitulo 2 Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus atropurpureus

Figura 2: Ramos floridos de L. atropurpureus Benth.

Foto menor: galhos com cachos de flores; Foto maior: detalhe das flores



- Capitulo 2 Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus atropurpureus

2. Materiais e Método:

Os espectros de RMN'H e de RMN"C (totalmente desacoplado e DEPT)
E- foram obtidos em equipamento GEMINI 300BB (VARIAN) com campo de 7 tesla e es-
| pectros de RMN'H e de RMNC (totalmente desacoplado ¢ DEPT) ¢ bidimensionais
(HSQC HMBC, NOESY) foram adquiridos em equipamento INOVA 500 (VARIAN)
com campo de 11 tesla, a temperatura ambiente, sendo as substincias dissolvidas em clo-
rofémno deuterado Merck.

As andlises de CG/EM foram feitas em cromatografo gasoso CG Hewlett -
- Packard HP 5890 série 2 acoplado a espectrémetro de massa HP 5970 e coluna HP-5.

: As anilises de espectrometria de massas (baixa resolugdo, espectro de mas-
. sas de espectro de massas e alta resolugéo) foram realizadas em equipamento VG Auto-
espec utilizando-se a técnica de impacto eletrénico a 70 eV.
j/ Os espectros de ultravioleta foram obtidos em equipamento HP 8452A
l Diode Array Spectrophotometer (compostos 7 e 8) e Cary 5G UV-Vis-NIR
" Spectrophotometer (compostos 9 € 10) sendo as amostras preparadas a uma concentragdo
~ de 0,01mg/mL em metano! grau HPLC. Os valores da absortividade molar (g) foram cal-
culados por:
g = A/c.], onde € = absortividade molar
A = absorbéncia em um determinado comprimento de onda
¢ = concentragdo molar da substincia
1 = caminho ético da cela (1 decimetro)
Os espectros no infravermelho foram adquiridos em equipamento Perkin-
Elmer 1600 (FTIR) em pastilha de KBr (para os sélidos) ou filme liquido.
Os valores de rotago Gtica foram obtidos em polarimetro Carl Zeiss Jena
Polamat A com lampada de mercirio (546nm), 4 temperatura ambiente, sendo as amos-
tras dissolvidas em diclorometano grau HPLC e os valores corrigidos para lampada de
sodio e temperatura de 20°C.
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aT
020 = e e
0™ 11+0,000143 (T-20)] onde T = temperatura na qual a medida foi
realizada
S
Na™ 1,17543  onde ay,> = valor de rotagiio dtica corrigido pela equa-
¢do anterior
20
[a]p?° —ONa
cl onde o> = valor corrigido na equag#o anterior,

ap? = valor de rotagio Otica especifica,
¢ = concentragio em g/L da substéncia,
1 = caminho 6tico da cela (1 decimetro).
Os pontos de fusdo foram obtidos em placas de aquecimento tipo Kofler,
/_instaladas em um microscépio modelo Thermopan (C. Reichest Optische Wercke A G).

' As placas de CCD (Merck Silica gel GF2s4, sobre vidro) e as cromatofolhas
de aluminio silicagel GFys4 0,2 nm (Art. 1.05554, Merck) foram reveladas sob luz UV
(254 e 366 nm) e nebulizadas com solugio de anisaldeido modificada’
(etanol/anisaldeido/acido sulfiirico/ac. acético 90:5:5:1) seguido de aquecimento das pla-
cas cromatograficas. As placas de CCP e CCD sobre vidro foram preparadas no laboraté-
rio com silica gel GFas4 (Merck).

2. 1.Obtencfio de Material Vegetal:

Foram coletados segmentos de raizes (344,5g) de um espécime de L.
atropurpureos cultivado no Parque Ecolégico da UNICAMP no dia 4 de margo de 1997,
em torno das 10h da manhd. Observou-se que as radiculas apresentavam muitos nodulos
de fixagfio de nitrogénio (uma associagdo comum entre espécies leguminosas ¢ bactérias
fixadoras de nitrogénio) (Figura 3); coletou-se também um pequeno ramo com folhas.

2 MERCK. Dyeing reagents for thin layer and paper chromatography. E Merck, Darmstadt, 118p. 1971.



Figura 3: Segmentos de raiz de L. atropurpureus (1°. Coleta)
Notar a ocorréncia de nédulos de fixagéo de nitrogénio.
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Aproximadamente um ano depois, no dia 25 de margo de 1998, também
pela manhd, foram coletados novos segmentos de raizes (cerca de 20g), um ramo florido
eum com sementes e folhas de um espécime cultivado na mata Monjolinho, situada na
Estago Experimental Fazenda Santa Elisa, pertencente a0 Instituto Agronémico de Cam-
pinas, uma vez que ndo foi possivel localizar novamente o espécime cultivado no Parque
Ecolégico da Unicamp. Chamou a atengiio 0 fato de que esta nova amostra de raiz néio
apresentava nédulos de fixagdo de nitrogénio. Cerca de dois meses depois, no dia 5 de
maio de 1998 o espécime cultivado na Unicamp foi novamente localizado sendo entdo
realizada nova coleta (aprox. 50g) quando observou-se a presenga de poucos nddulos
nesta terceira amostra de raiz.

Todas estas coletas foram realizadas sob a orientagdo da Prof* Dr" Ana
Maria Goulart de Azevedo Tozzi (Depto. de Boténica - LB.).

2. 2.0btencio dos extratos e Isolamento dos Constituintes:

Raizes secas ¢ moidas
(156,8¢, 1", coleta)

Primeica exiragho Segunda Extragio
I_ .
Aliguota de raiz Aliquota de raiz
a1,7g (1108)
| T
! ]
Extrato Eter de Torta 1 Extrato Eter de
Petréleo ( 206mg) Torta 1 o petréleo (2,01g)
I |
= , [ |
Extrato Diclorome- T Torta 2 Extrato Diclorometinico
tAnico (133mg) orta 2 (1,90g)
i
L l ] ]
Extrato Metanoli- Torta 3 Torta 3 Extrato Metanélico
co (300mg) (4,09)

Yy

Teste Teste Teste Teste
Blolégwo Biolégico Bmlégleo Biolégico | | Biologico] |Biologice

Fluxograma 1: Extragéio das raizes de Lonchocarpus atropurpureus por Soxhlet
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Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus atropurpureus

Os segmentos de raizes da primeira coleta foram picados, secos em estufa

(70°C/trés dias) e moidos em moinho de facas Willey resultando em 156,8 g de material
moido. A extragiio em Soxhlet com 11,7 g de raizes resultou em 206 mg de extrato éter de

petroleo, 133 mg de extrato diclorometinico ¢ cerca de 300 mg de extrato metanolico

(fluxograma 1).

O extrato éter de petréleo (100 mg) foi fracionado em CCP desenvolvida
com CH,Cl, resultando em oito fragdes, sendo trés as mais interessantes; repetiu-se 0 fra-

cionamento do extrato para enriquecimento das fragdes de interesse. A seguir encontram-

se os fluxogramas correspondentes as andlises em CCP destas trés fragdes:
Fracio 2:

F-2
20mg

CCP Hex/CH,CL/ACOEL 30:10:4
Desenvolvimento Continuo - 100min

F-2.1
6 mg

2°,3, 5—triidmxi—6,7—(2”,2”-dimetilcromeno)—8-(3”’,3”’-dimetilalila)—ﬂavanona

F-2.2
7,1 mg

F-23
3mg

F-2.4
4 mg

Aspecto Fisico: solido pastoso amarelo

[a]’p = -54,43 (CH;Cl,, 6,25 mg/mL)
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UV A mix. (am, log 5): 276 (4,80), 316 (4,35), 372 (3,81) (MeOH,

0,011mg/mL).

IV (KBr, em’): 3406, 2966, 2923, 2844, 1644, 1627, 1460, 1381, 1290, 1233,

1188, 1022, 938,

905, 844, 748.

RMN’H (500MHz, CDCl/TMS): tabela 1, pag. 75.
RMN"C (125MHz, CDCl;): tabela 2, pag. 76.

EM: m/z (%): 422 (100), 407 (65), 405 (13), 404 (17), 389 (26), 361 (<),
351 (4), 349 (6), 333 (6), 286 (4), 285 (7), 271 (29), 258 (5), 243 (17), 231
(29), 215 (32), 136 (5), 135 (3), 107 (15), 91 (7), 77 (7), 69 (2), 57 (<2).

Fragdo 4:

F-4
30mg

CCP Hex/CH,Cl/AcOEL 30:10:4
Desenvolvimente Continuo - 150min

F-4.1
10mg

F4.1
11mg F-4.2
Sme
8 7

2’, 5-diidroxi-6,7—(2”,2”—dimeﬁlcromeno)-s-(3”’,3”’-dimetilalila)—ﬂavanona

Minimiflorina
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//,

Aspecto fisico: oleoso (amarelo)

[a]**p= 4,05 (CH;Cly, 3,15 mg/mL)

UV A méx. (um, log &) 276 (4,73), 314 (4,21), 362 (3,57) (MeOH,
0,01mg/mL).

IV (filme de CH,Cl, cm™): 3418, 2966, 2918, 2855, 1644, 1628, 1600, 1458,
1380, 1297, 1239, 1196, 1160, 1120, 753, 733,

RMN'H (500MHz, CDCl/TMS): tabela 3, pag. 77.

RMN"C (125MHz, CDCl): tabela 2, pag.76.

EM: mvz (%): 406 (81), 391 (100), 389 (2), 373 (19), 361 (<1), 345 (16), 333
(6), 317 (20), 286 (2), 285 (5), 271 (18), 258 (4), 243 (16), 231 (8), 215 (41),
120 (3), 119 (5), 91 (15), 77 (8), 69 (11), 57 (7).

2*% diidroxi-3-Metoxi-6,7-(2”,2"-dimetilcromeno)-8-(3”,3”-dimetilalila)-fiavanona

Aspecto Fisico: cristais aculares amarelos em MeOH

P.F.: 128,8 - 129,2°C

[a]*’p = -12,69 (CH,Cly, 6,7 mg/mL)

UV A mix. (nmm, log €): 276 (4,52), 318 (4,06), 374 (3,29) (MeOH,
0,01mg/mL)

IV (KBr, cm™): 3368, 2966, 2924, 2855, 1643, 1620, 1583, 1500, 1457, 1381,
1338, 1290, 1266, 1233, 1188, 1138, 1127, 1094, 1027, 983, 947, 750, 727.
RMN'H (500MHz, CDCL,/TMS): tabela 1, pag. 75.

RMN®C (125MHz, CDCl,): tabela 2, pag. 76.
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EM: miz (%): 436 (100), 421 (80), 403 (6), 389 (16), 375 (1), 361 (5), 347
(2), 333 (2), 286 (5), 285 (10), 271 (44), 243 (27), 231 (21), 215 (42), 150 (9),

149 (8), 107 (11), 91 (12), 77 (10), 69 (14), 57 (9).

3 5-dildroxi-6,7-(2"2"-dimetilcromeno)-8-(3",3™-dimetilalila)-flavanona

Mundulinol

Fraciio 6:
F-6 (16 mg)
CCP CH.CL,
F-6.1 F-6.2 F-6.3
6 mg 4,2 mg 53 mg
10

OH O
Mundulinol (10)

Aspecto Fisico: oleoso (amarelo)
[]*p= +2,35 (CH,Cl,, 7,25 mg/mL)
UV A méx. (um, log &): 276 (4,86), 316 (4,40), 372 (3,72) (MeOH,

0,016mg/mL)

IV (filme de CH,Cly, cm™): 3449, 2966, 2922, 2844, 1638, 1627, 1583, 1463,

1379, 1355, 1286, 1239, 1190, 1165, 1125, 1022, 944, 844, 765, 735.

RMN'H (300MHz, CDCl,/TMS): tabela 1, pag. 75.

RMN'C (75MHz, CDCl): tabela 4, pag. 78.
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EM: m/z (%): 406 (85), 391 (100), 373 (3), 363 (7), 335 (3), 286 (3), 285 (8),
271 (24), 258 (3), 243 (14), 231 (11), 215 (13), 189 (10), 120 (4), 119 (2), 91
(18), 77 (5), 69 (6), 57 (6).

Com estes resultados promissores iniciou-se a extragio do restante do mate-
rial vegetal (110g), o que resultou em 2,0134 g de extrato éter de petrdleo, 1,90g de ex-
trato diclorometénico e cerca de 4g de extrato metanélico (Fluxograma 1).

O extrato éter de petroleo (2,0g) foi fracionado em coluna de silicagel 60A
(flask’, 200-400 mesh, tubo de vidro de 50 mm de &, fluxo de 50 mL/min) eluida com
diclorometano aumen;ando-se a polaridade gradativamente com metanol. Foram coleta-
das 325 ﬁagﬁgsfpdéi;rimmentc reunidas em 20 grupos com base na analise em CCD
(Tabela 7). Os grupos em destaque foram aqueles elaborados neste trabalho porque conti-
pham maior quantidade de material e apresentaram manchas distintas em CCD. Os de-

mais grupos apresentaram-se como misturas complexas e mais polares.

Tabela 5: Relagdo Fragdo eluida/Concentragiio do eluente e Grupo/Fragéo coletada do extrato
das raizes de Lonchocarpus atropurpureus
Fracdes Grupo Massa (mg) Eluente
1-5 1 265 CH.Cl

116 - 125 8 179

126 - 145 9 244 CH;C1;yMeOH 2,5%
145 - 148 10 76,5 CH;Cl/MeOH 5%
149 - 155 11 80,1

156 - 161 12 51,7

162 - 173 13 26,7

174 - 209 14 78,1 CH:ClyMeOH 10%
210 - 216 15 11,7 CH,ClyMeOH 15%
217 - 237 16 24,1

238 - 261 17 82,3 CH;ClyMeOH 20%
262 - 277 18 16,9 CH,Cly/MeOH 25%
278 - 293 19 18,9 CHiCh/MeOH 1:1
294 - 325 20 100,3 MeOH

ﬂ—“

3 STILL, W. C., KAHNM., and MITRA,A. Rapid chromatographic technique for preparative scparations with
moderate resolution. Journal of Organic Chemistry, 43 (14): 2923-2925, 1978.
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A seguir encontram-se descritos os fluxogramas referentes as analises cro-

matogréficas dos grupos de elaborados:

Grupo 2:
G-2
4595 mg
5 CCP Hex/AcOEt 10%
Desenvolvimento continuo - 160 min
| | | l
G-2.1 G-23 G-24 G-2.6
116,7 mg 11,4 mg 174 mg G258 210,6 mg
G-2.2 64,7 mg
37,7 mg i
CCP Hex/ACOEt 10% CCP Hex/CH,ClIACOE!
3 comidas 2 corvides
] | | ] |
G-2.21 G-2.22 G-2.23 G251 || G252 |] G253
2mg 303 mg 5,0 mg S3mg Img Img G-2.54
10 53 mg
(impuro)
11

5-hidroxi-6,’7—(2”,2”—dimetilcromeno)-s-(S”’,3”’-dimetilalila)—ﬂavanona

Mundulina

OH O

Mundulina (11)

Aspecto Fisico: solido pastoso amarelo

[a}®p = n#io determinado

UV A méx. (nm, log £): ndo determinado
IV (filme de CH;CL;): ndo determinado
RMN'H (300MHz, CDC1;/TMS): tabela 3, pag. 77.

RMN®C (75MHz, CDCl;): tabela 4, pag. 78.
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EM: mvz (%): ndo determinado
Grupo 3:
G-3
75,1 mg
CCP Hex/AcOEt 4:1
G-3.1 e G-33 G-34
133 m 5,4 54
A me G32 e ne
322 mg
CCP CH.Ch
r
G-3.21 G-3.22
12+ 13 10

24 -23 %
BAmirina (12) Lupeal (13)

Aspecto Fisico: solido incolor cristalino

{a]**p= ndo determinado

UV A méx. (am, log €): ndo determinado

IV (filme de CH,Cl;). ndo determinado

RMN'H (300MHz, CDCL;/TMS): tabela 6, pag. 79.

RMNC (75SMHz, CDCL): tabela 7, pag. 80.

CG/EM: Ty (min) m/z (%): Tr= 31,194 (B-amirina + lupeol): 426 (ndo apa-
rece), 220 (2), 218 (100), 207 (13), 191 (6), 189 (19).
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Uma aliquota (9,3 mg) de minimiflorina foi acetilada com anidrido acéti-
co/piridina (0,15 mL/0,15 mL) para confirmar a posigdo dos substituintes no anel A. O
produto acetilado bruto (10,4 mg) foi purificado por CCP (Hex/AcOEt 4:1, desenvolvida
2x) forneceu 7,3 mg de um sélido oleoso amarelo claro cujos dados espectrais de RMN'H
confirmaram se o diacetato de minimiflorina.

Um método de extraciio de extragdo a frio (maceragio)’ foi testado; a meto-
dologia esti resumida no seguinte fluxograma:

Raizes secas e moidas
(2,5 g, 1. coleta)

1) MeOH (3 x 25 mL, 24h cd) - Maceragio
2) Redugdo de volume
3) Adigfio de H,O dest. (~35 mL)

Extrato Hidro-
metanélico total
Hexano (2 x 30 mL)
|
Fracio Hexinica "
Extrato Hidro-
(FHLA, 29,0 mg) metandlico 2
Acetato de Etila (3 x 30 mL)
|
Fragiio Acetato de Etila
(FALA, 29,3 mg) Fracito Hidrometandlica
(FMLA, ~100 mg)

Os grupos G-5 ¢ G-7 foram purificados por cromatografo liquido de alta
eficiéncia semi-preparativo fornecendo, respectivamente, os flavonéides 8 ¢ 9 (Cap. III).

Os segmentos de raiz da segunda ¢ terceira coletas, apos secagem em estufa
(5 dias/30°C), foram extraidos segundo a metodologia de extragdo a frio descrita anten-
ommente; as folhas e fragmentos de caule da primeira coleta e as folhas, casca do caule,

48EQ,E. K., SILVA, G. L., CHAL H. -B., CHAGWEDERA, T.E,, FARNSWORTH, N. R., CORDELL,G. A,
' PEZZUTO, J. M. and KINGHORN, A. D. Cytotoxic prenylated flavanones from Monotes engleri.
Phytochemistry, 45 (3): 509-515, 1997.
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sementes maduras e fragmentos de caule da segunda coleta foram secos em estufa (7 dias
a 30°C) e macerados com éter de petréleo durante 15 dias ¢ todos os extratos resultantes
foram analisados por técnicas cromatograficas (CLAE, Capitulo III).
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3. Resultados ¢ Discussiio:

Quadro 1: Substincias isoladas de Lonchocarpus atropurpureus

OH O
Mundulinol (10)

OH O OH O
8 (inédito) 9 (inédito)

29

4 N0
B-Amirina (12}

Do extrato éter de petréleo das raizes de L. atropurpureus foram isoladas 7
substancias (quadro 1) sendo duas flavanonas minimiflorina (7) e mundulina (1), tés

flavanonéis (8 e 9, inéditos; /0, mundulinol) e dois triterpenos pentaciclicos B-amirina e
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tupeol (12 e 13, respectivamente). A seguir, encontram-se as discuss®es a respeito da de-

terminagdo estrutural destes compostos por classe.

3. 1. Flavanonas:

3. 1. 1. Substiincia 7 - Minimiflorina

Figura 4: Minimiflorina

Este composto apresentou sinais caracteristicos para o anel C de uma flava-
nona em 8y 2,91 (1H, dd, J = 17 e 3Hz, H-3eq), em & 3,12 (1H, dd, J = 17 e 12Hz, H-
3ax) e em 8y 5,63 (1H, dd, J = 12 e 3Hz, H-2) no seu espectro de RMN'H (500MHz,
Tab. 3, pag. 77; Fig. 5, pag. 84) e também em 8¢ 41,9 (C-3) e em S¢ 76,8 (C-2) no espec-
tro de RMN'3C (75MHz, Tab. 2, pag. ; Fig. 6.a, pag. 85). O grupo hidroxila em C-5 for-
ma ponte de hidrogénio com o grupo carbonila em C-4 como foi evidenciado pelo sinal
em Sy 12,26 (1H, ). Dois dubletos largos (8 6,91, 1H, dl, J=7,5Hz, H-3’e 64 7,32, 1H,
dl, J=7,5Hz, H-6) e dois tripletos largos (3y 6,98, 1H, #, J=7,5Hz, H-5’ e 84 7,26, 1H,
il, J = 7,5Hz, H-4") sugeriram um anel B 2’-substituido por uma hidroxila (posigio de
substituigio bastante incomum)’. Pelos espectros de RMN'*C (75MHz) e de DEPT (fig.
6.b, pag. 85) os sinais em &¢ 124,3, 153,7, 116,9, 129,9, 120,9 e 126,2 foram atribuidos
respectivamente a Co-1°, Co-2°, CH-3°, CH-4’, CH-5" ¢ CH-6’.

S INUMA, M. and MIZUNO, M. Natural occurrence and synthesis of 2’-oxygenated flavonmes, flavonols,
flavanones and chalcones. Phytochemistry 28 (3): 681-694, 1989.
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Um grupo 3,3’ -dimetilalil foi observado pelos seus sinais caracteristicos
no espectro de RMN'H (500 MHz) em 8y 1,68 (6H, s, CHy-4” ¢ CH;3-5"), 81 3,24 (2H,
m, H-1"") e 8y 5,63 (1H, #l, J = THz, H-2"") ¢ no de RMN"C em 8¢ 17,8 (CH3;-4""), 8¢
21,5 (CHy-1""), 25,8 (CH;-57"), 122,2 (CH-2"") e 1317 (Co-3"). O grupo 27,27-
dimetilcromeno foi caracterizado por absorgdes caracteristicas em 3y 5,53 (1H, d, J =
10Hz, H-3") ¢ 8y 6,65 (1H, d, J = 10Hz, H-4") ¢ 3¢ 28,3 (CH;-2"a), &¢ 28,4 (CH;-2"b),
8c 78,3 (Co-27), 8¢ 115,6 (CH-3") e ¢ 126,2 (CH~4"). Como o fon de m/z = 120 do es-
pectro de massas revelou ym anel B substituido por uma hidroxila em C-2°, esses grupos
deveriam estar ligados ao anel A, o que foi evidenciado pela presenca, no espectro de
massa, dos ions de m/z 286 (M" - 120, 2%) e 285 (M" - 120 - 1H, 5,3%). Porém estes
grupos poderiam estar ligados neste anel de trés formas:

Figura 7: Possiveis posi¢des dos substituintes no anel A

A proposigdo C foi rapidamente descartada uma vez que, no espectro de
RMN'H (500 MHz) de 7, observou-se claramente a presenga de uma hidroxila quelato-
génica (8 12,28) ¢ o espectro de RMN'’C (75 MHz) apresentou apenas um sinal em ¢
196,3 correspondente a uma carbonila; assim deveria haver uma hidroxila em C-5 for-
mando ponte de hidrogénio com a carbonila em C-4. Para decidir entre as outras duas hi-
poteses (4 e B, Fig. 7), procedeu-se a acetilagdo do composto, uma vez que segundo da-
dos da literatura® se o 2”,2”-dimetilcromeno estiver fundido angularmente ao anel A

§ ARNONE, A.; CARDILLO,G.; MERLINT, L. AND MONDELL], R. - NMR effects of acctylation and long-range
coupling as a tool for structural elucidation of hydroxychromenes. Tetrahedron Letters 43: 4201-4206,
1967.
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(B) os hidrogénios H-3"¢ H-4” sofreréio desprote¢8o apos acetilagfio da hidroxila em C-5;
porém se esse mesmo grupo estiver ligado limearmente (4) o hidrogénio H-3" sofrerd
desprotegdio enquanto que o hidrogénio H-4" serd protegido pelo cone de protegdo da
carbonila do acetato ligado em C-5. A anslise do espectro de RMN'H (300 MHz) do pro-
duto diacetilado revelou uma protegio do H-4” seguida de uma desprotegdo do H-3”
(Tab. 8; fig. 8, pag. 86) indicando que a hipdtese 4 (grupo 2 2 -dimetilcromeno linear
ao anel A, minimiflorina) é a correta.

Tabela 8: Diferenﬂ de deslocamento guimico entre minimiflorina e seu acetato.
#

Hidrogénio _ Minimiflorina (8) Diacetato () Ad
H-3" 5,44 5,65 +0,21
H-4” 6,63 6,38 =025

et st e e e et ———E————

Os experimentos bidimensionais HSQC (Tab. 9, pag. 81; Fig. 9, pag. 87) e
HMBC (Tab. 9, pag. 81; Fig. 10, pag. 88) permitiram atribuir os carbonos C-6 ¢ C-8, for-
necendo assim mais uma evidéncia da posigdo linaer do grupo 2”,2”-dimetilcromeno. Fo-
ram relevantes as correlagdes dos hidrogénios H-1" (8y 3,24) com os carbonos C-7 (8¢
158,7, P), C-8 (108,8, /), C-9 (159,7, J), C-1"" (21,4, /'), C-2” (1222, ) e C-3”
(131,7, P) e do hidrogénio H-3" que apresentou correlagdes com C-6 (103,3, B, C-27
(78,3, P) e C-3” (126,2, JY).

Como j4 foi mencionado, o estudo do espectro de massas (Fig. 11, pag. 89)
deste composto confirmou a presenga dos substituintes ligados no anel A (2°,2"-
dimetilcromeno e 37,3’ -dimetilalila) e no anel B (hidroxila em C-2’); outro fragmento
idnico interessante foi o fon m/z 391 (100%) decorrente da perda de um radical metila a
partir do ion molecular m/z 406 (81,3%) muito comum em compostos Com grupo 27,27
dimetilcromeno. O fon m/z 373 (18,8%) pode ser prontamente racionalizado através da
saida de 4gua a partir do fon m/z 391, enquanto os ions m/z 345 (15,6%) ¢ m/z 317
(19.9%) foram explicados através da saida, respectivamente, de gis carbonico ¢ 2-metil-
1-propeno a partir do ion m/z 373 (Quadro 2).

"NARAYANA, RM.: KRUPADANAM, G.L.D. and SRIMANNARAYANA, G. - Four isofiavones and two 3-aryl
coumnarins from stems of Derris scandens. Phytochemistry, 37 (1): 267-269, 1994.
61



Capitulo 2 Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus atropurpureus

Uma rota de fragmentagio muito importante nesta classe de composto € a
fragmentagio tipo Retro Diels-Alder do anel C; entre os fragmentos idnicos que se expli-
cam por esta rota destacam-se os fons m/z 286 (2%, cétion radicalar) e m/z 285 (5,3%,
cation) ambos ja discutidos anteriormente, assim como os ions m/z 258 (3,7%) e m/z 231
(8,3%) que foram explicados pela perda de gas carbbnico ¢ radical 2-metil-1-propenila,
respectivamente, a partir do.cation radicalar m/z 286. As baixas abundéncias relativas su-
geriram a ocorréncia de outra fragmentagdio preferencial e esta foi prontamente identifi-
cada como tendo inicio na fragmentagiio, tipo Retro Diels-Alder, do ion m/z 391 (100%)
originando o ion m/z 271 (18,4%). Os fons m/z 243 (16,4%) e m/z 215 (41,3%) foram
explicados pela perda de gés carbonico e de 2-metil-1-propeno, respectivamente, a partir
do cétion m/z 271. Todos estes ions descritos anteriormente caracterizaram o anel A do
composto 7 (Quadro 3).

Os ions caracteristicos do anel B apos a fragmentagdio tipo Retro Diels-
Alder do anel C, tanto a partir do ion m/z 406 (M+) quanto do ion m/z 391 (M#+ - 15),
estdo representados no quadro 3 e a maioria diz respeito & fragmentagdo caracteristica de
anéis benzénicos.

O espectro no ultravioleta apresentou o perfil esperado para o esqueleto fla-
vanona, com absorgdo maxima em 276 nm (log € = 4,73) na regifio da Banda II dos fla-
vonébides (croméforo benzoila) (Fig. 12, pag. 90); no espectro no infravermelho destaca-
ram-se as absorgdes relativas a ligagio H-O (3418,1 cm™) e a carbonila (1644,4 cm™)
(Fig. 13, pag. 91).

Todos estes dados convergem para identificagdo de Minimiflorina (Fig. 4,
pag. 59) que foi inicialmente isolada de Lonchocarpus minimiflorus® (sementes), que é
uma espécie fortemente correlacionada com L. atropurpureus quanto a classificagio bo-

tanica’. Esta flavanona também ja foi isolada de Lonchocarpus orotinus'® (sementes).

® MAHMOUD, E-H. N., and WATERMAN, P. G. Minimiflorin: a new 2’-hydroxyflavanone from Lonchocarpus
minimiflorus seeds. Journal of Natural Products 48 (4): 648-650, 1985.

S PITTIER, H. The middle American species of Lonchocarpus. Contributions from the United States National
Herbarium 20 (2); 37-93, 1917.

10 WATERMAN, P. G. and MAHMOUD, E-H. N. Unusual flavanoids from Lonchocarpus orofinus sceds.
Phytochemistry 26 (4): 1189-1193, 1987.
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Quadro 2: Proposta de Fragmentagio para Minimiflorina (7) e para substéncia 8:

B 1+

»
—J—r[\?q miz=69(11.2%, 7)
(143% 8 |

L OH O - - OH © _
miz = 391 (100%, 7) m/z = 406 (31,3:/., 7
vz = 421 (80,3%, &) \<H20 miz = 436 (100%%, 8)

L OH © _

miz = 373 (18.8%. 7)
m/z = 403 (5.8%. 8)

oo

- OH O .

m/z = 389 (2.2%. saidade 1y, 7)
(15.9%%, saida de MeOH. 8)

miz=317(19,9%, 7)
R m/'z = 347 (1,6%, &)

L

mz = 345 (15,6%, 7)
miz = 375 (1,4%, 8)

mfz = 333 (6,4%. 7)
(2.3%, 8)

T
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Quadro 3: Proposta de Fragmentagdo tipo Retro Diels-Alder para Minimiflorina (7) e para a

substincia 8

L CH
Wz =436 (L00%, & o + G000 [ + :\
CHy V\JO (i}
miz = |20 3%, 7) miz=91{12%, 8
miz = )50 (9%, £
l»ﬂ,
CH00
mfz-mﬂm,?) % o
A RN | v <
B L OH O -
o'z = 391 (100%, 7) miz=119 (%, 7
/u\\)\ mf:-azl(m.s) lRDA miz= 145 (8%, 8) 'z = 107 (11%, &)
_ © N\ fu,cc /<‘
Q [s] | t‘ . -
+
Eﬁ% Y 3
Ok o
- miz =77 8%, 7)
vz = :swm.?) mz =23 W%, 7 mizm 9l [15% 7 (19%, 8)

(10%, &

RD o o RDA
;/ iz = 406 (B1%, 7) -

(20%, 8

_ 1 ,L

ﬂ-l?l{lm?)
| < T s \<
@ Q
G c?
Ca
b ™0

OH
m'z = 243 (16%, 7) mfz=2|5(::;;?)

(27%, &)

=]
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3. 1. 2. Compesto 11, Mundulina:

Figura 14: Mundulina

Este composto também apresentou absorgdes caracteristicas do esqueleto
flavanona no espectro de RMN'H (300 MHz, Tab. 3, pag. ; Fig. 15, pag. 92) em 5y 2,83,
1H, dd, J = 17,2 € 3,3 Hz (H-3eq.), 8y 3,04 ,1H, dd, J = 17,2 ¢ 12,9 Hz (H-3ax.) e 8y
5.41,1H, dd, J=12,9 ¢ 3,3 Hz (H-2) e no de RMN'?C (75 MHz, Tab. 4, pag. ; Fig. 16.a,
pag. 93) em &¢ 78,1 (C-2) e 3¢ 43,3 (C-3). As absorg¢des na regiio de hidrogénios aroma-
ticos (aprox. 8y 7,40, SH, m, H-2’, H-3’, H-4’, H-5" ¢ H-6") ¢ de carbonos aromaticos (d¢
126,2, C-2’ ¢ C-4’; 8¢ 128,9, C-3°, C-4’ ¢ C-5’) sugeriram a presenga de um ane! B livre.
Os sinais em 8y 3,22 (2H, dl, J=7Hz, 1) e 84 5,16 (1H, d, /=7 Hz, H-2"") no espec-
tro de RMN'H e em 8¢ 21,3 (1), 8¢ 122,7 (2™), 8¢ 25,6 (4”") e 8¢ 17,6 (57") no de
RMN"C foram atribuidos ao grupo 37°,3”-dimetilalila; ja os sinais em 8y 5,50 (1H, d, J
= 10 Hz, 3”) e 8y 6,64 (1H, d, J = 10 Hz, H-4”) no espectro de RMN'H e em 8¢ 128,7
(3™, 8¢ 115,8 (47), 8¢ 28,1 (CH;-2”, 2C) no de RMN'3C caracterizaram o substituinte
2” 2”-dimetilcromeno, ambos os substituintes estavam ligados ao anel A. Como isolou-se
uma pequena quantidade deste composto e este ainda estava impuro, os dados de
RMN!3C foram insatisfatorios e ndo foi possivel obter os demais dados espectroscopicos
desta flavanona. Os dados obtidos parecem convergir para o composto Mundulina isola-

do pela primeira vez de Mundulea sericea "

1 VAN ZYL. J. J.; RALL, G. J. H,, and ROUX, D. G. The structure, absolute configuration, synthesis, and °C
N.m.r. spectra of the prenylated pyranoflavonoids from Mundulea sericea. Journal of Chemical Research
(M): 1301-1320, 1979 and (S): 97, 1979.
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3. 2. Flavanondis:

3. 2. 1. Substiincia 8, inédita:

Figura 17: Flavanonol 8, inédito

A analise dos dados espectrais [RMN'H (500 MHz), RMN'*C (125 MHz) e
massas) deste composto indicou uma grande similaridade com minimiflorina ¢ as absor-
¢oes em &y 4,16 (1H, 4, J= 11 Hz, H-3), ¢ 8y 5,45 (1H, 4, J = 11 Hz, H-2) no espectro
de RMN'H (Tab. 1, pag. 75; Fig. 18, pag. 94) e em &¢ 77,8 (C-2, CH) e 8¢ 81,8 (C-3,
CH) no espectro de RMN'*C (Tab. 2, pag. 76; Fig. 19.a, pag. 95) permitiram caracterizar
o anel C de um flavanonol. Além disso, os espectros de RMN'H e de RMN"C mostra-
ram sinais em Sy 3,60 (3H, s) e em 8¢ 61,9 (CHs) tipicos do grupo metoxila (O-CHs) no
carbono C-3, 0 que permitiu caracterizar a substancia 8 como sendo um flavanonol meti-
lado. O anel B apresentou-se hidroxilado em C-2’ pelos deslocamentos quimicos € aco-
plamentos dos quatro hidrogénios aromaticos (8y 7,00, 1H, dd, J = 8 ¢ 1Hz, H-3’; ¥y
7,04, 1H, td, J=8 e 1Hz, H-5"; 84 7,31, 1H, td, J=8 ¢ 1Hz, H-4’ ¢ 837,51, 1H,dd J =
8 e 1Hz, H-6").

Os grupos 2”,2”-dimetilcromeno e 3”°,3”’-dimetilalila, caracterizados pelos
deslocamentos quimicos tipicos descritos na Tab. 1 (pag. 75), estavam ambos ligados ao
anel A como ficou evidenciado pela racionalizagdo do espectro de massas (Quadros 2 € 3,
pag. 63 e 64; Fig. 11, pag. 89); o experimento de espectro de massas de espectro de mas-
sas (Fig. 20, pag. 96) permitiu confirmar a proposta de fragmentagio representada nos
quadros 2 e 3.
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Para confirmar a posigiio dos grupos ligados ao anel A foram realizados os
experimentos bidimensionais de ressonéncia magnética nuclear HSQC (Tab. 10, pag. 82;
Fig. 21, pag. 97) e HMBC (Tab. 10, pag. 82; Fig. 22, pag. 98). Os gréficos de contorno
indicaram que o grupo 2”,2"-dimetilcromeno estava ligado linearmente ao anel A uma
vez que o hidrogénio H-1"" (84 3,23) apresentou correlagdes com C-7 (8¢ 158,3, F), C-8
(5c 109,1, /), C-9 (8¢ 1603, F) € o H-3" (y 5,54) mostrou correlagdes com C-6 (8¢
103,5, /) e C-4” (8¢ 127,1, F).

O espectro de massas de alta resolugfio (Fig. 23, pag. 99) mostrou o pico do
jon molecular M™ = 436,188560 (0,0%) correspondente 2 formula molecular CzsHz306
(436,188589); o que esta de acordo com a formula descrita através da analise dos dados
de ressondncia magnética nuclear e de espectrometria de massas de baixa resolugéo.

O espectro no ultravioleta (Fig. 12, pag. 90) mostrou o perfil esperado para
um flavanonol, com o méiximo de absorgdo em 276 nm (log £ = 4,52), banda II
(croméforo benzoila) de flavondides. Do espectro no infravermelho (Fig. 13, pag. 91),
destacam-se as bandas referentes a ligagdes O-H (3368,1 cm™) e C=0 (1643,3 cm™).

Estes dados permitiram caracterizar este flavanonol como sendo 5, 2™
diidroxi-3-metoxi-6,7-(2 ", 2 "-dimetilcromeno)-8-(3 ", 3" -dimetilalila)-flavanona. ~ Apbs

ampla pesquisa em Chemical Abstracts verificou-se que este composto era inédito.

3. 2. 2, Substiincia 9, inédite:

Figura 24: Flavanonol 9, inédito
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No espectro de RMN'H (500 MHz, Tab. 1, pag. 75; Fig. 25, pag. 100) de 9
observaram-se absorg3es caracteristicas do esqueleto flavanonol em &y 4,53 (1H, dJ=
12Hz , H-3) e em 8y 5,39 (1H, d, J = 12Hz , H-2) € no espectro de RMNC (75 MHz,
Tab. 2, pag. 76; Fig. 26.a, Pég-l 101) os sinais emSc 78,6 (C-2) e &¢ 73,2 (C-3). O grupo
2” 2”-dimetilcromeno foi novamente identificado pelos sinais em 3y 5,55 (1H, d, J = 10
Hz, H-3") ¢ 3y 6,64 (1H, d, J = 10 Hz, H-4") ¢ em 3¢ 28,4 ((CH3)-2"), &¢ 78,0 (C-27),
8¢ 115,3 (C-37) e 8¢ 126,8 (C-47); as absorgdes em 8y 3,2 (2H, m, H-1"") e 8y 5,12 (_IH,
i, J=7 Hz , H-2") ¢ em 8¢ 25,8 (CH;-5"), 8¢ 17,9 (CH3-4""), 3¢ 131,7 (C-3"), &c
122,0 (C-2”") e 3¢ 21,3 (C-1"") permitiram a identificagiio de um substituinte 3™’,3™’-
dimetilalila. A presenga de um sinal largo em 3y 4,17 no espectro de RMN'H indicou a
presenga de uma hidroxila em C'.3’ caracterizando um flavanonol com hidroxila livre.

Para confirmar a posi¢do dos grupos 2”,2”-dimetilcromeno ¢ 37°,3"’-
dimetilalila foram realizados os espectros bidimensionais HSQC (Tab. 11, pag. 83; Fig,
27, pag. 102) e HMBC (Tab. 11, pag. 83; Fig. 28, pag. 103). Esses graficos de contorno
indicaram que o grupo 2”,2”-dimetilcromeno estava ligado linearmente ao anel A uma
vez que o hidrogénio H-1"’ (dy 3’2.3) apresentou correlagdes com C-8 (8¢ 109,6, JeC-
9 (8¢ 160,0, .)’3) enquanto o H-3" (8y 5,55) mostrou correlagdes com C-6 (8¢ 103,5, .]3) e
C-2” (8¢ 78,7, J°).

No espectro de massas, os ions m/z 286, 285 e 271 (fragmentagdio tipo Re-
tro Diels-Alder do anel C) sugerem que 0s grupos substituintes estavam ligados aos anel
A. Os fragmentos i6nicos observados nesse espectro podem ser explicados pelos mesmos
mecanismos de fragmentagdo discutidos para os compostos 7 € 8 (Quadros 4 e 5, pag. 69
e 70; Fig. 29, pag. 104).

O espectro de massas de alta resoluglio (Fig. 23, pag. 99) indicou um peso
molecular de 422,172916, observada, e 422,172939, calculada, sugerindo a formula es-
trutural de C,sH60s; esta formula é compativel com a anélise dos dados espectrais ante-

riormente descrita.
Os espectros no ultravioleta (Fig. 12, pag. 90) ¢ no infravermelho (Fig. 30,
pag. 105) apresentaram as absorg3es esperadas para o esqueleto proposto, a saber, absor-
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¢do méx. em 276 nm (log £ = 4,80) (banda II) ¢ absor¢Ges para as ligagbes O-H (3406,1

cm™) e C=0 (1644,4 cm™).

Apés ampla pesquisa no Chemical Abstracts, verificou-se que 352~

wriidroxi-6,7-(2",2"-dimetilcromeno)-8-(3"",3" -dimetilalila)-flavanona era uma estrutu-

ra inédita.

Quadro 4: Proposta de fragmentagiio para o composto 9 e para Mundulinol (10)

4+ B 14
HO +
£ KA
miz ~ 69 (2% 9)
(6%, 10)
L OH ©O . L. OH O -
R = OH m/z = 404 (17%, 9) R = OH m/z = 422 (100%, 9)
R=H m/z=388(<1%, 10) R=H m/z=406 (85%. 10)

H;

A

L OoH O -
R = OH miz = 405 (13%, 9) R = OH m/z = 407 (65%, 9)

R=H m/z=405(13%. 1) HLO, R=H m/z=1391(100%. 10}
r _

[0} 0 i
R = OH m/z = 351 (<4%, 9)
R=H miz=335(3%, 10)

I
L OH i
L OH O© _ R = OH m/z = 361 (9%, 9)
R = OH m/z = 389 (26%, 9) R=H m/z=345(<2%, 1)

R=H miz=373(3% I6)

o J\‘/

(8] &)
R=0Hm/z =333 (11%, 9}
R=H mfz=317(<1%, 10)
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Quadro 7: Proposta de fragmentaggo tipo Retro Diels-Alder
para o composto 9 e para Mundulinol (10)

1

CH ©O .
R = OH m/z = 422 (100%, 9)
P‘.1)7/ R=H miz= 406 (85%, 10) RD.A .
_ - 3 R~
3
- HD . « |
R = OH mz = 136 (5%, 9)
Q 0 R=H m/z=104(<1%, /0)
X
L N
L =0 . H.

OH _
miz = 286 (4%, 9) | OH © l

(3%, 16) R = OH miz = 391 (65%, 9) "

o H, R=H mz~391(100%, /0) 5 %

7 f
RD.A. R )
5 7 - - R~ OHm/z = 135 (3%, 9)
| R=H m/z=103(2%,70) R=0OHwz=107(15%.9)
| R=H mz="91(14%, I0)
o | o 4
= o o
NN
e ] |
R = C.
L OH - o o
iz = 285 (T%, -
‘ (gx%, .'93) miz= 271 {29%, 9)
{24%, 10} )L
‘ - oH ]
!

T ¢ 0
= N\ miz = 215(32%, 9)
+OH (13%, 10)

1%, 10) miz = 243 (17%, 9
(14%, 1Y
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3. 2. 3. Substancia 10, Mundulinol:

Figura 31: Mundulino}

Observou-se, neste espectro de RMN'H (300 MHz, Tab.1, pag. 75; Fig. 32,
pag. 106), os sinais tipicos de um flavanonol em dy 4,51 (1H, dd,J= 11e 1Hz H-3) e
em 8y 5,06 (1H, d, J = 11 Hz, H-2), cujos correspondentes sinais no espectro de RMN"™C
(75 MHz, Tab. 4, pag. 78; Fig. 33.a, pag. 107) estavam em 8¢ 72,5 (C-2) e em 5 83,1 (C-
3); a presenca de um sinal integrando para um hidrogénio em 8y 3,54 indicou a existéncia
de uma hidroxila livre em C-3. As absorgﬁ-es em &y 7,47 (3H, m, H-3’, H4’ e H-5") ¢ &y
7,57 2H, dd, J= 1,5 e 1,5Hz, H-2’ ¢ H-6’) indicaram um anel B livre. Os grupos 2”,2”-
dimetilcromeno e 3”’,3”’-dimetilalila também foram identificados através de suas absor-
¢Oes caracteristicas (Tab. 1, pag. 75).

A anilise do espectro de massas (Quadro 4 e 5, pag. 69 e 70; Fig. 29, pag.
104) foi muito similar a realizada aos compostos anteriores, evidenciando mais uma vez a

forte correlagdo entre os compostos isolados.

Os espectros de ultravioleta (Fig. 12, pag. 90) e de infravermelho (Fig. 30,
pég. 105) demonstraram os sinais esperados em A max. 276 nm (log € =4,86) e absorgdes
para as ligagdes O-H e C=0 em respectivamente 3449,0 e 16389 cm”.

Todos os dados corroboraram para a identificagdo de Mundulinol, um fla-

vanonol isolado pela primeira vez de Mundulea sericea'

12 VAN ZYL, J. I; RALL, G. J. H., and ROUX, D. G. The structure, absolute configuration, synthesis, and °C
N.m.r. spectra of the prenylated pyranoflavonoids from Mundulea sericea. Journal of Chemical Research
MD): 1301-1320, 1979 and (S): 97, 1979.
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3. 3. Triterpenos pentaciclicos, -amirina (11) e lupeol (12):

PrAmirina (12)

Figura 34: B-Amirina e Lupeol

A comparago entre o espectro de RMN'’C (75 MHz, Tab. 7, pag. 80; Fig.
35.a, pag. 108), DEPT (Fig. 35.b, pag. 108) e dados da literatura'® permitiram identificar
os niicleos ursoleano e lupano, ambos hidroxilados em C-3. O composto 12, B-amirina,
apresenton no espectro de RMN"C absorgdes caracteristicas em 8¢ 79,1 (C-3, CH), 8¢
121,9 (C-12, CH,), 8¢ 145,4 (C-13, CH), 8¢ 46,9 (C-19, CH,), 8¢ 30,9 (C-20, Co), 3¢
33,3 (C-29, CH,) ¢ 8¢ 23,7 (C-30, CHs) que foram confirmadas com dados publicados'*;
j4 Tupeol (13) foi identificado pelos sinais no espectro de RMNC em 8¢ 79,0 (C-3,
CH), 8¢ 25,1 (C-12, CH,), 3¢ 38,1 (C-13, CH), 3¢ 47,9 (C-19, CH), 8¢ 151,2 (C-20, Co),
8¢ 109,3 (C-29, CH,) e 8¢ 19,3 (C-30, CH3) e confirmado pela literatura'’. O espectro de
RMN!'H (300 MHz, Tab. 6, pag. 79; Fig. 36, pag. 109) apresentou sinais em 8y 0,76, &x
0,84, 8y 0,97, &y 1,04, 3y 0,95, dy 0,79 e Sy 1,69 (singletos, metilas H-23, H-24, H-25,
H-26, H-27, H-28 e H-30, respectivamente), em 3y 4,57 (1H, dd, J= 2,5 ¢ 1Hz, H-29a) ¢

13 OLEA, R.S.G. e ROQUE, N.F. Anslise de misturas de triterpenos por RMN"*C. Quimica Nova I3 (4): 278-281,
1990.

4 SEQ, S.; TOMITA, Y.; TORI, K. Carbon-13 NMR spectra of urs-12-enes and application to structural
assignments os components os sodon japonicus Hara tissue cultures. Tetrahedron Letters /: 7-10, 1975.

5 WENKERT, E.;, BADDELEY, G.V.; BURFITT, LR. and MORENO, L.N. Carbon-13 nuclear magnetic
resonance spectroscopy of naturally-occurring snbstances - LVIL Triterpenes related to lupane and hopane.
Organic Magnetic Resonance // (7): 337-343, 1978,
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em &y 4,69 (1H, di, J = 2,5Hz, H-29b) referentes a lupeol ¢ em dy 3,21 (dd, J=10,5 ¢
5Hz, H-3) e em 8y 5,18 (1H, ¢, J = 3,5Hz, H-12) atribuidas a B-amirina,.

Quadro 8: Proposta de fragmentagdo Tipo Retro Diels-Alder para B-Amirina:

- S

m/z = 426 (ndo aparece)

m/z = 208 (<2%)

i»H.

mz = 203 (56%) m/z = 189 (19%)

m/z = 207 (13%)

A analise do cromatograma (CG/EM, Fig. 37, pag. 109) revelou a presenga
de uma mistura complexa, onde o pico com Tg = 31,194 min corresponde & mistura lupe-
ol + B-amirina; o espectro de massas deste pico mostrou as fragmentagdes caracteristicas

para esses dois niicleo, com o fragmento idnico m/z 218 (100%) sendo explicado por um
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mecanismo tipo Retro Diels-Alder'® para B-amirina (Quadro 8) e por um mecanismo de

quebra de ligag#io sigma e rearranjos'’ para o lupeol (Quadro 9).

Quadro 9: Proposta de fragmentaciio através de clivagem sigma e rearranjos para Lupeol:

$

m/z = 406 (nﬁo aparece)

Hs

-
H,
— _5_.\‘

H
~ m/z =191 (6%) m/z = 189 (19%)

x_, :

m'z= 220(2%) .

mz =207 (13%) mfz 218 (100%) ~

z =203 (56%)

16 SHANNON, J.S. Studies in mass spectroscopy - VII. Triterpenoids: ifflaionic acid. Australlian Journal of
Chemistry 16 : 683-689, 1963.

1 MUCCINO, R.R. and DJERASSI, C. Mass spectroscopy in structural and stereochemical problems - CCXXXIX.

Elucidation of the ring D cleavage in lanostane. Journal of the American Chemical Society 96 (2). 556-
570, 1974.
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Anexo C: Tabelas

Tabela 1: Dados de RMN'H (CDCls) dos compostos &, 9' e 107

OH O OH O OH O
Substincia 8 Substincia 9 Substiancia 10

H J multiplicidade e J 5 multiplicidade e J 5 multiplicidade e J
2 5,43 1H,d, J=11Hz 5,39 1H,d, J=11Hz 5,06 1H, d J=12Hz
3 4,15 1H,d, J=11Hz 4,53 1H,d J=11Hz 4,51 1H,d J=12Hz

3-OR 3,60 3H, s, O-CH: 4,18 1H, s/, OH 3,54 1H,d,J=1Hz, OH
OH-5 | 11,95 14, s 11,29 1H, s 11,42 1H, s
OH-2' | 6,73 1H, s 6,86 1H, si, OH - —
3’ 700 1H,dd,J=1e8Hz 7,02 1K, dl,J=75Hz 741  5H,m H-2’,H-3’,
T i 731 1H,#d J=1e8Hz 7,30 tH,#, J=75Hz ——— H4’, H-5' e H-6’

5 703 1H ddJ=1e8Hz 7,05 1Hd,J=75Hz —_
6’ 752 1H,tdJ=1e8Hz 757 4,4, J=75Hz —
CHs2” | 1,45 3H, s 1,46" 3H, s 1,46" 3H, s
CH-2” | 14T 3H, s 1,47 3H, s 1,47° 3H, s
3” 5,54 1H,d J=10Hz 5,55 1H,d J=10Hz 5,54 1H,d J=10Hz
4” 6,65 IH,dJ=10Hz 6,64 IH,d J=10Hz 6,65 IH,d J=10Hz
f it 323 2H dd J=6e10Hz 3,23 2H,dd J=7el0Hz 3,19 2H, dl, J=7Hz
2 5,12 14, ¢, J=6Hz 512 1H ¢, J=7THz 514 1H,tq J=Te1Hz
47 1,66 3H, s 1,66 ¢ 6H, s 1,61- 3H,d,J=1Hz
” 1,67 3H, s — — 1,65+ 3H,d,J=1Hz

W

"™~ dados intercambiaveis, * H-4"" ¢ H-5, ! espectros a 500 MHz, * espectro a 300MHz

75



Anexo C Tabelas do Capitulo 11

Tabela 2: Dados de RMN'*C (CDCl;) de Minimiflorina (7) '
e das substancias 8% 9 .

* " sinais intercambidveis;, 75 MHz, © 125 MHz;,
* este sinal foi mascarado pelo sinal do cloroférmio.
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Tabela 3: Dados de RMN'H (CDCLy) dos Minimiflorina (7)' € Mundulina (11)

OH O OH O
Substincia 7 Substincia 11
H K multiplicidade e J 5 multiplicidade e J
2 5,63 1H, dd, J=13 ¢ 3Hz 541 1H,dd, J=13e3,3Hz
3eq 2,91 1H,dd J=17e3Hz 2,83 1H,dd,J=17¢3,3 Hz
3ax 3,12 1H,dd, J=17 e 13Hz 3,04 1H,dd, J=17e 13Hz
OH-5 12,28 1H, s 12,25 1H, s
3 6,91 1H,dl,J=75Hz 7,40 SH, m, H-2", H-3’
4 7,27 1H,¢,J=75Hz H-4’, H-5’ e H-6
5 6,98 1H,dl,J=75Hz
6’ 7.32 H,¢,J=75Hz
CHs2” 1,45 3H, s 1,43° 3H, s
CHz-2” 1,47 3H, s 1,45° 3H, s
3” 5,53 1H,d, J=10Hz 5,50 1H,d J=10Hz
4 6,65 H,4,J=10Hz 6,64 H,d J=10Hz
} i 3,24 2H, dd, J =17 ¢ 10Hz 3,22 2H, dl,J=7Hz
2* 513 H,¢J=7THz 5,16 H, d,J=7Hz
47 1,68# 6H, s 1,65 6H, s
5 1,684 — 1,65" —

— e
**% dados intercambiaveis, * H-4" ¢ H-5, ! espectros a 500 MHz, 2 espectro a 300MHz
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Tabela 4: RMN*C (75MHz, CDCls) de Mundulinol (10) ¢ Mundulina (11)

Mundulinol (10) Mundulin (11)

Co6 109,4 -
Ce7 159,5 -
Cr8 103,3 -
Cor9’ 161,0 -
Cr10° 100,3 -

CH-4’ 129,3 1289
CH-5’ 128,7 128,9
CH-6’ 1275 126,2
Cy2” 78,5 -
CH-3” 115,5 1158
CH-4” 126,5 128,7

CHy2”" 28,2 28,1

CH:-2"" 28,2 28,1
CH-1"" 21,1 21,3
CH-2"" 1222 122,7
Ce-3"" 131,5 .
CH4"" 17,5 17,6
CH:=5'" 25.6 25.6
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Tabelas do Capitulo I

Tabela 6: RMN'H da mistura p-Amirina (/2) + Lupeol (13)

n°H S multiplicidade ¢ J

H-23° 0,76 s

H-28'~’2 0,79 s

H-24 0,84 s

H-272 0,95 s

H-25 z 0,97 s

H-26 1,04 s

H-30° 1,69 s

H-3 -2 3,21 dd, J=10,5¢ 5Hz
H-29a *?2 4,57 dd,J=25e 1Hz
H-29b *2 4,69 dl, J=2,5Hz

H-12! 5,18 t,J=3,5Hz

_H12 508 LT JOONZ
! atribuidas a B-amirina, ? atribuidas a lupeol, * sinais intercambiéveis

B-Amirina (12)
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Anexo C Fabelas do Capitulo 11

Tabela 7: RMN"C (75 MHz, CDCl;) da mistura 8-Amirina (12) + Lupeol (13)

Literatura® Literatura® Experimental
no. C (15 Mhz) (25 Mhz) {75 MHz)
1 38,5 (CHy) 38,7 (CHp) 38,7
- 270(CHy) . 2TA(CHY 23
g e e (CH) g

4 38,7(Co) 38,8 (Co)
5 55,1 (CH) 55,2 (CH)
6 18,3 (CHy) 18,3 (CHy)
7 32,6 (CH)) 34,2 (CHy)
8 39,7 (Co) 40,8 (Co)
9 47,6 (CH) 50,4 (CH)
10 37,0 (Co) 37,1 (Co)
11 234 (CH;) 20,9 (CHy)

41 7 (Co) 42 8 (Co)
15 28,3 (CHy) 29,4 27.4 (CHy)
16 26,2 (CHy) 26,2 35,5 (CHy)
17 32,5 (Co) 32,3 42,9 (Co)
472 (CH) 482 (CH)
47,9 (CH)

37 2'(CH,)

39 9 (CH;)
23 28,1 (CHy) 28,0 (CHy)
24 15,5 (CH;) 15,4 (CHs)
25 15,5 (CH3) 16,1 (CHs)
26 16,8 (CHz3) 15,9 (CH;)

26,0 (CH3) 14,5 (CHy)

1 SEQ, S.; TOMITA, Y., TORIL, K. Carbon-13 NMR spectra of urs-12-enes and application to structural
assignments os components os Isodon japonicus Hara tissue cultures. Tetrahedron Letters 1: 7-10, 1975.

! WENKERT, E.; BADDELEY, G.V.; BURFITT, [R. and MORENQ, L.N. Carbon-13 nuclear magnetic
resonance spectroscopy of naturally-occurring substances - LVIL. Triterpenes related to lupane and hopane.

Organic Magnetic Resonance I/ (7): 337-343, 1978
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Anexo C

Tabelas do Capitulo I1

Tabela 9. CorrelagGes observadas nos espectros de HSQC (H-C, J') e HMBC (H-C, I%)

para Minimiflorina
H (8) Cc@®,JY) o {0
2 (5,45) 2 (77.8) -
3 eq (2,91) 3 (41,9) -
3 ax (3,12) 3 (41,9) -
HO-5 (12,28) - -
3’ (6,91) 3°(116,8)  1°(124,4), 5° (120,8)
& (7,27 4 (129.8) 27 (153,7), 6’ (126,8)
5’ (6,98) 5°(120,8)  1°(124,4), 3" (116,8)
6’ (7,32) 6 (126,8) 4’ (129,8)
CHs-2”a (1,45) CHi-27a(28,3) 27 (78,3),3” (126,2)
CH:2"b (1,47) CHs-2"b (28,4) 27 (78,3),3”(126,2)
3” (5,53) 37 (115,6) 6 (103,3), 27 (78,3)
4” (6,65) 47(1262)  27(78,3)
1" (3,24) 1 (21,4)  7(158.7), 8(108,8), 9(159,7), 27(122,2), 3™ (131,7)
2™ (5,13) 27 (122,2) -
4 (1,68) 4 (17,8) 3" (131,7), 27 (122,2)
57 (1,68) 5 (25,8) 3 (131,7), 2 (122,2)

(-) nfio foram observadas correlagbes
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Anexo C Tabelas do Capitulo II

Tabela 10. Correlagdes observadas nos espectros de HSQC (H-C, 1') e HMBC (H-C, J*)

para substincia 8
~8® __ c&H  cen

2 (5,45) 2 (77,8) 3 (81,8), 4 (195,7), 2°(154,0), 6’(126,3)
3 (4,16) 3 (81,8) 2 (71,8), 3-OCH; (61,9), 4 (195,7), 1°(124,2)

H,CO-3(3,60) 3-OCH;(61,9) -

HO-5 (11,95) - 5 (156,7), 6 (103,5), 7 (158,3), 10 (101,3)

HO-2’ (6,76) - 3’ (117,8)

3’ (7,00) 3P (117,8) 5 (12L,))
# (7,31) 4(129,9)  2°(154,0), 3’ (117,8), 6°(126,3)
5’ (7,04) 5 (121,1)  1°(124,2), 2°(154,0), 3’ (117,8)
6 (7,51) 6’(126,3)  2°(154,0), 4’ (129,9)

CHs2"s (145) CH;27a(283) 27(78,5), 3" (115,4),4” (127,1)
CHs;2"b (1,47) CHs-2b(284) 27(78,5),3” (115,4),4” (127,1)

3” (5,54) 37(115,4) 6 (103,5), 2" (78,5), 4" (127,1)

4” (6,65) 47 (127,1)  5(156,7), 7(158,3), 27 (78,5)

1 (3,23) ™ (213)  8(109,1), 9 (160,3), 2 (122,2), 3" (131,6)
27 (5,13) 27 (1222) 47 (17,8), 57 (25,7)

7 (1,67) 47 (17,8) 3™ (131,6), 57 (25,7)

57 (1,67) §(25,7) 37 (13L,6), 4 (17.,8)

N RRRRR——— /™ 44¥7mm™>™ o = ——————
—_— e
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Anexo C

Tabelas do Capitulo II

Tabela 11. Correlagdes observadas nos espectros de HSQC (H-C, J') e HMBC (H-C, J%)

para substéincia 9
H (3) c@G,) ol (W
2 (5,39) 2 (78,6) -
3 (4,53) 3(73,2) -
HO-3 (4,17) - -
HO-5 (11,29) - -
3 (7,02) 3’ (118,1) -
4 (7,30) 4’ (129,9) -
5’ (7,05) 5" (121,3) -
6’ (7,57) 6°(126,5) 2’ (153,9)
CH>2"a (1,46) CH;-27a(28,4) 27(78,7),4”(126,8)
CH:2"b (1,47) CHs-2"b (28,4) 27 (78,7), 4” (126,8)
3” (5,55) 37(115,3)  6(103,5),2” (78,7)
4” (6,64) 47 (126,8)  7(158,9),27(78,7)
1™ (3,23) 1 (21,3)  8(109,6), 9 (161,0), 3 (131,7)
2" (5,12) 27 (122,0) -
4 (1,66) 4 (17,9) 37 (131,7), 27 (122,0)
5" (1,66) 57 (25,8) 37 (131,7),2" (122,0)

e ———————————————— T ——————————————— = ———————
e i ————————
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Anexo P Figuras do Cagitulo J 1}

Anexo D: Figuras
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Figura 5: RMN'H (500MHz, CDCl,/TMS) de Minimiflorina (7)



Anexo D Figuras do ngituio 11
a) RMN"C
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Figura 6.a: RMN'C (75MHz, CDCl) e .b: DEPT (135 e 90) de Minimiflorina (7)
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Anexo D Figuras do Capitulo 11
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Figura 8: RMN'H (300MHz, CDCl’TMS) do diacetato de Minimiflorina



Anexo D Figuras do Capitulo Il
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Figura 9: Graficos de Contorno HSQC de Minimiflorina (7)
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Anexo D

Figuras do Canitulo I
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Figura 10: Grificos de Contorno HMBC de Minimiflorina (7)
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Anexo D Figuras do Capitulo J 11
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Figura 11: Espectro de Massas (IE, 70 eV) de Minimiflorina (7) e da substéncia 8

89



Anexo D Figuras do Capitulo I
Minimiflorina (7) Substincia 9
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Figura 12: Espectros de UV de Minimiflorina (7), Mundulinol (10) e das substéncias 8 e 9



Anexo D Figuras do ngl’tulo I

Espectro de IV de Minimiflorina (7}
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Figura 13: Espectro de Infravermeiho de Minimiflorina (7) e da substincia 8
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Figuras do Capitulo I
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Figura 15: RMN'H (300MHz, CDCl;/TMS) de Mundulina (11)
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Anexo D Fi do Capituio I1

a) RMN®C
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Figura 16.2: RMN"C (75MHz, CDCh) e .b: DEPT (135 ¢ 90) de Mundulina (11)
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Anexo D Figuras do Capitulo 11
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Figura 18: RMN'H (500MHz, CDCl,/TMS) da substéncia 8
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Anexo D Liguras do Capl'tulo 11
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Figura 19.a: RMN"C (125MHz, CDCl;) e .b: DEPT (135 e 90) da substéncia 8
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Anexo D Figuras do Capitulo I1
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Figura 20: Espectro de Massas de espectro de massas da substéncia &



Anexo D Figuras do Capitulo 11
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Figura 21: Graficos de Contorno HSQC da substéincia 8
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Anexo D Figuras do Capitulo 11
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Figura 22: Graficos de Contorno HMBC da substéncia &
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Anexo D Figuras do Capitulo I

Espectro de massas de alta resolu¢dio da substéincia &
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Figura 23: Espectro de Massas de alta resolugfio da substéncia & (a) e da substéncia 9 (b)
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Anexo D Figuras do Cagftulo I
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Figura 25: RMN'H (500MHz, CDCl/TMS) da substincia 9
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Anexo D Figgras do Capitulo 1I
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Figura 26.a: RMN"C (75MHz, CDCl;) e .b: DEPT (135 e 90) da substéncia ¢
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Anexo D Figuras do Capitulo 11
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Figura 27: Graficos de Contorno HSQC da substéancia 9
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Anexo D Figuras do Capitulo 11

(ANAZSERAE RAREE LEAAE LIRS | T T TTY T T Y R aaLlSERELRERES A Rakssasdad s bet RASSELAEEE M

3 1 ) i I T
200 180 168 148 128 188 & st a“ 20 ’
r1 (pew)

, S —
161 158 148 130 12e 110 110 " 3
FL (ppm)

Figura 28: Graficos de Contorno HMBC da substéncia 9
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Anexo D Figuras do Capituio J 1|
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Figura 29: Espectro de Massas (IE, 70 eV) da substéncia 9 e de Mundulinol (10)
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Anexo D Figuras do Cagitulo Il

Espectro de IV da substéncia 9
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Figura 30: Espectro de Infravermelho da substéncia 9 e de Mundulinol (10)

105



Figuras do Capitulo I
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Figura 32: RMN'H (300MHz, CDCL/TMS) de Mundulinol (10)
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Anexo D Figuras do Capitulo Il
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Figura 33.a: RMN"C (75MHz, CDCb) e .b: DEPT (135 e 90) de Mundulinol (10)
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Anexo D Figuras do Capitulo J 1 1
a) RMN"C
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Figura 35.2: RMN"C (75MHz, CDCL) e .b: DEPT (135 € 90) de 8-Amirina /2 + Lupeol /3
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Anexo D Figuras do Capitulo I1
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Figura 36: RMN'H (300MHz, CDCl;/TMS) de B-Amirina /2 + Lupeo} /3.
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Figura 37: CG/EM de B-Amirina /2 + Lupeol /3.
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Capitulo I Anilise através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

1. Introduciio:

A cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € uma técnica de sepa-
ragdo muito usada para compostos como terpenoides, todos os tipos de fendis, alcaldides,
lipides e agicares em misturas complexas; também tem sido usada para andlise qualitati-
vas e quantitativas, quando é importante conhecer as quantidades isoladas. Como técnica
para separagiio de flavonbides e compostos correlatos, tem sido usada para separagdio de
antocianidinas, xantonas, isoflavonas, procianidinas e taninos; o sistema de separagio
mais amplamente empregado ¢ formado por coluna de C-18 (fase reversa) €, como elu-
entes, as misturas metanol/dgua ou acetonitrila/agua em diferentes proporgdes.

Na literatura” * * encontram-se diversos exemplos de condigdes e de uso
desta técnica para separagio ¢ quantificagio de flavonodides. A quantificagdo também
pode servir como ferramenta no auxilio para estudos de quimiotaxonomia, pois fornece
uma visdio da distribui¢dio dos flavondides ao longo da planta.

Neste Capitulo procurou-se estudar o perfil cromatogrifico de
L. atropurpureus através da analise dos extratos das raizes, casca do caule, folhas, se-
mentes e flores; além disso foi feita também a quantificagdo dos flavondides isolados do
extrato éter de petrleo das raizes. Realizou-se também a analise qualitativa do extrato
diclorometanico das raizes de Poecilanthe parvifiora.

! TOMAS-BARBERAN, F.A : FERRERES, F.; BLAZQUEZ, M.A.; GARCIA-VIGUERA, C. and TOMAS-

LORENTE, F. High-performance liquid chromatography of honey flavonoids. Journal of Chromatography
634: 4146, 1993.

2 CROZIER, A., JENSEN, E., LEAN, M. E. J. and McDONALD, M. S. Quantitative analysis of flavonoids by

reversed-phase high-performance liquid chromatography, Journal of Chromatography A 767 (1+2): 315-
321, 1997.

* CONDE, E_; CADAHIA, E. and GARCIAVALLEJO, M.C. High-performance liquid chromatography anatysis of
flavonoids and phenolic-acids and aldehydes in Eucalyptus spp. Chromatographia 4/ (11-12): 657-660,
1995.
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Capitulo III Anilise através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

2. Materiais e Métodos:

As anélises qualitativa e quantitativa foram realizadas em cromatégrafo li-
quido de alta eficiéncia HP 1090 série /M com:

Detetor: espectrofotométrico UV/VIS arranjo de diodos.
Coluna: HP de fase reversa Hypersil ODS (5 um, 100 x 4,6 mm).

Para o extrato diclorometinico das raizes de Poecilanthe parviflora foram
testadas as condigdes:

Fase Mével Isocritica: MeOH, MeOH/H,0 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 55% e
60%.

Fase Mével Gradiente: 70:30 (H,0/MeOH) - 100 (MeOH) em 30 min + 20 min a
100 (MeOH).

Fluxoe: 0,8 mL/min.

Volume de injeg@io: 20 pL.

Detetor: 230 e 250 nm.

Para os extratos de Lonchocarpus atropurpureus, ap0s varios testes, utili-
zou-se:

Fase Mdével Gradiente 70:30 (MeOH/H,0) - 100 (MeOH) em 30 min.
Fluxo: 0,8 mL/min.

Volume de injegiio: 2 pl..

Detetor: 270 nm.

As purificagdes dos flavonéides isolados do extrato éter de petroleo das rai-
zes de L. atropurpureus, usados como padrdes, foram feitas num cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia semi-preparativo Waters 600E, com:

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

Coluna: preparativa Octadecyl Spherisorb $50DS Hy-Chrom Preparative HPLC
Collumn (5 pum, 25 cm x 10 mm, ID).

Fase Mével: Gradiente linear MeOH/H,0 20% em 50 min.

Fluxo: 2,0 mL/min.
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Volume de Injecdo: 250 pl.
Detetor: 270 nm.
Todas as amostras foram dissolvidas em solvente grau HPLC e filtradas em
filtro tipo Millex®. Os solventes foram filtrados e desgaseificados antes do inicio de cada
analise, sendo a 4gua destilada ¢ deionizada.

2. 1. Anilise Qualitativa:

As anélises qualitativas dos extratos das raizes de Poecilanthe parviflora e
de Lonchocarpus atropurpureus foram realizadas a fim de verificar o perfil cromatografi-
co de cada extrato.

No caso do extrato éter de petrdleo de L. atropurpureus baseou-s¢ esta
analise na co-injegdo de quatro dos cinco flavondides isolados desse mesmo exirato. Para
identificag@o dos picos nos cromatogramas comparou-se o tempo de retengéo ¢ o espectro
de UV correspondente; o equipamento também permitiu verificar a pureza de cada pico

no cromatograma pela varredura dos espectros de UV correspondente.

2. 1. 1. Selecgiio da Fase Moével:

A escolha da coluna e da fase mével foi baseada na literatura® ¢ nas analises
anteriormente realizadas pelo grupo’.

Para o extrato diclorometincio das raizes de P. parviflora foram testadas as
seguintes condigdes isocraticas (gradiente linear) MeOH 100%, MeOH/H,0 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 55% ¢ 60% e a condi¢dio gradiente de 70:30 (H,O/MeOH) - 100
(MeOH) em 30 min + 20 min a 100 (MeOH).

A fase mével escolhida para a analise dos extratos de L. atropurpureus foi

metanol ¢ 4gua, cujas proporgdes foram determinadas apos testar condigdes isocraticas

4 CROZIER, A, JENSEN, E., LEAN, M. E. I. and McDONALD, M. 8. Quantitative analysis of flavonoids by

reversed-phase high-performance liquid chromatography, Journal of Chromatography A 761 (1+2): 315-
321, 1997,

3 NOGUEIRA, M.A. Estudo fitoquimico de Lonchocarpus latifelius (Wild) DC - Isolamento, determinagdo estru-
tural, testes biolégicos e analise sazonal. Campinas, 1998, Tese Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica,
Unicamp.
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de metanol 100% e metanol/agua 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 30% verificando-se ao fi-
nal que a ultima proporgdo era quase a ideal; montou-se entdo o gradiente iniciando-se a
eluig@io com metanol:agua (70:30) aumentando-se a concentragio de metanol até 100:0

em 30 minutos, assim resultando uma methor separagio dos compostos.

2. 1. 2. Seleciio do comprimento de onda:

A escolha do comprimento de onda que detectasse 0 maior nimero de com-
postos do extrato baseou-se no comportamento dos flavondides, que apresentam bandas
de deslocamento relativas aos sistemas benzoila (banda II, 240 a 280 nm) e cinamoila
(banda I, 300 a 380 nm), aumentando-s¢ o comprimento de onda gradativamente de 220 a
360 nm. Para P. parviflora o detetor foi ajustado para 230 nm; para L. atropurpureus, o

comprimento de onda com melhor detecgdo para os extratos testados foi 270 nm.

2. 1. 3. Condig¢des de andlise:

As condigdes utilizadas para as andlises qualitativas e quantitativas estio
resumidas na pag. 112 deste capitulo.

2. 2. Andlise Quantitativa:

O método de avaliagiio utilizado foi o de calibragfio externa obtendo-se cur-
vas analiticas com coeficiente de correlagdo de no minimo 0,999. A selegdio da fase mo-
vel, do comprimento de onda ¢ as demais condigdes utilizadas na construgio das curvas
analiticas foram as mesmas empregadas nas andlise qualitativa dos extratos de

Lonchocarpus atropurpureus.

2. 2. 1. Preparacdio das solucdes padrdes:
Para a preparagiio das curvas analiticas foram feitas diluigdes dos padrdes

em baldes volumétricos.
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2. 2. 2. Construgfio das curvas analiticas:

As curvas analiticas foram construidas com base na seguinte equagéo :
y=a+bx
onde: y = area absoluta dos picos (fornecida pelo integrador),
x = concentragdo do padrio (mg amostra/ mL solvente);
a e b foram calculadas por regressio linear com auxilio do programa Microcal Oni-

gin versdo 5.0.
Os respectivos dados estdo apresentados nas Tabelas de 1 € 2 e na Figura 1.

Tabela 1: Dados utilizados para a construgio das curvas analiticas de quatro flavonoides (7 a / 0)
isolados do extrato éter de petrdleo das raizes de Lonchocarpus atropurpureus.

m

Padriio Concentraciio Area sob o pico (y) Area sob o pico
pg/2ul (x) EPLA
20 58866
7 10 28012
5 14146 7511
2,5 6399
1,25 2825
8 12,1 25999
6,05 13083
3,025 6573 6021
1,5125 3299
0,75625 1671
9 7.8 19141
1,95 4768 3667
0,4875 1256
0,24375 655,95
10 14,6 32416
7,3 16539
3,65 7901
1,825 3978 1652
0,9125 1860
0,45645 971,39
0,228125 455,02

———— e e
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Tabela 2: Equagdes da reta para os quatro flavondides (7 a /0) isolados do extrato éter de pe-
troleo das raizes de L. atropurpureus.

Padrdes Equacioda Retay=a+bx  Coeficiente de correlacio
- y =-1059,625 + 2981,83548x 0,99982
8 y = 60,6667 + 2145,20572x 1,0
0 y =42,75406 + 2447,22087x 0,99999
10 y =-85,00298 + 2233,7175x 0,99991
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Figura 1: Grificos de regressdo linear (curvas analiticas) dos flavonoéides 7 a 10
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3. Resultados e Discussio:

3. 1. Poecilanthe parviflora:

Das tentativas isocraticas, a que forneceu melhor resultado foi com F.M.
MeOH/H,0 50% (Fig. 2). O sistema de eluigdo em gradiente testado (MeOH/H,0 30:70
aumentando-se gradativamente a propor¢dio de metanol até 100% em 30 min, mantendo
este eluente por mais 23 min) ndo mostrou uma boa separagdo. Em ambos, o detetor foi
ajustado para 230 nm, o qual néio ¢ o comprimento de onda usado para identificar flavo-
néides; quando utilizou-se A 254 nm (Banda II dos flavonobides) os sinais diminuiram

muito de intensidade com alguns até retornando a linha de base (Fig. 3).

Absorbéncia

e-:—-é_.

s 10 13 20
Tempo de Retenciio (min)
Figura 2: Cromatograma do Ext. Diclorometénico das raizes de Poecilanthe parviflora
Condigdes utilizadas: Coluna HP tipo ODS Hypersil 4,6x100 mm, didmetro interno 5 pum, fase

mével: 1:1 (MeOH/H,0) isocritica, volume de injeciio 20 uL, comprimento de onda: 254 nm e
fluxe: 0,8 mL/min,
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2@

18 2@ e @ 59
A: Cromatograma a 230 nm

T 20 70 ‘@ sa
B: Cromatograma a 254 nm

Figura 3: Cromatogramas do Ext. Diclorometanico das raizes de Poecilanthe parviflora
Condigdes utilizadas: Coluna HP tipo ODS Hypersil 4,6x100 mm, didmetro interno 5 pm, fase
movel: 70:30 (H0/MeOH) - 100 (MeOH) em 30 min mais 20 min em MeOH 100%, volume
de injegdo 20 uL, comprimento de onda: 230 (A) e 254 (B) nm e fluxo: 0,8 mL/min.
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3. 2. Lonchocarpus atropurpureus:

3. 2. 1. Andlise Qualitativa:
Das cinco substincia isoladas, quatro foram identificadas no cromatograma
(Fig. 4). O extrato diclorometéinico mostrou-se muito semelhante ao éter de petréleo tanto
por CCD quanto por CLAE (Fig. 5). O extrato metandlico néo forneceu um cromatogra-
ma com boa resolugdo nio sendo possivel encontrar as condigdes ideais de analise e para

efeitos de comparagdo seu cromatograma foi feito sob as mesmas condig¢des dos extratos

anteriores.
2
523-'_ Extrato Eter de Petréleo (8 quente) - Raiz 1997
1
] 3
408 -
g ] 1
[+ ] 4
110
2 )
i ]
E _‘:!’ 200 L
« )
1 4
188
a-.r—ﬁ——"—“&)“h-"ﬂ_

18 ] -]

20
Tempo de Retencio (min)

Figura 4: Cromatograma do Extrato Eter de Petroleo de L. atropurpureus, 1: Minimiflorina (7),
2: Substéncia inédita &; 3: Substincia inédita 9; 4: Mundulinol (/0)
Condigdes utilizadas: Coluna HP tipo ODS Hypersil 4,6x100 mm, didmetro intemo 5 um, fase
mével: gradiente 70:30 (MeOH/H,0) - 100(MeOH) em 30 min, volume de injecdo 2 pl., com-
primento de onda: 270 nm e fluxo: 0,8 mL/min.
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___Extrato Eter de Petréleo (a quente) - Raiz 1997
__ Extrato Diclorometiinico (2 quente) - Raiz 1997

Absor_Pﬁncia
®

¢
5 18 15 20 2%
Tempo de Retencéio (min)

Figura—SI:' Sobreposi¢io dos cromatogramas do.extrato éter de petréleo (linha tracejada) ¢ do
extrato diclorometanico (linha cheia). Mesmas condigdes utilizadas anteriormente.

As fragdes obtidas a partir da extragiio por maceragdo (a frio) das raizes
coletadas durante a primeira coleta (Cap. II, pag. 56) foram analisadas sob as mesmas
condigbes descritas anteriormente. Os cromatogramas obtidos mostraram que havia uma
grande similaridade entre o extrato éter de petréleo (a quente) (Fig. 4) e a fragdo hexénica
(a frio) (Fig. 6); o extrato diclorometanico (a quente) e a fragdo acetato de ctila (a frio)
mostraram-se um pouco diferente (Fig. 6), sendo que a fragdo AcOEt contém maior con-
centragdo do flavanonol 9. O extrato metandlico (a quente) € a fragfio hidro-metanélico (a
frio) também foram muito semelhantes (Fig. 7). Estes resultados demonstraram que am-
bos os métodos de extragdo mostraram-se eficientes quanto a composigo qualitativa dos
extratos havendo um menor rendimento (massa extrato/massa de raiz) de extragdo quando

se utilizou o método de maceragio.

120



Capitulo I Anilise através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Fracio Hexanica (a frio) - Raiz 1997
250-
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Absorbiincia

Fracdio Acetato de Etila (a frio) - Raiz 1997
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C ___Fracéo Acetato de Etila (a frio) - Raiz 1997
__ Extrato Diclorometinico (s quente) - Raiz 1997
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Figura 6: Anilise dos extratos obtidos por extragdo a quente (Soxhlet) e a frio (Macerag#o)
A) Fragio Hexanica a frio, B) Fragio Acetato de Etila a frio; C) Sobreposi¢do dos
cromatogramas da fraglio acetato de etila e do extrato diclorometénico das raizes de

1997 (raiz coletada no Pq. Ecolégico da Unicamp). Mesmas condiges anteriores
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142 A
128 Extrato Metandlico (a quente) - Raiz 1997

E!E_P .

Fraciio Hidro-metandlica (a frio) - Raiz 1997

B

128
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e , _
2 4 € 8 19
_ Tempo de Retencfio (min)

Figura 7: Anilise dos extratos obtidos por extragdo a quente (Soxhlet) e a frio (Maceragio)
A) Extrato Metandlico a quente das raizes (Unicamp, 1997) de L. atropurpureus, B)
Fragdo Hidro-metandlica a frio das raizes (Unicamp, 1997) de L. atropurpureus, Mes-
mas condigOes anteriores

J4 a fragdo hexdnica resultante da extragdo a frio da segunda coleta de rai-
zes (1998) foi também analisada sob as mesmas condigdes anteriores ¢ apresentou um
perfil bastante diverso do observado nos cromatogramas do extrato éter de petrdleo € da
frag#o hexénica das raizes 1997 (Fig. 8). As diferengas macroscopicas observadas entre
essas duas amostras de raizes foram a presenga de nodulos de fixag#io de nitogénio apenas
na primeira amostra (Fig. 3, Cap. II, pag. 47) e o lugar de cultivo das espécimes (Parque
Ecolégico da Unicamp - 1°. coleta; Mata do Monjolinho do IAC - 2°. coleta).
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70 _ Fraio Hexdnica (a frio) - Raiz 1997 (Unicamp)
E00- ___Fracio Hexénica (a frio) - Raiz 1998 (IAC)

Absorbfincia
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e 0
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Tempo de Retengio (llll?ll)

Figura 8: Anlise dos extratos obtidos a partir da 1°. amostra e da 2°. amostra de raiz
Sobreposigio dos cromatogramas da fragio hexdnica a frio das raizes de L.
atropurpureus cultivado no Parque Ecoldgico da Unicamp (1*. coleta) e da fragdo

hexnica a frio das raizes de L. atropurpureus cultivado na mata do Monjolinho 2"
coleta). Mesmas condigdes anteriores.

Recentemente uma analise® por CLAE dos extratos éter de petréleo das rai-
zes de dois espécimes de Lonchocarpus latifolius cultivados um no Campus da Unicamp
e outro na Mata do Monjolinho demonstrou a grande similaridade entre os cromatogra-
mas indicando haver, nesse caso, pequena influéncia do local de cultivo. Por outro lado,

varios relatos na literatura” * % ¥° indicam que os flavonéides (flavanonas em particular'"

6 NOGUEIRA, M.A. Estudo fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Wild) DC - Isolamento, determinagfio estru-
tural, testes bioldgicos e andlise sazonal. Campinas, 1998, Tese Doutor em Ciéncias, Instimuto de Quimica,
Unicamp.

7 COHN, J.; DAY, RD. and STACEY, G. Legume nodule organogencsis. Trends in Plant Science 3 (3): 105-
110, 1998.

* CLEYETMAREL, 1.C.; ROME, S.; SALDUCCI, X. and WERY, I Host-specific regulation of nodulation
mediated by flavonoids compounds present in plant. Acta Botanica Gallica 143 (6): 521-529, 1996.

® RECOURT, K.; VERKERKE, M.; SCHRIPSEMA, J.; VAN BRUSSEL, A.AN; LUGTENBERG, B.J.J. and

KIINE, J.W. Major flavonoids in uninoculated and inoculated roots of Vicia sativa subsp. nigra are four
conjugates of the nodulation gene-inhibitor kaempferol. Planta Molecular Biology /8 (3): 505-513, 1992.

123



Capitulo I Anilise através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

'2y promovem o inicio da indugdo dos genes de nedulagdo de bactérias do género
Rhizobium.

Com base nessas ponderagdes postulou-se que, provavelmente, os flavano-
néis e flavanonas isolados do extrato éter de petrélec da primeira amostra de raizes (com
nédulos) poderiam estar relacionados com o processo de indugéo dos genes de nodulagéo
das bactérias Rhizobium sp. Para comprovar essa hipotese, uma terceira coleta foi reali-
zada, desta vez foram coletados segmentos de raiz do espécime cultivado no Pq. Ecologi-
co da Unicamp, ¢ observou-se que essa nova amostra apresentava poucos nédulos de fi-
xacgio de N».

A fragiio hexanica da terceira amostra de raizes apresentou um perfil cro-
matografico (por CCD e por CLAE) praticamente idéntico ao observado para a fragdo
hexanica da primeira amostra de raizes (Fig. 9), o que reforga a idéia de que os flavonéi-
des isolados estejam envolvidos no processo de simbiose entre a planta ¢ bactérias fixa-
doras de Ns.

O fato de o espécime cultivado no Parque Ecol6gico da Unicamp apresentar
nédulos de fixagdo de nitrogénio enquanto o da Mata do Monjolinho do IAC ndo apre-
senté-los pode ser explicado pelo tipo de solo e tipos de plantas vizinhas aos espécimes
estudados. Assim, segundo BEGON, HARPER e TOWNSEND", as leguminosas procu-
ram estabelecer a relag@io de simbiose com as bactérias do género Rhizobium quando ha
outras espécies, por exemplo gramineas, competindo pelo nitrogénio presente no solo sob
a forma de ions nitrato; quando a competi¢io é menor ou inexistente as leguminosas
captam o NO4 ¢ promovem sua redugfio a amonia uma vez que esta iltima rota metabdli-
ca ¢ menos dispendiosa (a formagdo e manutengfio da simbiose consome cerca de 13,5
moles de ATP/ mol NH; formada).

1 ZAAT, S.AJ., WLFFELMAN, CA; SPAINK, H. P, VAN BRUSSEL, AAN., OKKER, RJH amd
LUGTENBERG, B.1.J. Induction of the nod4 promoter of Rhizobium leguminosarum sym plasmid pRL1JI
by plant Flavanones and Flavones. Journal of Bacteriology /69 (1): 198-204, 1987.

2 RECOURT, K.; SCHRIPSEMA, J.; KIINE, J.W.; VAN BRUSSEL, A.AN. and LUGTENBERG, B.1J.
Inoculation of Vicia sativa subsp, nigra roots with Rhizobium leguminosarum biovar viciae results in

release of the nod gene activating flavanones and chalcones. Planta Molecular Biology /6 (5): 841-852,
1991.

13 BEGON, M.: HARPER, J.L. and TOWNSEND, C.R Ecology - Individuals, Populations and Communities.
Blackwell Scientific Publications, Chapter 13: 488492, 1986,
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Fracldo Hexfinica (a frib) - Raiz 1998 (Un_icaﬁ P)
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Figura 9: Analise dos extratos obtidos a partir da 3°. amostra de raiz
Fragdo Hexdnica a frio das raizes de L. atropurpureus cultivado no Pq. Ecolégico da

Unicamp (3*. coleta, 1998). Notar a semelhanga com os cromatogramas obtidos para a
1°. coleta. Mesmas condi¢des anteriores

Os cromatogramas dos extratos éter de petréleo do caule e das folhas cole-
tados durante a primeira coleta (1997, Pq. Ecolégico da Unicamp, Fig. 10) demonstraram
um perfil cromatografico diferente para cada uma destas partes da planta, com uma pre-
domindncia de compostos mais polares (menor tempo de retengdo) quando comparados

ao cromatograma do extrato éter de petréleo da raiz.
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Extrato Eter de Petrbleo (a frio) - Caule 1997

>

f
1
]
& 50
o 3
- 401
O
S 307
= 20 ]
-
10
-E Pgiemmnr e Y Pagnee
o s 10 15 15
Tempo de Retenglio (min)
B
1104 Exirato Eter de Petréleo (a frio) - Folbas 1997
1003
.E 90"
2 so
- 703
= 3
1L
S 503
E- 3
= 40
- 30
284
103 R Mo A

v K3 25

10 15
Tempo de Retengdo (min)

Figura 10: Analise do perfil cromatografico de Lonchocarpus atropurpureus cultivado no Parque
Ecologico da Unicamp (1997). A) Extrato éter de petroleo a frio do caule; B) Extrato
éter de petroleo a frio das folhas. Mesmas condigdes anteriores.

Da mesma forma, os cromatogramas dos extratos éter de petroleo dos frutos
maduros, do caule e das folhas (Fig. 11) também indicaram a presenga de compostos mais
polares (menor Tg) € apresentaram sobreposi¢des, enquanto o cromatograma do extrato

éter de petroleo da casca do caule (Fig. 11) apresentou compostos menos polares (maior

Tg).
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. E:% Extrato Eter de Petréleo (a frio) - Frutos maduros 1998
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Figura 11: Analise do perfil cromatografico de Lonchocarpus atropurpureus cultivado na Mata
do Monjolinho do IAC (1998). De cima para baixo: Extrato éter de petroleo a frio
dos frutos maduros; Extrato éter de petroleo a fiio do caule; Extrato éter de petroleo
a frio da casca do caule; Extrato éter de petroleo a frio das folhas. Mesmas condigbes
anteriores. '
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3. 2. 2. Anilise Quantitativa:

Foram quantificados os quatro compostos (7 a 10) identificados no extrato
éter de petréelo obtido a partir das raizes (primeira coleta); na tabela 2 estéio colocadas as
equagdes da reta para cada um dos compostos € na tabela 3 encontram-se as concentra-

¢Oes destes em um grama de raiz.

Tabela 3: Concentragdo das substéncias 7 a /0 isoladas do extrato éter de petroleo das raizes de
L. atro reus

mg/g raizg 3.1 4.2 2.3 0,8
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Capitulo IV Testes Biologicos

1. Introdugao:

Atualmente a aplicagdo de bioensaios visando o isolamento de substéncias
ativas vem sendo cada vez mais apreciada pelos fitoquimicos, nfio so6 pelo niumero de
metabdlitos secundarios biologicamente ativos isolados de plantas, como também pelo
desenvolvimento de inimeros testes biologicos sensiveis e simples.

Os flavonoides séo responsaveis por um amplo espectro de fungdes biologi-
cas, atuando como um fator de integragdo entre a planta e 0 meio ambiente, compreen-
dendo, entre outras atividades, a protegdo contra raios UV', a regulagio do crescimento
do tubo polinifero no estigma” e como sinais regulatérios na transcrigio dos genes de no-
dulagdo de bactérias do género Rhizobium’. Varios flavonoides apresentam também ativi-
dades antifimgica e antibacteriana.*

Em uma recente revisio’, LACAILLEDUBOIS e WAGNER descrevem al-
guns dos testes bioldgicos in vitro e in vivo para atividades anti-oxidante, anti-
hipertensivo, anti-flogistico, antiviral, antitumnoral e atividade quimiopreventiva de flavo-
noides e outros derivados fendlicos.

Neste capitulo buscou-se estudar a atividade antimicrobiana (antifiingica e
antibacteriana) dos extratos de Poecilanthe parviflora e de Lonchocarpus atropurpureus
e potencial atividade antitumoral dos extratos ¢ da substincia & das raizes de L.
atropupureus através dos testes de toxicidade com Artemia salina, agio sobre receptor de

insulina (proteina tirosina quinase) e citotoxicidade in vitro.

! KOES, RE.; QUATTROCCHIQ, F. and MOI, JN.M. apud CROZIER, A., JENSEN, E., LEAN, M. E. J. and
McDONALD, M. S. Quantitative analysis of flavonoids by reversed-phase high-performance liquid chro-
matography, Journal of Chromatography A 767 (1+2): 315-321, 1997.

2 VOGT, T.; POLAK, P.; TARLYN, N. and TAYLOR, L.P. apud CROZIER, A., JENSEN, E., LEAN, M. E. I.
and McDONALD, M. S. Quantitative analysis of flavonoids by reversed-phase high-performance liquid
chromatography, Journal of Chromatography A 767 (1+2): 315-321, 1997.

* CLEYETMAREL, J.C; ROME, S.; SALDUCCI, X. and WERY, J. Host-specific regulation of nodulation
mediated by flavonoids compounds present in plant. Acta Botanica Gallica /43 {6): 521-529, 1996.

*EVANS, W.C. apud NOGUEIRA, M. A. Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius - Isolamento, identifica-
¢do, determinagfio estrutural, testes biologicos e andlise sazonal - Campinas, 1998, Tese Doutor em Ciénci-
as, Instimto de Quimica, UNICAMP.

* LACAILLEDUBOIS, M.A. and WAGNER, H. Pharmacological significance of potyphenol derivatives. Acta
Botanica Gallica /43 (6): 555-562, 1996.

129



Capitulo IV Testes Bioldgicos

2. Materiais e Métodos:
2. 1. Bioautografia:

Este teste foi implantado em nosso laboratério, com algumas modificagdes,
segundo o protocolo descrito por SAXENAS®. Os extratos éter de petrdleo, diclorometani-
co e metandlico foram dissolvidos nos respectivos solventes na concentragio de 1mg/ml.
Foram aplicados em duas placas de CCD (Merck Silica gel GFjs4, 6 x 6 cm) 20 pg de
cada extrato e 2 pg de antibidtico (cloranfenicol para bactérias e ciclopirox olamina para
os fungos) e desenvolvidas com CH,Cl,/MeOH 2,5%. Apés o desenvolvimento dos cro-
matogramas, as placas foram observadas sob luz UV nos comprimentos de onda de 254 ¢
365 nm. Na placa controle as manchas que absorveram nestes comprimentos foram mar-
cadas e em seguida esta foi pulverizada com revelador especifico (anisaldeido modifica-
do). A outra placa de CCD foi colocada numa placa de Petri de 90 mm de didmetro, na
qual foi adicionado 20 mL de meio de cultura especifico ao microrganismo testado; apos
solidificagdio do meio, inoculou-se 100 pL da suspensio contendo cerca de 10° célu-
las/ml. fazendo-se o espalhamento com auxilio de uma alga de Digralski. Foram prepara-
das, também, uma placa de Petri contendo uma placa de CCD apenas desenvolvida com o
solvente (sem aplicagdo de extrato) ¢ uma outra apenas com meio de cultura (branco)
para avaliar o crescimento microbiano. Todas as placas foram incubadas na temperatura e
pelo tempo especificos para cada microrganismo, sendo ao final observados os halos de
inibig#o e comparados com a placa de CCD controle.

Foram testados os seguintes microorganismos:
= Bactérias: Bacillus subtilis (CCT 0089, ATC 6633, gram +), Staphilococcus aureus

(CCT 4295, ATCC 6538, gram +), Salmonella tiphymurium (CCT 0528, gram -),
Micrococcus luteus (CCT 2720, gram +) - incubados por 24h, a 37°C em meio NA

(Agar Nutriente: peptona 5,0 g, extrato de carne 3,0 g, agar 15 g ¢ dgua destilada 1000
mL);

¢ SAXENA, G., FARNER, S., TOWERS, G. H. N., HANCOCK, R. E. W. apud NOGUEIRA, M. A. Estudo Fito-

quimico de Lonchocarpus latifolius - Isolamento, identificagio, determinaclo estrutural, testes biologicos e
analise sazonal - Campinas, 1998, Tese Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.
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= Fungos: Aspergillus niger (CCT 1435), Penicillium funiculosum (CCT 0490),
Fusarium oxysporum (CCT 3244), Alternaria alternata (CCT 1250), Rhizopus orizae
(CCT 4964), Aspergillus fumigatus (CCT 01277), Cladosporium sp. (CCT 0279),
Candida albicans (CCT 0776) - incubados durante 7 dias, exceto P. funiculosum que
necessitou de 14 dias de incubagdo, a 25°C em meio MA (Malte Agar: extrato de malte
20,0 g, 4gar 20,0 g e agua destilada 1000 mL).

Tanto os microrganismos quanto os meios de cultura utilizados neste ensaio
foram fornecidos pela Colegdo de Culturas Tropicais (CCT) da Fundagio Tropical de

Pesquisa e Tecnologia “André Tozzelo™.

2. 2. Bioensaio de Letalidade com Artemia salina (“Brine Shrimp Letality
Test™):

O ensaio foi desenvolvido de acordo com técnica proposta por
MCLAUGHLIN’ ¢ o resultado positivo indica toxicidade.

Ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir em solugdo de sal
marinho (38 g/L.), num pequeno recipiente (p. ex. saboneteira plastica) coberto parcial-
mente, para que os ovos fiquem na parte escura e os camardezinhos na parte iluminada.
Esperou-se dois dias (48 h) para que os ovos se convertessem em larvas tipo nauplii.

Os extratos éter de petrdleo, diclorometinico e metandlico e os compostos
8 e 9 foram entdo diluidos conforme mostrado na Figura 1; por questdes de quantidade
disponivel, os dois ultimos foram testados em concentragdes menores (400, 40 ¢ 4 ppm
para 8 e 330, 33 e 3,3 ppm para 9). Apos evaporagdo total do solvente, cada um dos nove
frascos recebeu uma gota de dimetilsulféxido (DMSQ), cerca de 3ml de solugdo de sal
marinho (38 g/L), 10 larvas de camarfo e o volume final foi ajustado para Sml. Depois de
24 h em repouso, procedeu-se a contagem do miunero de camardes sobreviventes; estes
dados foram analisados em programa Finney, o qual foi cedido pelo Dr. McLaughlin,

para analise estatistica e assim determinar os valores de DLso.

" McLAUGHLIN, J.L., SAIZARBITORIA, T-C., ANDERSON, J. E. Tres bioensayos simples para quimicos de
productos naturales. Revista de 1a Sociedad Venezolana de Quimica /8 (4): 13-18, 1995.
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r—» 0,5 mL
Composto ou Extrato (20 mg)

+
Solvente apropriado (2 mL)

1000 ppm

» 0,6 mL

—p 0,6 mL

» 0.6 mL

0,2 mL + 0,8 mL de solvente | 100 ppm

» 0,6 mL

—p 0,5 ML

¥ » 0,5 mL
0,2 mL + 0,8 mL de solvente 10 ppm

+» 0,6 mL

— 0,6 mL

Figura 1: Procedimento para dilui¢io da amostra

2. 3. Efeitos de Flavonéides nas Etapas Iniciais da Acfio Insulinica e
Immunoblotting:

Este experimento foi realizado pela Dr.* Carla Roberta de Oliveira Carvalho
bolsista de pos-doutoramento que trabalha em colaboragdio com o Prof. Dr. Mério José
Abdala Saad, do Laboratério de Biologia Molecular e Celular, do Departamento de Clini-
ca Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, segundo a metodologia des-
crita a seguir.

Injetou-se, via peritoneal, 0,5 mL de solugéo salina contendo o composto
(50mM) a ser testado ¢ uma gota de DMSO, para facilitar a solubilizagdo, em dois ratos
(Rattus novergicus, variedade albina) da linhagem Wistar-Hannover, Apos trinta minu-
tos, o primeiro rato foi anestesiado com éter etilico (via inalatéria) e procedeun-se a retira-
da do musculo gastrocnémico (pata, M1) e de um fragmento do figado (F1). Em seguida
injetou-se na veia porta 60 ug de insulina regular e, apés 30 minutos, retirou-se outro
fragmento hepatico (F2) € apés 1,5 min retirou-se o misculo gastrocnémico (M2). Com o
segundo rato tratado e anestesiado procedeu-se apenas a segunda parte do experimento

(retirada de figado (F3) e musculo (M3) apés inje¢do de insulina. Repetiu-se este proce-
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dimento substituindo os ratos por ratos n#o tratados (grupo controle, F4, F5, F6, M4, M5
e M6). Fez-se o teste em triplicata.

Cada fragmento de tecido (M1 a 6 e F1 a 6) era imediatamente submetido a
homogeneizagdo por aproximadamente 30 seg. com processador tipo Politron PTA20S
generator, operando em velocidade maxima, em solugdo tampdio para extragdo (1:10,
fragmento/sol. tamp#o) contendo Trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino metano)
100mM, SDS 1%, EDTA 10mM, pirofosfato de sédio 10 mM, fluoreto de soédio 10 mM,
4gua deionizada e Ortovanadato de sédio 10 mM (acrescentado no momento da coleta),
mantida em banho-maria a 100°C. Apds homogeneizagdo, o material foi deixado em ba-
nho-maria por mais 10 min com a finalidade de desnaturar completamente as fosfatases
que poderiam desfosforilar o receptor de insulina e seus substratos. Em seguida os frascos
foram mantidos sob gelo.

O matenial foi centrifugado a 12000 rpm, a 4°C por 40 min, em centrifuga
refrigerada tipo Beckmanm 70 Ti para remogéio do material insolavel e o sobrenadante
era entdo utilizado como amostra.

Uma parte do sobrenadante foi usada para determinagdo de quantidade de
proteinas por método colorimétrico e outra preparada para aplicagdo no gel, com a adigéo
de tampdo de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%, fosfato de sodio IM pH 7,0, glicerol
50%, SDS 20% e 100mM de DTT) e entdo fervida (100°C) por 10min em banho-maria.
Aliquotas deste Gitimo material contendo quantidades padronizadas de proteinas (250ug,
volume obtido através da dosagem colorimétrica) foram aplicadas em gel de poliacrilami-
da (SDS-PAGE, 6% Tris acrilamida) em aparelho de minigel “Bio-Rad” (Mini-Protean),
banhadas pelo tampéo de corrida (Trisma base 0,2M, glicina 0,152M, EDTA 7,18M, SDS
0,4% e agua deionizada).

No mesmo gel aplicou-se¢ também uma amostra padrdo de proteinas
(marcador) com pesos moleculares conhecidos assim estabelecidos: miosina (208 kDa),
B-galactosidase (116 kDa), albumina sérica bovina (80 kDa) ¢ ovalbumina (49 kDa). Es-
tas proteinas sdo previamente coradas e aparecem em azul no gel de eletroforese e na
membrana de nitrocelulose, servindo para orientag#o quanto ao peso molecular das ban-

das observadas. Os géis receberam voltagem constante de 20 volts por lh e a seguir de
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100 volts por aproximadamente 2,5h, para que ocorresse a separagao adequada das pro-
teinas. Apés o término da separagdo, as proteinas foram transferidas do gel para uma
membrana de nitrocelulose, em voltagem constante de 90 volts por 2h no equipamento de
minigel para eletrotransferéncia da Bio-Rad utilizando-se o tampdo para transferéncia
(Trisma base 25mM, glicina 129mM, metanol 20%, SDS 0,02%) para facilitar a eluigdio
de proteinas de alto peso molecular.

A ligagdio inespecifica de anticorpos & membrana de nitrocelulose foi redu-
zida pela pré-incubagdio do filtro com a solu¢éo bloqueadora, constituida por caseina
(leite desnatado a 5%) e azida sédica 0,02% dissolvidos em solugdo basal (Tris 10mM,
Tween 20 0,02%, NaCl 150mM), por um periodo de 2 a 3h a temp. amb. ou 12h a 4°C.
Em seguida as membranas foram incubadas com anticorpos antifosfotirosina, diluidos em
tampdo bloqueador por 4h & temp. amb. ou 14h 4 4°C, ¢ entdo lavados a cada 10 min por
5 vezes com solug@do salina.

Apos lavagem, as membranas de nitrocelulose foram incubadas com protei-
na A marcada com ‘I por lh a temp. amb. ou 12h 4 4°C e em seguida lavadas nova-
mente com solugdo basal a cada 10min, por 2h. A ligagio do material radioativo 8 mem-
brana foi detectada por auto-radiografia, procedendo-se a exposi¢io das membranas em
filme tipo Kodak XAR e intensificador tipo Cronex Lightning Plus, a -80°C por aproxi-

madamente 5 dias.

Testou-se o efeito do composto 8 sobre o receptor de insulina, que ¢ uma

enzima tirosina proteina quinase.

2. 4. Ensaio de Citotoxicidade in vifro:

Este ensaio foi realizado pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo Pizéio no Centro de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas - CPQBA, segundo procedimento MTT?

8 ALLEY, M.C.; SCUDIERO, D.A.; MONKS, A HURSEY, M.L.; CZERWINSKI, M.J; FINE, D.L.; ABBOTT,
B.IL: MAYO, J.G.; SHOEMAKER, R.H.; BOYD, M.R. Feasibility of drug screening with panels of human
tumor cell lines using a microculture tetrazolium assay. Cancer Research 45: 589-601, 1988.
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{baseado na redugdo metabolica do sal de tetrazolium (S) em formazan (InS) por produtos
da atividade da deidrogenase mitocondrial das células) do National Cancer Institute.
Testou-se a atividade de citotoxicidade do composto 8 frente a trés linhagem celulares, a

saber cancer de pulm#o (A549), leucemia (K562) e cancer de colon (WiDR).

3. Resultados e Discussio:

3. 1. Bioautografia:

Levando-se em conta que isoflavondides e flavondides sio mais seletiva-
mente toxicos para bactérias gram-positivas sendo as gram-negativas bem menos sensi-
veis, escolheu-se um nimero maior de cepas gram-positivas; foram feitos bioensaios com
alguns fungos e bactérias de cepas mais conhecidas.

Os extratos de P. parviflora mostraram-se inativos frente aos microrganis-
mos testados; em suas placas observou-se apenas o halo de inibigio do antibidtico usado
como padriio (Fig. 2). Da mesma forma, os trés extratos de L. atropurpureus foram testa-
dos contra fungos e mostraram-se inativos (auséncia do halo de inibigdo, Fig. 3); infeliz-
mente ndo houve tempo habil para finalizar os teste dos extratos de L. atropurpureus com

bactérias. Os resultados estdo resumidos na tabela 1.

3. 2. Ensaio de Letalidade com Artemia salina:
O resultado positivo deste ensaio € um indicador de toxicidade tanto para
screening de substincias com atividade antitumoral™'® quanto para compostos com ativi-
dade pesticida. Este ensaio apresenta uma correlagéio positiva com os ensaios sobre

células 9kb (carcinoma nasofaringeo humano, p = 0,036 e kappa = 0,56), onde os valo-

® HOOP, D.C.; ALALI F.Q.; GU, Z-M. and MCLAUGHLIN, J.L.. Mono-THF ring annonaceuos acetogenins from
Annona squamosa, Phytochemistry 47 (5). 303-809, 1998

1 RATNAYAKE, S, GU, Z-M.. MIESBAUER, LR ; SMITH, DL; WOOD, K.V; EVERT, DR. and
McLAUGHLIN, J.L. Parvifioracin and parviflorin: cytotoxic bistetrahydrofuran acetogenins with 35
carbons from Asimina parviflora (Annonaceae). Canadian Journal of Chemistry 72 (2): 287-293, 1994.
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res de EDs, para citotoxicidade sdo geralmente proximos a uma décima parte dos valores
EDs, encontrados nos ensaios com Artemia salina (McLaughlin, 1991)!,

Apos analise estatistica dos dados, obteve-se que os extratos éter de petr6-
leo e diclorometinico foram mais ativos que o metanélico (Tab. 2), dentro da faixa de
interesse (< 1000 ppm).Os flavondides inéditos isolados, o éter 3-O-metilico de minimi-

fiorina (8) e a 3-hidroxi-minimiflorina (9) também mostraram-se ativos.

Tabela 1: Resultados da Bioautografia

Lonchocarpus Poecilanthe
atropurpureus parviflora
Microrganismos 1 2 3 I 2 3

Bacillus subtilis * - - -
Staphilococcus aureus b - - -
Salmonella tiphymurium © - - -
Micrococeus luteus * - - -
Aspergillus niger ©
Penicillium funiculosum ’ - - -
Fusarium oxysporum ®
Alternaria alternata - - -
Rhizopus orizae | - - -
Aspergillus fumigatus - - -
Cladosporium cladosporioides' | - - -
Candida albicans ™ - - -

CCT 0089 (gram +), ® CCT 4295 (gram +), © CCT 0528, * CCT 2720, ® CCT 1435, ' CCT 0490,
® CCT 3244, " CCT 1250, CCT 4964, CCT 01277, CCT 0279, ™ CCT 0776.

Lonchocarpus atropurpureus: 1 (Ext. Eter de Petréleo), 2 (Ext. Diclorometinico) e 3 (Ext. Me-
tandlico), Poecilanthe parviflora: 1’(Ext. Eter de petréleo), 2°(Ext. Diclorometanico) e 3"(Ext.
Metanolico).

Tabela 2: Resultados obtidos para os extratos de L. atropurpureus
¢om o ensaio com Artemia salina

Extrato EDsy (ug/mL)
Eter de Petrdleo 3,27 ativo
Diclorometinico 8,05 ativo
Metandlico > 421000 inativo
8 10,60 ativo
9 42,96 atvo

" McLAUGHLIN, J.L. apud NOGUEIRA, M. A. Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius - Isolamento,
identificagdo, determinagdo estrutural, testes bioldgicos ¢ anilise sazonal - Campinas, 1998, Tese Doutor
em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.
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Figura 2: Bioautografia
Extratos éter de petréleo (1), diclorometénico (2) e metanolico (3) (1° extragdo) de Poecilanthe parviflora;
Microrganismo: Staphilococcus aureus; Antibidtico: Cloranfenicol (A); Observar halo de inibigdo sobre o
antibidtico.

Figura 3: Bioautografia
Extratos éter de petrdleo (1), diclorometanico (2) e metanélico (3) (1°. extragio) de Lonchocarpus
atropurpureus; Microrganismo: Candida albicans; Antibidtico: Ciclopirox olamina (A); Observar halo de

inibigdo sobre o antibiético.
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Estes resultados com Artemia salina indicam uma possivel atividade citoto-

xica dos flavanonoéis inéditos, 0 que motivou a realizagdo dos testes seguintes.

3. 3. Efeitos de Flavondides nas Etapas Iniciais da Acéo Insulinica e

Immunoblotting:

A insulina tem um papel central na regulagio de glicemia e age de uma ma-
neira coordenada no metabolismo lipidico e proteico; age a nivel celular através de seu
receptor transmembrana que tem atividade tirosina proteina quinase. Em células de cultu-
ras e no animal intacto, a ativagdo do receptor de insulina (IR) leva a uma subsequente
fosforilagio dos residuos tirosina de uma proteina citoplasméatica com PM aparente de
160 a 185 KDa denominado IRS-1; esta atividade tirosina proteina quinase ¢ fundamental
para os efeitos biologicos finais da insulina'?. A importincia da atividade das enzimas ti-
rosina proteina quinases na regulagdio do crescimento celular fez com que elas se tornas-
sem importante alvo na descoberta e desenvolvimento de inibidores especificos que servi-
riam tanto como potentes agentes quimioterapicos quanto como ferramentas farmacolégi-
cas nos estudos do mecanismo de agdo das tirosina quinases'. Algumas classes de flavo-
néides, como por exemplo flavonas, sdo potentes inibidores de tirosina proteina quinase'
enquanto outras, como as flavanonas, tém a capacidade de estimular estas enzimas. Os
resultados obtidos (auto-radiografia, Fig. 4) revelam um aumento na fosforilagdo dos re-

siduos tirosina de IRS-1 apés injegdo do composto 8; isto pode estar correlacionado com

12 CARVALHO, C.R.O.; BRENELL], S.L.; SILVA, A.C.; NUNES, ALB,; VELLOSO, L.A. and SAAD, M.J.A.
Effects of aging on insulin receptor, insulin receptor substrate-1 and phosphstidylinositol 3-kinase in liver
and muscle of rats. Endocrine /37 (1): 151-159, 1996.

13 GEAHLEN, RL.. KOONCHANOK, N.M. and MCLAUGHLIN, JL. Inhibition of protein-tyrosine kinase
activity by flavonoids and related compounds. Journat of Natural Products 52 (5): 982-986, 1989,

“ AGULLO, G., GAMET-PAYRASTRE, L, MANENT], S.; VIALA, C; REMESY, C; CHAP, H. and
PAYRASTRE, B. Relationship between flavonoid structure and inhibition of phospatidylinositol 3-kinase: a
comparison with tyrosine kinase and protein kinase C inhibition. Biochemical Pharmacelogy J53: 1649-
1657, 1997.

15 MIDDLETON JR, E. and KANDASWAMI, C. The impact of plant flavonoids on mammalian biology:
implications for immunity, inflammation and cancer in HARBONE, 1.B. The flavonoids - Advances in
research since 1986. 1 Edition, Chapman & Hall, chapter 15, page 621, 1996.
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uma possivel atividade potencializadora da insulina, isto é, o composto poderia aumentar

o efeito da insulina em ratos.

3. 4. Ensaio de Citotoxicidade in vitro:

A substéncia testada (8) mostrou-se inativa frente a trés linhagem de células
de cancer humanos (fig. 5) e a curva dose/resposta para as concentragdes testadas mostra
a inexisténcia de efeito antitumoral nas condigdes empregadas no teste (fig. 6).

OCH; O 0O

OH O
Substincia 8 Substincia 14
Figura 4: Immunoblotting (autoradiografia):

F2 e F2 +: Fragmentos de figado tratado com derivado de dibenzoilmetano 14 apos injegdo de
insulina; C +: Figado controle apos injegdo de insulina; F1: Figado tratado com flavanonol 8 apos
da injegd@o de insulina.

Notar o aumento de intensidade da mancha indicando aumento na fosforilagdo dos residuos tiro-
sina quando o animal tratado com o flavanonol 8 recebeu a inje¢io de insulina.
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Figura 5: Teste de Citotoxicidade in vitro
A: Teste em Branco; B: Teste com o flavanonol 8.

Notar a grande semelhanga entre os testes e a grande presenca de cristais de formazan indicando auséncia de
atividade citotéxica. Células de cancer de colon (WiDR)
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Figura 6: Curva dose versus resposta do bioensaio de Citotoxicidade in vitro.
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Considerac¢des Finais:
1. Poecilanthe parvifiora:

Como exposto na Introdugio Geral (pag. 3) os resultados fitoquimicos le-
vantados nesta dissertagfo reforgam as investigagdes boténicas no sentido de colocar o
género Poecilanthe isolado dos géneros Deguellia, Pongamia, T ephrosia e Lonchocarpus
dentro da tribo Milletia, uma vez que Poecilanthe parvifiora ndo contém flavondides
como oS outros géneros.

O ensaio de bioautografia demonstron que os extratos de P. parviflora nio
apresentam atividade antifingica e/ou atividade antibacteriana nas condigdes empregadas.

2. Lonchocarpus atropurpureus:

Os resultados obtidos acrescentaram novos dados fitoquimicos auxiliando
assim na comprovagiio da tese botinica de que as espécies pertencentes ao subg.
Lonchocarpus s§o menos evoluidas que as pertencentes ao subg. Punctatii; isso foi pron-
tamente observado através do grafico de grau de oxidagio versus grau de metilagio dos
metabélitos isolados dessas espécies, proposto por GOTTLIEB' (Fig. 1). Neste gréfico
foi igualmente interessante verificar a distribuiciio das espécies do subg. Lonchocarpus
seclio Lonchocarpus (L. atropurpureus, L. campestri ¢ L. guilleminiana).

Dos cinco flavondides isolados do EPLA, minimiflorina (7) e os flavano-
néis inéditos 8 e 9 apresentam um grupo hidroxila em C-2’ (anel B), um padréo de oxida-
¢d0 do anel B bastante incomum entre os flavondides naturais. A anélise quantitativa por
CLAE de quatro, dos cinco flavonéides isolados, demonstrou que o flavanono! & inédito é
majoritario no extrato éter de petroleo das raizes de L. atropurpureus.

A observagiio da presenga de nédulos de fixagdo de nitrogénio € uma evi-

déncia do papel ecolégico para os flavonéides isolados de L. atropurpureus pois eles es-

' GOTTLIEB, O. R. Micromolecular Evolution, Systematic and Ecology. Springer-Verlog, Berlin, Germany, Cap.
14, 1982
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t4io ausente quando a raiz niio apresenta essa simbiose e, segundo a literatura, as flavano-
nas sdo importantes indutores dos genes de nodulagdo presentes nas bactérias do género
Rhizobium.

Os ensaios de bioautografia mostraram que os extratos de L. atropurpureus
ndo apresentam atividade contra os fungos testados, enquanto que o ensaio de toxicidade
com Artemia salina demonstrou potencial efeito téxico dos extratos ¢ dos flavanondis
inéditos 8 e 9. Através do ensaio de citotoxicidade in vitro concluiu-se que, frente as trés
linhagens de células de cancer testadas, o flavanonol 8 nfio apresenta atividade citotoxica.
Uma provivel atividade de potencializar o efeito da insulina foi observada para este
mesmo flavanonol (majoritirio ¢ inédito) no modelo in vivo que permite estudar as etapas

inicias da agdo insulinica.
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Figura 1: Grafico mostrando os valores médios de oxidagfo/metilagiio de algumas espécies do
género Lonchocarpus.
As espécies escritas em vermelho sfio aquelas ja estudadas em nosso grupo de pesquisa’.

? NOGUEIRA, M.A. Estudo fitoquimico de Lonchocarpus atropurpureus (Wild) DC - Isolamento, determinago
estrutural, andlise sazonal ¢ atividade biolégica. Campinas, 1998, Tese Doutor em Ciéncias, Instituto de
Quimica, Unicamp.
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