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Resumo

Estudo fitoquimico de Lonchocarpus dipteroneurus Pittier e Lonchocarpus montanus

A.M. G. Azevedo — Isolamento, Determinaciio Estrutural e Atividade Biologica
Maria del Pilar Caramantin Soriano, Eva Gongalves Magalhies

Palavras Chaves: Flavondides, CLAE, Quimiossistematica, Testes Biologicos

(toxicidade e bioautografia)

O estudo fitoquimico do extrato metandlico das raizes de Lonchocarpus
dipteroneurus Pittier tesultou no isolamento da sacarose na forma de seu derivado
peracetilado € uma mistura de compostos nitrogenados. N enhum composto flavonoidico foi
detectado através da andlise dos extratos éter de petrdleo e diclorometinico
Posteriormente constatou-se que o espécime estudado nfo se tratava de um Lonchocarpus.
O estudo fitoquimico do extrato diclorometinico das raizes de Lonchocarpus montanus
AM. Azevedo resultou no isolamento de quatro flavonéides conhecidos: derriobtusona A
33, (£)-7-OMe pongamol 85 | lanceolatina B 56, ¢ medicarpina 57, que foram
caracterizadas pelos respectivos dados espectroscopicos (UV, IV,EM_RMN 'H, RMN “C,
COSY,NOE, HSQC, HMBC). Vale ressaltar que a Derriobtusona A é um auronol
metilado de ocorréncia bastante rara. Foi o primeiro auronol encontrado na natureza e
anteriormente isolado apenas de L. obtusus. Foram feitos testes de bioautografia com os
extratos e os flavondides isolados das raizes de 1. montanus frente a fungos e bactérias
quando verificou-se que todos eles sdo ativos contra Staphilococcus aureus. Através do
bioensaio de letalidade com Artemia salina, observou-se que tanto os extratos como 0S

flavonoides isolados possuem atividade citotoxica.
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Abstract

Phytochemistry of Lonchocarpus dipteronenrus Pittier and Lonchocarpus montanus

A.M. Azevedo- Isolation, Structaral Determination and Biological Activity
Maria del Pilar Caramantin Soriano, Eva Gongalves Magalhies

Keys words: Flavonoids, HPL.C, Chemosystematic, Bioassays (toxicity and

bicautography)

Acetylation of methanolic extract from Lonchocarpus dipteroneurus Pittier Toots
followed by chromatographic analysis furnished peracetylated sucrose and a mixture of
nitrogenenated compounds. However the dichloromethane extract from Lonchocarpus
montanus AM. Azevedo roots was submitted to chromatographic analysis allowing the
isolation of four flavonoids: derriobtusone A 53, (L)-7-OMe pongamol 585 lanceolatine B
56 and medicarpine 57 which have been isolated before from other sources. The molecular
structures were characterized by means of their respective spectral data (UV; IR; MS; NMR
'H, NMR "C, NOE) including bidimensional experiments (COSY, HSQC, HMBC).
Derriobtusone A represents the first auronol found in nature. It had formerly been isolated
from L. obtusus, another brazilian species closely related to L. montanus. The extracts from
roots of L. montanus AM. Azevedo were tested against some bacteria and fungi by
bicautography method when it was venfied activity against Staphilococcus aureus. The
extracts of L. montanus A M. Azevedo roots and isolated flavonoids showed activity in the

Brine Shrimp bioassay.
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Introdugdo Geral

1. A familia Leguminosae

A familia Leguminosae (ou Fabaceae) ¢ uma das maiores dentre as dicotiledéneas
sendo superada somente por Compositae e Orchidaceae. Ela compreende cerca de 670
géneros € 17 500 espécies espalhadas em todo o mundo, especialmente nas regides tropicais
e subtropicais™®”’, Esta familia estd subdividida em 3 sub-familias: Mimosoideae,
Caesalpinioideae ¢ Papilonoideae, as quais sdo tratadas como familias independentes por
alguns taxonomistas, dentre eles Hutchinson®.

Virias espécies da sub-familia Papilonoideae ja foram estudadas sob o ponto de
vista quimico e todas elas forneceram flavondides entre os quais encontram-se 95% dos
isoflavonoides naturais conhecidos até agora. A ocorréncia de derivados prenilados é mais
uma caracteristica estrutural dos flavonoides isolados de Papilonoideae, englobando
espécies de varios géneros tais como : Pongamia, Milletia, Piscidia, Derris, Lonchocarpus
etc. cujos caracteres morfologicos dificultam o estabelecimento de uma taxonomia
infragenérica.

Gottlieb e colaboradores analisaram o significado sistemético dos flavonédides
isolados de espécies pertencentes aos géneros Derris e Lonchocarpus, tomando por base os
valores médios de O/M (oxidagdo versus metilagdo ) dos seus flavondides como uma
medida indireta do potencial redox das respectivas espécies, em busca de uma solucdo mais
geral para os problemas que envolvem a classificagdo botanica destes géneross.

Neste contexto nosso grupo de pesquisa vem estudando as espécies Lonchocarpus
que ocorrem no Brasil visando o isolamento principalmente de flavondides a fim de
comparar os dados fitoquimicos com a classificagdo boténica proposta por Ana Maria G.
Azevedo Tozzi. Os resultados obtidos até agora com o estudo de 3 espécies pertencentes

ao sub-género Punciati e 4 espécies do sub-género Lonchocarpus sio coerentes com a

' LEWIS,G.P.& OWEN, P.E. Legumes of the llha de Maracd, Royal Botanic Gardens Kew, Whitstable Litho
Lid., Whitstable, Kent, Great Britain, 6-7, 1989.

z JOLY, A B. Botinica Introducio 8 Taxonomia Vegetal. 4ta. Ed., Sio Paulo: Ed. Nacional, 371-382, 1977.

3 HEYWOOD, J. The Leguminosae-A Systematic Purview in Harborne, 1.B. Bouler D., Tumer, BL.
Chemotaxonomy of the Leguminosae. London: Academic, 1-29, 1671.

* HUTCHIN SON, J. The Genera of Flowering Plants, London: Oxford Univ., 7 : 221489, 1967.

; GOMES, CMR, GOTTLIEB. OR., BETTOLO, GBM. MONACHE, FD & POLHILL, RM.
Systematic Significance of Flavonoids in Derris and Lonchocarpus. Biochem. Syst. And Ecol., 9 (213):
129, 1981.



Introdugdo Geral
taxonomia proposta e reinem o isolamento de 50 flavondides entre os quais 31 sdo
novos™ #7¢ 10,

2. Flavonoéides

Os flavonoides compreendem uma classe de metabdlitos secundarios que
encontram-se tanto livres quanto glicosilados e ocupam uma posi¢io predominante entre os
fendis naturais. O interesse nos flavonodides esta no fato de muitos deles apresentaram cores
belas e brilhantes atuando como pigmentos presentes em varias partes das plantas assim
como devido a2 importancia desses compostos taninicos no couro, na fermentagdo do cha,
na manufatura do cacau ¢ na qualidade nutricional e sabor dos alimentos. Alem disso, estes
compostos tém apresentade um espectro amplo de atividades biolbgicas agindo como
antioxidantes, fungicidas, bactericidas, anti-tumorais, etc'l.

A distribui¢do ubiqua dos flavonoides em plantas e a relativa estabilidade quimica
os tornam marcadores taxonomicos particularmente tteis.

Os flavonoides sfo constituidos por um esqueleto basico contendo 15 atomos de
carbono envolvendo 2 anéis fenila (anéis A e B) ligados por uma unidade propanoidica e
apresentam uma grande diversidade estrutural. As varias classes de flavondides se
caracterizam pela natureza da unidade propanoidica, ora ciclizando no anel C (Ex :
flavonas e auronas), ora mantendo-se como uma cadeia aberta (Ex: chalcona,

dibenzoilmetano).

6 SALES, B.H.L.N. Flavonoides de Lonchocarpus subglaucescens (Benth)-Leguminosae e Sintese de f-
hidroxichalconas-Campinas, 1994, Tese de Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica, Unicamp.

4 BLANCQO, 1.8, Flavondides de Lonchocarpus muehlbergionus ¢ Sintese de flavanmas 4-oxigenadas-
Campinas, 1993, Tese de Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.

8 NOGUEIRA, M.A. Esindo Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae-Isolamento,
Determinacio Estrutural, Atividade Biologica e Analise Sazonal-Campinas, 1998, Tese de Doutor em
Ciéncias, Instinto de Quimica, UNICAMP.

? RUIZ, AL.T.G. Estudo Fitoquimico de Poecilanthe parviflora Benth ¢ de Lonchocarpus atropurpureus
Benth-Isolamento, Determinacfo Estrututal e Atividade Bioldgica-Campinas, 1998, Tese de Mestre em
Ciéncias, Instittto de Quimica, UNICAMP.

1 FIRMING, C.A_ Estudo Fitoquimico das raizes de Lonchocarpus campestris- Tozzi-Campinas, 1998, Tese
de Mestre em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.

"' HARBORNE, J.B. The Flavonoids Advances in Research since 1986, Chapman & Hall, London, Cap. 9,
1996.
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Até agora foram isolados cerca de 4 000 flavonodides de vérias partes da planta

estudadas (flores, folhas, sementes, frutos, caules e raizes) sendo que a maioria €
constituida por derivados de flavonas (1) e flavondis (2). Apenas cerca de 30 flavonodides

naturais pertencem 4 classe das auronas.

Nas ultimas trés décadas os métodos de degradagio quimica classicamente
empregados na determinagfio estrutural de produtos naturais foram substituido pelas
analises de dados espectroscdpicos {IV,UV,RMN e EM) os quais sio bem explorados para

a determinagiio estrutural de flavonéides®: ™ 2.

2.1 Biossinteses de Flavondides

O interesse na biossinteses de flavondides foi estimulado pelos estudos sobre os
aspectos genéticos relacionados com a cor das flores. Através de especulagdes quimicas
varias espécies foram levantadas para explicar a origem dos esqueletos basicos desta classe
de compostos; posteniormente checadas através dos estudos com substratos marcados mais
recentemente trabalhando-se com plantas inteiras nos tecidos vegetais.

O comeco dos estudos enzimaticos sobre a biossintese dos flavonodides foi marcado
pela descoberta da primeira enzima: fenilalanina amonia-liase. As dificuldades que
envolvem o isolamento de enzimas foram superadas pelo uso de cultura de suspensio de
células de plantas® .

Atualmente sabe-se que os flavondides sdo originados biogeneticamente pela
condensagio de uma cadeia poliacetidica (encadeiamento de trés unidades do éster CoA do

8 SALES, B.H.L.N. Flavonoides de Lonchocarpus subglaucescens (Benth)-Leguminosae e Sintese de B~
hidroxichalconas-Campinas, 1994, Tese de Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica, Unicamp.

! BLANCO, LS. Flavondides de Lonchocarpus muehibergianus ¢ Sintese de flavanas 4-oxigenadas-
Campinas, 1995, Tese de Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP,

2 AGRAWAL, PK. Studies in Organic Chemistry 39. Carbon-13 NMR of Flavonoids, Elsevier Science
Publishing Company Inc, Ansterdan, Cap. 1 ¢ 3, 1989.
' HARBORNE, ] B. The Flavonoids Advances in Research since 1986, Chapman & Hall, London, Cap. 9,
1975,
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acido mal6nico) com uma do éster CoA do 4cido cindmico, gerando uma chalcona. Através
de uma serie de reagles enziméticas envolvendo oxidagbes, redugdes e alquilagdes
formam-se os diversos tipos de flavondides. No Quadro 1 apresenta-se um resumo da
Biossintese de alguns flavonéides®.

2.1 Anrenas e Aurondis

As auronas s3o flavonoides altamente coloridos derivados da  2-
benzildenecoumaranona (3). A maior parte das auronas naturais apresentam configuragio
Z. Algumas carecem da ligag¢do olefinica e sfo designadas como auranonas (diidroauronas)
e aurananois (diidroaurondis) '>. Quimicamente os auronéis podem ser considerados como

auronas hidratadas pois s@o 2-hidroxi-2-benzilcoumaranonas (4},

-3

;
. |
R ’ 2 i
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3 P e i 32 P ORCH D
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3 (4
As propriedades espectroscopicas de RMN 'H e RMN C das auronas vem sendo
15,1214

regularmente exploradas , entretanto  tem-se poucos dados relacionados com

¢ SALES, B.H.L.N. Flavondides de Lonchocarpus subglaycescens (Benth)-Leguminosae ¢ Sintese de B-
hidroxichalconas-Campinas, 1994, Tese de Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica, Unicamp.

"' HARBORNE, J.B. The Flavonoids Advances in Research since 1986, Chapman & Hall, London, Cap. 9,
1996.

'* AGRAWAL, P.K. Studies in Organic Chemistry 39. Carbon-13 NMR of Flavonoids, Elsevier Science
Publishing Company Inc, Ansterdan, Cap. 1 e 5, 1989,

"* PELTER, A, WARD, R.S., HANSER, R. & KHALIEF, F. Analysis of the Tautomeric Struciures of
Auronols by °C NMR and Comparison with the Isomeric Flavonols. J. Chem. Seoc. Perkin Trans I .
12 :3182-3185, 1981,
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QUADRO 1: Biossintese de alguns Flavonoides
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as analises dos seus espectros de massas™”.

O espectro UV da maioria das auronas mostra quatro maximos de absor¢do, dois
abaixo e dois acima de 300 am™®.

El-Habashy et al. (1989) reportaram a ocorréncia de auresidina (5) e sulfuretina {6}

em varias espécies de Cyperus e em Pycreus sundtii (ambas da Cyperaceae) .

HG
L2 VA '?xJ%WQ
W \ N ;; X;: . e . . ) ,y/f {k:x
W“Hm—{\ VA E\ b Fﬂﬁ”“ﬁf —OH
. e S, . kY /
: \\m N f\%\\“ 5
on - O © OH

Embora bracteatina (7) seja uma aurona bem conhecida, seu recente isolamento de
Aspleniun kaulfussii por Imperato (1989) representa a primeira ocorréncia de uma aurona

numa samambaia.

7T CH;
) o -
E{f}W@ { R?ﬁ@wp\ ;
T e=cn—¢ N—on T Ne=cr— N—om
W \____..-ff !\]\\;//i\_{/ — ;’j
13 \\ . ‘;\
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Em flavonoides, a C-metilacdo ocorre esporadicamente na natureza, até agora
somente uma aurona C-metilada foi descrita: 6,4’-dithidroxi-7-metil aurona 6-0O-
ramopiranosida (8). Mohan e Joshi (1989) reportaram duas auronas (8) ¢ (9) ambas isoladas
do cerne de Pterocarpus marsupium (Fabaceae)' .

Pare et al. (1991) isolaram “cephalocerona” de plantas inteiras de Cephalocereus

senilis (Cactaceae) . Eles constataram que a estrutura deste pigmento vermetho ligeiramente

* (GARCIA, H,,IBORRA, S..PRIMO, J. & MIRANDA, M.A_ Intermolecular Reactions of Radical Cations in
the Gas Phase. Mass Spectral Evidence for an on-Molecule Process Leading to the Dimerization of
Aurones. Org. Mass Spectrom. 24 (2) : 428-430, 1989,

' SCOTT, A. L, Interpretation of the Ultraviolet Spectra of Natural Products, Pergamon Press Ltd., London,
Cap. 4, 1964.

" MOHAN, P. & JOSHI, T. Two Anthochlor Pigments from Hertwood of Pterocarpus marsupium.
Phytochemistry, 28 (9) : 2529-2530, 1989.
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sensivel é 4,5- metilenodioxi - 6 - hidroxi aurona (10}. O composto mostrou atividade
countra FEscherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

OH

p—
L
{:?{M{? = OH

(9% (10
Entre os compostos isolados por Hano et al. (1990) da espéeie venenosa Antiaris

toxicaria estdo as duas primeiras auronas C-preniladas de ocorréncia natural: “Anti- arona-

A” (11) e ”Anti-arona B” {12).
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Um estudo detalhado do cerne da madeira da espécie mexicana Lonchocarpus
castifloi (Fabaceae) revelou a presenca dos aurondis (13) ¢ (14) e da o
hidroxidiidrochalcona (17). A resisténcia da madeira ao ataque de fungos motivou a
investigagio da atividade fungicida dos cinco compostos isolados (13,14,15,16 ¢ 17)
verificando-se que todos eles sdo ativos contra Lenzites trabea sendo (17) , o composto

mais ativo '

! IARBORNE, 1.B. The Flavonoids Advances in Research since 1986, Chapman & Hall, London, Cap. 9,
1996.
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Seabra et al. (1995)'® reportaram o isolamento e identificacio de 6,374 -triidroxi-4-
metoxi-3-mettaurona {18) de Cyperus capiiativo. Uma nova analise da mesma espécie de

Cyperus' conduziu ao isolamento de mais duas auronas metoxiladas: 6,3 -diidroxi-4,4’-

dimetoxi-5-metilaurona (19} e 4.6,3”

.4’ tetrametoxiaurona (20). Estes compostos (18,19 ¢

20) foram as primetras auronas isoladas de 6rgfos subterrineos de Cyperus spp.

' SEABRA, RM., MOREIRA, MM, COSTA, MA.C. & PAUL, ML 6,3",4’-Trihydroxy-4-methoxy-3-

methylaurone from Cyperus capitatus, Phytochemistry, 40 (5) 1 1579-1580, 1993,

¥ SEABRA, RM. ANDRADE, PB., FERRERES, F. &MOREIRA, M.M. Methoxylated Auwrones from

Cyperus capitatus. Phytochemistry, 45 (4) 1 839-840, 1997,
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Yoshikawa et al. {1998)”° * * relataram a ocorréncia de dois novos auronois

glicosilados: Hovetrichosides C {21) e Hovetrichoside D (22) da casca de Hovenia

trichocarea.
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No comeco deste seéculo, uma série de auronas tais como {3) ou {25) foram
sintetizadas por Auwers et al através da condensacdo de 3(2H)-benzofuranonas
substituidas (23) com arilaldeidos (24). As primeiras auronas de ocorréncia natural
entretanto foram reportadas por Geissman et al. (1943Y trinta anos depois. As auronas
contribuem na pigmentacio das flores devido as suas cores amarele ouro brilhantes.
Contudo elas receberam pequena atencZo comparado as flavonas e isoflavonas amplamente

pesquisadas. Existem poucos métodos gerais para sintese de auronas e suas atividades

®LL X.C., CAL L. & WU, CD. Antimicrobial Compounds from Ceanothus Americanus Against Oral
Pathogens, Phytochemistry /02 : 97-102, 1997

2 YOSHIKAWA, K., EIKO, K, MIMURA, N, KONDO, Y. & ARIHARA, §., HOVETRICHOSIDES C-G.
Five New Glycosides of Two Auronols, Two Neolignans and a Phenylpropaneid from the Bark of
Hovenia trichocarea. J. Nat. Prod. 61 (6) : 786-790, 1998,

2 GOLSACK, R.J. & SHANNON, 1.8, Proximity Effects in the Electron Fmpact Mass Spectra of Aurones
and Related Compounds. Org. Mass Spectrom. /8 (11) :345-553, 1980,
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biologicas sdo ainda menos avaliadas, apesar do fato de serem estruturas isoméricas das
flavonas que tém manifestado um espectro amplo de a¢des bioldgicas incluindo atividade
anti-protiferativa.

Nestes Gltimos anos o interesse pela quimica dos derivados flavonoidicos de rara
ocorréncia natural vem aumentando devido A recente descoberta de suas poderosas
propriedades inibitérias®. Os quimicos orgdnicos estio a procura de métodos gerais e
convenientes para a sinteses de auronas. Varma et al. (1992) propuseram uma sintese
simples ¢ com rendimentos altos de auronas que acontece em condigBes suaves sobre
superficie de alumina®. J4 Botta et al. (1996) sintetizaram auronas e aurondis a partir da

biotransformagio de chalconas usando cultura de suspensio de células de Cassia

dikymobonyaz‘s.
SHD
E
e 2 ff\? 8] T
b > R — %—f/f\é}/ >cc:—s-—<§/ \>
\Q ‘\‘C r"?.’
@3 €0 ey
3. OBJETIVOS

¥ Comparar o perfil dos metabélitos secundérios presentes nas raizes do 7. dipteroneurus
e L. montanus  AMG. Azevedo procurando estabelecer uma correlacio entre a
quimiotaxonomia € a classificagdo botanica proposta por Ana Maria G. Azevedo Tozzi em

seu estudo sobre a ocorréncia de espécies Lonchocarpus no Brasil.

2 Analisar qualitativamente por CLAE todos os extratos obtidos.

* GOLSACK, R.J. & SHANNON, J.S. Proximity Effects in the Electron Impact Mass Spectra of Aurones
and Related Compounds. Grg. Mass Spectrom. 15 (11) :545-535, 1980.

“ VARMA, R.8 & VARMA, M. Alumina-Mediated Condensation, A simple Synthesis of Aurones.
Tetrahedron Letfers, 33 (40) :3937-5%40, 1992,

*BOTTA, B., MONACHE, G.D., DEROSA, M.C,, SWRRIA, R, VITALL A, VINCIGUERRA, V.,
MENENDEZ, P. & MISITL D. Heterocycles. 43 (7) : 1415-1421, 1996.
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? Fazer ensaios biologicos preliminares {com o0s extratos brutos e compostos isolados)
para avaliar a atividade antimicrobiana (teste de Bioautografia) com fungos e bacterias ¢ a

toxicidade (Teste de Letalidade com Arfemia salina).

Esta tese estd dividida em cinco capitulos:

Capzﬁi’ul@r I : Estudo fitoquimico das raizes de Lonchocarpus dipteroneurus Pittier,

isolamento e determinagio estrutural de sacarose peracetilada do extrato metandlico.

Capifudo- IL Estudo fitoquimico das raizes de Lonchocarpus montaus AM.G.

Azevedo, isolamento e determinagio estrutural de flavondides do extrato diclorometanico.

C@PWLLZO' III Analise qualitativa através de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE) de Lonchocarpus dipteroneurus Pittier e Lonchocarpus monianus

A M.G. Azevedo visando obter o perfil cromatografico dos extratos das raizes.

C@Pﬁl’bbl(}' IV Testes Biologicos: bioensaios de bioautografia (com bactérias e

fungos) e letalidade com Arfemia saling aplicados aos extratos das raizes de Lonchocarpus

montanus AM.G. Azevedo ¢ aos flavenoides isolados do extrato diclorometinico.

C apétuw V: Consideraces Finais.
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1. Introducio

Lonchocarpus dipteroneurus é uma espécie nativa da Venezuela '. E uma arvore
pequena de flores desconhecidas, glabros com ramos compridos e lenticelas marrom a
cinza, pequenas ¢ densas. Conhecido entre os nativos como “grifo”. A espécie estudada
encontra-se cultivada no Parque Ecologico da UNICAMP ao lado do L. atropurpureus,
outra espécie também cultivada que estd sendo estudada em nosso grupo. Estas duas
espécies sdo alocadas no mesmo sub-género Lonchocarpus € na mesma secio
Lonchocarpus ac lado das espécies nativas L. guilleminiana e L. sericeus que ja foram
estudadas e forneceram uma serie de chalconas, flavanonas e flavonéis * (Quadro 1). O
estudo quimico do extrato éter de petréleo das raizes de L. atropurpureus mostra a
predominincia de flavanonas e flavanondis (Quadro 2) como esperado pela
quimiotaxonomia .

A espécie Lonchocarpus dipteroneurus é classificada da seguinte forma:

Familia: Leguminosae(Fabaceae)
Subfamilia .  Papilionoideae(Faboidae)

Tribo: Milletieae

Género: Lonchocarpus

Subgénero:  Lonchocarpus

Secio: Lonchocarpus

Espécie: Lonchocarpus dipteroneurus Pittier

! PITTIER, H. The Middle American Species of Lonchocarpus. Contributions from the United States
National Herbarium 20 (2): 90, 1917

? SALES, BHLN. Flavondides de Lonchocarpus subglaucescens (Benth) - Leguminosae e Sintese de P-
hidroxichalconas. Campinas, 1994, Tese de Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica , UNICAMP.

* RUIZ, ALT.G. Estudo Fitoquimico de Poecilanthe parviflora Benth ¢ de Lonchocarpus atropurpureus
Benth - Isolamento, Determinacio Estrutural e Atividade Biologica. Campinas, 1998, Tese de Mestre
em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.
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As sementes de vérias espécies Lonchocarpus possuem aza-agucares e amino acidos
ndo proteicos , sendo que nas sementes do L. dipteroneurus foi detectado a presenca de

arginina, PPN e enduracididina * (Quadro 3).

*EVANS, S. V., FELLOWS, LE. & BELL, E A Distribution and Systematic Significance of Basic Non-

Protein Amino Acids and Amines in the Tephrosieae. Biochemical Systematic and Ecology 73 (3):
271-302, 1985,
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Quadro 1 : Exemplos de Flavonoides isolados

das espécies L. guilleminiana e L. sericeus”
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Quadre 2 ; Flavanonas e Flavonodis isolados de

3
L. atropurpureus
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Quadre 3: Aminoacidos ndo protéicos
isolados das sementes de . dipteronenrus’

PN

Arginina (42)

NH,

PPN (43)

i
M,

Enduracididina (44)

2. Materiais e Métodos

O espectro de RMN "H (totalmente desacoplado) foi obtido em equipamento
Bruker AP-300 com campo de 7 Tesla a temperatura ambiente, sendo os compostos
isolados dissolvidos em cloroférmio deuterado Merck.

As analises de CG/EM foram feitas em cromatdgrafo gasoso CG Hewlett - Packard
HP 5890 série 2 com uma coluna DB-5 (5% difenil, 95% dimetil polisiloxane), sob as

seguintes condig¢des: injetor a 290 °C, coluna a 50°C com razdo de aquecimento de 15 °C
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/min ate 290 °C  permanecendo assim por 10 min e interface com espectrdmetro de massa
HP 5970 a 285 °C.

As placas de CCD (Silica gel GFps4, Merck sobre vidro) e as cromatofolhas de
aluminio silicagel GFas4 0,2 nm (Art. 1.05554, Merck) foram reveladas sob luz UV (254 ¢
364 nm) e nebulizadas com solugfo de anisaldeido modificada (etanol/anisaldeido/acido
sulfirico/dc.acético 90:5:5:1) seguido de aquecimento das placas cromatograficas. As
placas de CCP e CCD sobre suporte de vidro (espessura de 1 mm) foram preparadas no
laboratério com silica gel GFasq (Merck).

As colunas de troca ionica e filtrago em gel foram preparadas respectivamente com

resina DOWEX - 50W (Sigma 50x8 — 400) ¢ Sephadex Hipofilico LH-20-100 (Sigma).
2.1 Obtencfo de Material Vegetal

Segmentos das raizes de L. dipteroneurus foram coletadas em margo de 1997 no
Parque Ecologico (UNICAMP) sob a orientaciio da Prof. Dr. A M.G. Azevedo Tozzi (Dpto.
De Boténica, IB da UNICAMP), especialista em taxonomia de Leguminosae.

2.2 Obtencfio dos Extratos e Iselamento de Componentes

As raizes foram lavadas, cortadas em pedagos menores ¢ secas numa estufa a 45
°C, secionadas e moidas em moinho de faca Willey, fornecendo 195,7g de pd que foi
extraido sucessivamente em Soxhlet com cada um dos seguintes solventes: éter de
petroleo, diclorometano e metanol. Inicialmente se fez um estudo com pequena quantidade
de raiz para observar o comportamento dos extratos em CCD. Assim, 26,4g de pd da raiz
foi extraido sucessivamente com cada um dos seguintes solventes: éter de petroleo,
diclorometano e metanol, obtendo-se;

Ext. Seco de Lter de Petréleo (EEP) =0,0807 ¢
Ext. Seco de Diclorometano (EDM) =0,1443 g
Ext. Seco de Metanel =1,1505 g

Em seguida prosseguiu-se a extracio com 176g de pé da raiz que resultou em:
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Ext. Seco de Eter de Petrileo (EEP) =04315 g
Ext. Seco de Diclometano (EDM) = 1,1716 g
Ext. Seco de Metanol =8,7655 ¢

deixando-se o material extraindo durante 160 horas com cada um dos solventes.
O extrato diclorometanico (1g) foi fracionado em coluna de silica gel, eluida
inicialmente com diclorometano aumentando a polaridade do eluente pela adi¢do gradual de
metanol até metanol puro, coletou-se 222 fragdes (cada uma de 30 mL ) que apos serem

analisadas por CCD foram reunidas em 58 grupos.

Devido & alta polaridade do extrato metandlico, este foi acetilado para facilitar o
isolamento de compostos em silica gel; conseguiu-se somente isolar Sacarose peracetilada
(45). A metodologia empregada apresenta-se no Fluxograma 1.

Na procura de aza-aguicares, aminoacidos ndo protéicos e flavondides glicosilados,
extraiu-se uma parte do extrato metanolico com EtOH e o novo extrato obtido foi deixado
interagir com resina de troca idnica sob agitagio . Uma vez filtrada, a resina foi colocada
numa coluna de vidro ¢ eluida com uma solugdo de NH,;OH 2M fomecendo 42 fracdes, das
quais 8-10 apresentaram um melhor desenvolvimento em CCD de fase reversa (s.d. :
BAW) e quando reveladas com ninidrina mostraram de 4 a 5 manchas arroxeadas. Estas
fragBes foram entdo acetiladas e analisadas por CG/EM, indicando a presenca de
aminoacidos ndo protéicos (Fluxograma 2).

Outra parte do extrato metandlico (2 g) foi cromatografada em coluna de Sephadex

LH-20 (50 x 2 cm) eluida com MeOH, fornecendo 62 fragdes. Através de CCD (s.d. :
BAW), a fragdo 14 mostrou ser a menos complexa, quando revelada com anisaldeido
modificado apresentou uma mancha principal de cor verde musgo e quando revelada com
ninidrina apresentou a mesma mancha principal de cor laranja. Logo, 14 foi acetilado e
cromatografado por CCP (s.d. : CH;Cl/MeOH 2%) fornecendo sacarose peracetilada 45
(Fluxograma 3).

Numa nova tentativa de isolar aminoacidos ndo protéicos, 2 g do extrato metanélico
foram tratados novamente com resina de troca iGnica, mas neste caso o extrato amoniacal foi
acetilado e metilado a0 mesmo tempo para entdo ser analisado por CG/EM resultando ainda
numa mistura complexg,
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Ext. Metandlico
(300mg)

1) 3 mL Py + 3 ml. Anidrido Acético, 48 h &
temperatura ambiente.

2) 50 ml. H,O destilada (banho de gelo)

3) CH:CI; (3 x 50 mL)

v v

Fraciio Aquosal Fracio Organica I

HCI2:1 (3 x 50 mL)

Fracio Organica 11 Fracio Aquosa

H;0 destilada (3 x 50 mL)

Fraciio Organica ITI Fracio Aquosa

1) Sulfato de sddio anidro
2} Concentracio a secura

Ext. Métanolico Acetilado
185 mg
& (285 mg)

CCP (100 mg ; CHoCl/MeOH 2%)
| I |

EMA.1 EMA.2 EMAS3 EMA 4
(22 mg)

CCP , CH:Cl/MeOH 1 %)
(desenvolvida 3 vezes)

EMA 21 EMA.2.2 EMA 23
(15 mg)
45

Fluxograma 1: Procedimento para acetilar o Extrato Metanolico e isolar a Sacarose
Peracetilada 45
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cAPiTULO 1

Ext. Metanolico
05¢g)

Ext. ndo €————— Extragio com EtOH (30 mL)
dissolvido

Ext. Etandolico

1)interacdo com resina de troca idnica ( 12,5 g)

Ext. etanolico | #—— sob agitacio (7 h).
v2)Filtrag:§0

Resina

CC ,NH4OH 2 M (aq)
42 Fragdes (c/u de 5 mL) monitoradas por

CCD, fase reversa (BAW)

vY vV

..................... Fracio 8-10
(58,2 mg)

1) Acetilagdo com Py (0,6 mL.) e
Anidndo Acético ( 0,6 mL) segundo
procedimento do fluxograma 1.
: 2)CG/EM
A 4
Mistura de Aminoacidos
nio Protéicos

(9 mg)

Fluxograma 2: Procedimento para separar Aza-Agutcares do Extrato Metandlico
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N— Wm&mmf

Ext. Metandlico
2g)

Restos do ext.

ndo dissolvido 4—— 1) Extra¢io com MeOH

2) Centrifugacdo (3 000 RPM),40 min

Ext. Metanélico 1
(1,082 g)

CC , Sephadex LH-20, MeOH
62 fragdes (c/u 3,5 mL) monitoradas

v CCD (BAW)
B A A I
h\ 4
Fracio 14
( 127,_5 mg)

i 1) Acetilagdo segundo o
: fluxograma 1.
: 2) CCP CH;Cl/MeOH 2 %
A 4
Sacarose
Peracetilada
(12 mg)
45

Fluxograma 3: Procedimento para isolar flavonéides glicosilados
do Extrato Metandlico
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O-B-D-frutefuranosil-(2 — 1)-a-D-glicopiranesideo peracetilade
Sacarose peracetilada 45

Aspecto fisico: 6leo amarelo

RMN 'H (300 MHz, CDCl3): Anexo A, Tab. 1, Pag. 26 ; Anexo B, Fig. 1, Pag. 27.
EM (Anexo B, Fig. 2, Pag. 28 ): m/z (%) : 678 [M"] (ausente no espectro), 331
(24), 211(48), 169 (70), 127 (9), 109 (38), 97 (6), 43 (100).

3. Resultados e Piscussoes

As placas analiticas de CCD dos extratos das raizes de L. dipteroneurus ndo
mostraram manchas distintas fortemente reveladas sob limpada UV como vem sendo
observado para os extratos das espécies de Lonchocarpus estudados em nosso grupo de
pesquisa (por exemplo L. atropurpureus) que sdo ricos em compostos flavonoidicos.

Em relagdo as demais espécies Lonchocarpus estudadas até agora, os baixos
rendimentos obtidos com os extratos éter de petroleo (0,432 g) e diclorometanico (1,172 g)
nos chamou 2 atencdo.

Todas as tentativas de isolar compostos por CCP tanto do extrato éter de petroleo
quanto do extrato diclorometinico sempre resultaram na obtengio de quantidades
insignificantes de misturas (1 - 2 mg) impossibilitando qualquer proposta de elucidacdo
estrutural.

Estes dados levantaram dividas quanto a identificagdo botanica de L. dipteroneurus
Pittier. Mesmo assim continuamos nossa pesquisa visando o isolamento de compostos
glicosilados e aminoacidos ndo protéicos . Entdo decidimos trabalhar com o extrato
metandlico do qual tinhamos boa quantidade. Nosso grupo de pesquisa nio tem uma
metodologia implantada para isolar compostos deste tipo , entfio tentamos diferentes
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metodos como : CC usando resina de troca idnica ou sephadex e estudando as fraghes por
CLAE e CG/EM (derivado acetilado) e até reagindo com cloroformato de metila (as fracdes
que revelaram com ninidrina) na tentativa de detectar a presenca de aminoacidos nio
protéicos por CG/EM. A despeito de todas as tentativas isolamos apenas sacarose
peracetilada e uma mistura de compostos nitrogenados provavelmente tratando-se de
aminoacidos ndo protéicos devido 4 coloragio caracteristica apds revelagio com ninidrina e
espectros de massas (CG/EM) apresentando picos moleculares com valores impares.
Nenhum dos espectros de massa correspondem aos de aminoacidos isolados das sementes.

A fim de ter mais material vegetal em margo deste ano fizemos uma nova coleta
das raizes de L. dipteroneurus. O cromatograma (obtido por CLAE) do extrato éter de
petroleo desta nova coleta apresentou um perfil cromatografico totalmente diferente do
anterior (Capitulo III, Fig. 4, Pag 89). Esta diferenca levantou novamente suspeita sobre a
classificagdo botdnica. Depois de um estudo extenso e minucioso a botinica
AM.G Azevedo Tozzi corroborou que as duas raizes coletadas (uma em margo de 1997 e a
outra em margo de 1998) sdo de plantas diferentes, ¢ nenhuma pertence ao género
Lonchocarpus. Este dado justifica o porque do ndo termos conseguido isolar nenhum
flavonoide da primeira raiz coletada. Diante desta situagdio em junho de 1998 Comecamos
a trabalhar com o extrato diclorometanico das raizes de I. montanus AM.G.Azevedo
(uma espécie brasileira inédita) cedida cordialmente por Miriam Sannomiya (aluna de
doutorado de nosso grupo de pesquisa quem atualmente esté trabathando com o extrato éter
de petroleo). Até o momento isolamos 4 flavondides dos quais 2 pertencem a classes de
flavonoéides escassamente distribuidos na natureza.

Sacarose Peracetilada 45

O espectro d¢ RMN 'H (Anexo B, Fig. 1, Pag 27)da sacarose peracetilada
apresentou sinais em & 2,02 e 2,18 (s) referentes as metilas dos grupos acetil, em 4,88 (dd,
J=3,7¢10,3 Hz); 5,08 (1, /= 9,7Hz) e 5,69 (d, J = 3,7 Hz) referentes aos hidrogénios
H-2 , H-4 e H-1 do residuo glicose. Estes dados foram confirmados pela literatura °
(Anexo A, Tab. 1, Pag. 26) e pelos dados espectroscopicos da sacarose P.A. peracetilada .

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



24
CAPITULO I Estude Fitoquimico Lonchocarpus dijpteroneurus Pittier

Fig. 1 : Estrutura de Sacarose Peracetilada

O espectro de massas da sacarose (Anexo B, Fig. 2, Pag. 28) mostrou os mesmos
padrbes de fragmentagfo da sacarose P.A. peracetilada. No Quadro 4 se apresenta uma
proposta de fragmenta¢do de sacarose peracetilada no Espectrometro de Massas.
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Quadro 4: Racionalizagdo do Caminho de Fragmentacio de Sacarose Peracetilada 45
no Espectrometro de Massas

by
i
M= G758 (ansenie 10 SSpecirn) miz =331 {24 9%}
- CHLCO0H
o ) L?i?:{.‘}.-&xc
pat= i 3
b E - o
= o o . 2
- . 7 LT :{“v_v{:g 7 %
5 R eV at £ 5 - AT £ Y
fj "-\;\_‘ - L {O0H E _;f ‘,’\.:\ “ Y \E;‘
W ;’ “\f\ 7 /
N Y, y
N —— o
= & FETed
o (/J .
H
miz = 109 G8 %) vz = 16% {70 %) miz =211 {48 75
- Cﬁzziz
HO s, B0
e 3 o
2 5 ¢
i Y 7
& > 2\
Ay
A £
Y \i .;jfl
it oFt
wyz = 127 (2 %0} avz =57 {5 %)
o
i
e £
1} 1 et
By - :3{::{:3
miz =43 (106 %%
Pico base
M =578
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ANEXO A Tabelas do Capitulo I
e

Tabela 1 : Dados de RMN "H (CDCl; , 300 MHz) de Sacarose Peracetilada 45

A : dados da literatura’ em CDCl; a 299,943 MHz
B : dades experimentais em CDCl; a 300,067 MHz

' NISHIDA, T, ENZELL, C.R. & MORRIS, G.A_ Concerted use of homo and hetero-nuclear 2D NMR: 13C
nad 'H assignment of sucrose octaacetate, Magnetic Resonance in Chemistry, 24: 179-182, 1986.
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1. Introducao

A espécie Lonchocarpus montanus AM.G. Azevedo é uma arvore de 5-8m de
altura e tronco de 10-40 cm de didmetro, com ramos lenhosos, congesta ¢ finamente
subestriados, subesfoliativos, escamosos, acinzentados, geralmente com lenticelas de
tamanho e forma variados, pubérulos a glabros, quando velhos sem folhas; ramos jovens
estriados, lenhosos, subangulares, densamente curto-vilosulos a esparso pubérulos, curtos
de 2-10 cm comprimento e com 1-5 folhas; gema globosa, densamente molisericea com
tricomas canescentes e amarelados a rufescentes , sempre terminando os ramos; estipulas
lenhosas (Fig. 1). E conhecido popularmente como “Cabelouro o carrancudo™ na Bahia. L.
montarus fol encontrado na Bahia (Chapadfo Ocidental e Almadina), em Minas Gerais
(Serra da Mantiqueira e Serra de Ouro Branco), e em Goids (Chapada dos Veadeiros).
Portanto a distribuigdio geografica da espécie estd associada a formacBes serranas. A
espécie apresenta afinidades com L. obtusus , L. macrocarpus e L. denudatus. L. montanus
¢ uma espécie com caracteristicas proprias que a identificam facilmente tais como aspecto
dos ramos e das folhas, o tipo de inflorescéncia , a estrutura floral e o fruto® . Trata-se de
uma espécie nativa inédita recentemente classificada por Ana Maria G A Tozzi. A unica
espécie nativa pertencente a segdo Unguiflorae anteriormente estudada foi L. obtusus® que
forneceu vérios flavonéides incluindo um novo derivado de aurona entio denominado de
Derriobtusona A 53 (Quadro 1).

A planta Lonchocarpus montanus é classificada da seguinte forma :
Familia : Leguminosae (Fabaceae)
Subfamilia: Papilionoideae (Faboidae)
Tribo : Milletticae
Género : Lonchocarpus
Subgénero :  Lonchocarpus subg. Lonchocarpus
Segdo : Lonchocarpus sect. Unguiflorae

' TOZZI, AM.G A, Estudos Taxondmicos dos géneros Lonchocarpus kunth e Deguelia aubl. No Brasil -
Campinas, 1989, Tese de Doutor em Ciéncias, Instituto de Biologia, UNICAMP.

? NASCIMENTO, M.C, DIAS, RL.V. & MORS, W. Flavonoids of Derris obtusa: Aurones and Auronols,
Phytochemistry, /5 (15): 1553-1558, 1976.
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Figura 1': Partes de uma espécime de L. montanus
a) ramo com inflorescéncia (GLAZIOU 14658) ; b) ramo com inflorescéncia (GLAZOTU
12597) ; c) botdo floral ; d) flor ; e) célice ; f) estandarte ; g) assas ; h) quilha ; i)
androceu ; j) gineceu (GLAZIOU 14658) ; 1) fruto (HARLEY 22003)
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Quadro 1: Flavonoides isolados de L. obtusus®

A, FLAVONA E FLAVONOL 8. CHALCONA

Ri=Ha=Ra=H {4

Ri=0H,Rz=Rs=H {50
R=0CH:, Ra=Hs=H (31}
Ri=H_ Rs+Rs=0-{He-({32)

Espécie : Lonchocarpus montanus A M.G.Azevedo

2. Materiais ¢ Métodos

A maioria dos espectros monodimensionais de RMN ('H e de “C totalmente
desacoplado e DEPT) e bidimensionais (HSQC, HMQC e COSY) foram adquiridos em
equipamento INOVA 300 (VARIAN) com campo de 11 Tesla, a temperatura ambiente,

sendo os compostos isolados dissolvidos em cloroférmio deuterado grau espectroscopico
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da Merck e so alguns espectros de RMN ('H e de C totalmente desacoplado) foram
obtidos em equipamento Bruker AP-300 com campo de 7 Tesla.

As analises de CG/EM foram feitas em cromatografo gasoso CG Hewlett - Packard
HP 5890-IT com uma 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 10 min ¢ interface com espectrdmetro de massa HP 5970 a
285°C.

Os espectros de absorgdo no ultravioleta e visivel (UV-VIS) foram registrados tanto
no espectrofotdmetro HP 8452A Diode Array Spectrophotometer (56) quanto no CARY 5G
UV-VIS NIR Spectrophotometer (53, 56 e 57). O solvente utilizado foi metanol grau HPLC
e cela de quartzo de lem. Os valores de absortividade molar (g) foram calcutados por :

e=A/lc , onde &= absortividade molar
¢ = concentragfio molar do composto
1= caminho otico da cela

Os espectros de absor¢do no infravermetho (IV) foram adquiridos em um
espectrofotdmetro Perkin Elmer 1600 (FTIR) em pastilhas de KBr (para sélidos) ou filme
sobre cela de NaCl (para liquido) utilizando diclorometano grau espectroscdpico.

Os pontos de fusio foram determinados em uma placa aquecedora tipo Kofler,
acoplada a um microscopio modelo Thermopan (C. Reichest Optischest Wercke A.G.).

As placas de CCDA (Merck Silica gel GF,s4, sobre vidro) e as cromatofolhas de
aluminio silicagel GFjs4 0,2 nm (Art. 1.05554, Merck) foram reveladas sob luz UV (254 ¢
364 nm) e nebulizadas com solugdo de anisaldeido modificada (etanol/anisaldeido/acido
sulfirico/ac.acético 90:5:5:1) seguido de aquecimento das placas cromatograficas. As
placas de CCDP ¢ CCDA sobre suporte de vidro (espessura 1 mm) foram preparadas no
laboratério com silica gel GFas4 (Merck).

As cromatografias em coluna foram realizadas em coluna relimpago (flash) (350 x

5,7 cm) utilizando silica gel 60 (40-63 um, 175g) da Merk®,

*STILL , W. C, KAHN, M. & MITRA, A Rapid Chromatographic Technique for Preparative Separations
with Moderate Resolution. J. Org. Chem., 43 (14): 2923-2925, 1978.
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2.1. Obtencio de Material Vegetal

Segmentos de raizes (259g) de um espécime de L. montanus foram coletados na
Chapada dos Veadeiros (Goias - Brasil) pelo botinico Benedito Pereira em 1998 e
identificados pela Profa. Dra. Ana Maria de Azevedo Tozzi (Depto. Botinica - IB -
UNICAMP).

2.2. Obtencdo dos Extratos e Isolamento dos Componentes
Segmentos das raizes foram secas, moidas e logo extraidas sucessivamente em

Soxhlet com éter de petroleo e diclorometano fornecendo 4,32g do extrato éter de petroleo

(EEP) e 3,46g do extrato diclorometénico (EDM). Ver Fluxograma 1.

Raizes secas € moidas
(259 g)

ExtragZo em Soxhlet com éter
de petrdlec ( 240 horas)

v

Extrato Eter de Petroleo
Torta l
4,32 g) -
Extraco em Soxhlet com
diclorometano

:

Torta 2 Extrato Diclorometinico
(346 g)

Fluxograma 1: Extra¢do em Soxhlet das raizes de Lonchocarpus montanus AM.G.
Azevedo
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O extrato EDM (100 mg) foi fracionado em CCP desenvolvida com CHCl; 100%
resultando em 4 fragdes. A fragdo 3 (24,8 mg) foi purificada por CCP desenvolvida com
Hex/AcOEt/CHCl; (35:5:5) fornecendo um sdlido branco-amarelado (5,3 mg)
posteriormente identificado com Derriobtusona A , 53. As outras fracdes foram obtidas
em pequena quantidade e nfo foram analisadas.

Assim, o extrato EDM (2,4 g) foi fracionado em coluna flash com silica gel 60
inicialmente eluida com éter de petréleo. A polaridade do eluente foi aumentada pela
adicdo gradual de CHCl; seguido de MeOH até MeOH puro, fornecendo 501 fracdes (cada
uma de 30 mL). Estas fracSes foram monitoradas por CCD e reunidas em 49 grupos (Tab.

1)

TABELA 1 : Fragbes obtidas da coluna flash do Extrato Diclorometanico das raizes de
L. montanus AM.G. Azevedo

Fragoes | Grupo  Massa Eluente Compostos isolados
&) (mg)
1-15 1 274 EP/CHCL; (1:1)

16-24 2 13,2

25-28 3 7

2943 4 15,9

44-51 5 4,7

52-58 6 42

59-64 7 33

65-73 8 58

74-78 9 3.4

79-91 10 76

92-93 11 1.3

94-95 12 L9

96-101 13 11,2

102-105 14 179
106-112 15 18,7

113-121 16 411

122-125 17 26,6

126-135 | &4r18 2684 Derriobtusona A , (E)-7-OMe

Pongamol
e Lanceolating B.

136-143 19 199,1

144-147 20 598

148-153 21 823

154-161 =22 453 Lanceolatina B e (E)-7-OMe Pongamol
162-167 23 19.9

168-193 24 38,3

194-265 64.8 EP/CHCL (3:7) Medicarpina

25
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Fracdes
266-295
296-300
301-305
306-313

314-321
322-329
330-331
332-335
336-341
342-33

352-339
360-367
368-374
375-378
379-385
386-411
412-418
419-425
426-429
430-441
442-457
458481
482-500

501

F

]

o

Grupo

@

226
ZL27

L L) L) LI L Lo L G

o0 1 Oh L e L

40

49

Massa

(mg)
51,6

244.9
200,3
90,7

48,3
33,9
7.7
15,7
24.6
73,4
35,9
17,7
243
8,1
12,9
49,4
32,9
19,2
12,5
7
23,3
48,1
13,8
50

Elnente Compostos Isclados
CHCl; 100% Medicarpina

CHCL;/ MeOH
2,3%

CHCL/MeOH 4%

CHCL;/MeOH 6%

CHCE/MeOH 8%

CHCl3/M=0H 18%
CHCL/MeOH 23%

CHCEL/MeOH 30%
CHCl:/MeOH 40%
CHCL:/MeOH 70%
CHCl:/MeOH 30%
MeOH 100%

% Grupos de fragdes estudadas, ® & Mistura complexa de compostos, TSubmetido a coluna

flash.

Os fluxogramas a seguir mostram em detalhes todo o processo de isolamento. Os

valores entre paréntesis correspondem as massas expressas em miligramas e as subfracfes

destacadas aos produtos naturais isolados e identificados, cujos dados fisicos s@o mostrados

em seguida.



CAPITULO II Estude Fitoquimico de Lonchocarpus montanus A .M G. Azevedo

G18
{268,4 mg)
CC flash (CHClyn-hexano (6:4) até MeOH)
200 fragles
| l
v 1## ............. vy iu
G 14-19 G 60-74
(32,8 mg) (51 mg)
CCPAP( CHC1:/MeOH 2% ) CCPAP( CHCl3/Hex/MeCH( 17/3/0,1))
irés eluicdes trés eluices
¥ v l \L v %
G 14-19.0 G14-19.1 G14-192 G6O-TH0 1 G 60-74.1 G 60-74.2
(15,7 mg) (13,1 mg) i (20,7 mg)
53 55 56

Fluzograma 2: Metodologia de isolamento de Derriobtusona A 53, (£)-7-OMe Pongamol
55 e de Lanceolatina B 56

G22
(45,3 mg)

CCPAP , CHCL,
4 eluicGes

l Vo

G221 G224 G225 G226 G227
G222 G223
(4,6 mg) (7.8 mg)
: 55 56

Fluzograma 3: Metodologia de isolamento de (£)-7- OMe Pongamol 55 ¢ de
Lanceolatina B 56
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3-metoxi-[ o, B 1 6,7}-furancauronel

Derriobitusona A

e 3
FARY 2 Ny

Aspecto Fisico: cristais grandes na forma de agulha creme (EtOH, solvente de

cristalizagdo)

P.F.: 132° C, o mesmo valor que a literatura®

UV (Anexo D, Fig. 5, Pag. 67) (c = 0,076 x 10° M; MeOH; 1 = 1 cm) Amas (nm) , (log €)
224 (2,29); 260 (2,11) ; 326 (2,12).

IV (Anexo D, Fig. 5, Pag. 67) (filme, em™): 1 613, 1 593, 1 560, 1 440, 1 049, 758, 724,

691.

RMN *H (Anexo D, Fig. 1, Pag. 63) (500 MHz, CDCl): Anexo C, Tab. 1, Pag. 57.

RMN C e DEPT (Fig. 2, Pag. 64) (125 MHz, CDCL): Anexo C, Tab. 2, Pag. 57.

EM (Anexo D, Fig. 4 , Pag. 66) m/z (%): 292 [M"] (80}, 277 (13 ), 275 (22), 263 (8), 215

(9), 187 (11), 144 (27), 11(35), 105 (58), 77 (100), 51 (25).

COSY (Anexo D, Fig. 3, Pag. 65) : Anexo C, Tab. 3, Pag. 58.

HSQC ¢ HMBC (Anexo D, Fig. 3 (Pag. 65 Je Fig. 4 (Pag. 66)) . Anexo C, Tab. 4, Pag. 38.

I NASCIMENTO, M.C, DIAS, R L. V. & MORS, W. Flavonoids of Derris obtusa: Aurones and Auronols,
Phytochemistry, /5 (15): 1333-1558, 1976.
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{E) - 2°- metoxi-{8’ ,7": 4’ ,3°]-furano-7-metoxichalcona
{£)-7-0OMe Pongamol

Aspecte Fisico: oleo amarelo

UV (Anexo D, Fig.12, Pag. 74) (c = 2,27 x 10”° M; MeOH. [ = 1 ¢m) humas {nm) , (log €}

2 243 (4,15}, 296 (3,95).

IV (Anexo D, Fig. 12, Pag. 74)(filme, cm™): 1 653, 1 600, 1 587, 1 560, 1 063

RMN 'H (Anexo D, Fig. 6, Pag. 68) {500 MHz, CDCI;): Tab. 5, Pag. 59

RMN "C (Anexo D, Fig. 7, Pag. 69) (125 MHz, CDCl;): Tab. 6, Pag. 59

EM (Anexo D, Fig. 11, Pag. 73) m/z (%): 308[M"] (46), 307 (47), 291 (72), 277 (25),
263 (37), 231 (5}, 175 (903, 161 (100), 149 (39), 133 (20), 115 (24), 105(77), 91(31),
77(34), 57 (50}.

DEPT ¢ NOE : Anexo D, Fig. 8, Pag. 70.

COSY (Anexo D, Fig. 9, Pag. 71) : Anexo C, Tab. 7, Pag. 60.

HSQC e HMBC (Anexo D, Fig. 10, Pag. 72) : Anexo C, Tab. 8, Pag. 60
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{27,377, 8)-Furanoflavena

Lanceolating B

Aspecto Fisico: cristais grandes na forma de agulhas incolores (Acetona/Eter etilico)

P.F.: 128-131° C (lit* 134-137° C)

UV (Anexo D, Fig. 16, Pag. 78) (¢ =4,9 x 10° M; MeOH; | = 1 cm) Amg: (nm) , (log €)
: 264 (4,19}, 298 (4,07)

IV (Anexo D, Fig. 16, Pag. 78)(KBr, em™): 1 640, 1 607, 1 448,1 361,1 070, 850, 758.
RMN "H (Anexo D, Fig. 13, Pag. 75) (500 MHz, CDCl;): Tab. 9, Pag. 61

RMN “C (Anexo D, Fig. 14, Pag. 76) {125 MHz, CDCL): Tab. 10, Pag. 61

EM (Fig.15, Pag. 77) m/z (%): 262 [M™] (94), 234 (21), 160 (1 00), 132 (19), 102 (15), 76
(48).

* GARCEZ, F R, SCRAMIN, 8., NASCIMENTO, M.C. & MORS, W. Prenylated Flavonoids as Evolutionary
Indicators in the Genus Dakhistedtia, Phytochemistry, 27 (4}, 1079-1083, 1988,
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G22-26

| (1016 mg) |

Voo

G22-26.1 G22-26.2 G322-26.3 (G 22-265
(z22-26.4
(39,6 mg)
57
CCPAP  CHCL
trés corridas
kA 4
A 4 l
G22-26.4.1 G22-26.4.3
h 4
G 22-26.4.2
{28,1 mg)
57

Fluxograma 4: Metodologia de isolamento de Medicarpina 57
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3-hidroxi-9-metoxi-pterocarpano
Medicarpina

Aspecto Fisico: cristais creme grandes

P.F.: ndo determinado

UV {(Anexo D, Fig. 19, Pag. 81) (c=5,4x 10° M; MeOH, 1 = 1 ¢m) Amg: (am) , (log £)
: 282 (3,88), 287 (3,93), 311 (3,2)

RMN *H (Anexo D, Fig. 17, Pag. 79) (500 MHz, CDCls): Tab. 11, Pag. 62
RMN “C (Anexo D, Fig. 18, Pag. 80) (125 MHz, CDCl;): Tab. 12, Pag. 62
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3. Resultados e Discussdes

Do extrato diclorometdnico das raizes de [. montanus foram isolados quatro
flavonoides (Quadro2), sendo um auroncl metilado ( Derricbtusona A , 53), uma B-OH
chalcona metilada ((E)-7-OMe Pongamol, 55} , uma flavona { Lanceolatina B, 56} ¢ um
pterocarpano { Medicarpina , §7). Estes compostos ja foram isolados de outras espécies
dos géneros Lonchocarpus e Tephrosia. Tanto o auronol metilado quanto a - OMe
chalcona pertencem a classes de flavonodides raramente encontrados na natureza.

As respectivas estruturas moléculares foram determinadas pelos dados
espectroscopicos de RMN 'H | diferenga de NOE, RMN C , EM, IV ¢ UV, Quanto as
propriedades espectrais de RMN se explorou também a analise dos espectros
bidimensionais {COSY, HMBC ¢ HSQC). As caracteristicas espectrais dos flavondides i
estio documentadas na literatura (HARBORNE?, 1996 ¢ AGRAWAL®, 1989) e vem sendo
amplamente exploradas pelo nosso grupo de pesquisa (SALES’,1994; BLANCO?, 1995;
NOGUEIRA’, 1998; RUIZ", 1998 ¢ FIRMINO", 1998).

* HARBORNE, J.B. The Flavonoids Advances in Research since 1986, Chapman & Hall, London, Cap. 9,
19946,

° AGRAWAL, PX. Studies in Organic Chemistry 39. Carbon-13 NMR of Flavonoids, Elsevier Science
Publishing Company Inc, Amsterdam, Cap 1¢3, 1989

" SALES, BH.LN. Flavonéides de Lonchocarpus subglaucescens {Benth} - Leguminosae ¢ Sintese de B-
hidroxichalconas - Campinas, 1994, Tese de Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica , UNICAMP.

¥ BLANCO, LS. Flavonéides de Lonchocarpus muehlbergianus e Sintese de flavanas 4-oxigenadas -
Campinas, 19935, Tese de Doutor em Ciéncias, Instituio de Quimica , UNICAMP.

" NOGUEIRA, M. A. Estudo Fitoquimico de Zonchocarpus latifolins (Willd) DC Leguminosae - Isolamento,
Determinacio Estrutural , Arividade Bioldgica e Andlise Sazonal - Campinas, 1998, Tese de Doutor
em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.

‘" RUIZ, ALT.G Estudo Fitoquimico de Poecilanthe parviflora Benth ¢ de Lonchocarpus atropurpureus
Benth - Isolamento, Determinacio Estrutural e Atividade Bioldgica - Campinas, 1998, Tese de Mestre
em Ciéucias, Instituto de Quimica, UNICAMP.

"' FIRMINO, €.A. Estudo Fitoquimico das raizez de Lonchocarpus campestris-Tozzi- Campinas, 1998, Tese
de Mestre em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.
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Quadro 2 : Compostos isolados do Extrato Diclorometéanico das raizes de L. montanus
AM.G Azevedo

Derrichtusona A 53 Lanceolating B &8

{E)-7-0Me Pongamel 55 Medicarpina 57
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A seguir descreveremos a etucidagdo estrutural dos compostos isolados:
3.1 DERRIOBTUSONA A 53

A integragdo dos sinais no espectro de RMN 'H (Anexo D, Fig. 1, Pag. 63; Anexo
C, Tab.1, Pag. 57) mostrou nove hidrogénios além dos trés hidrogénios de um grupo
metoxilico (s, &= 4,2} ligado a anel aromatico. Os sinaisem & 7,11 (1IH, dd, J=2HzeJ=
1Hz) e 7,73 (1H, d, J = 2Hz) sugerem a presenga de um anel furano enquanto que o dublete
em & 7,71 (1H, &, /= 9 Hz) e o duplo dublete em 7,52 (1H ,dd, /= 9 Hz e J = |Hz) sdo
referentes a dois hidrogénios aromaticos acoplados em orto. J4 o multipleto em & 7,52-7-55
(2H,m}, o triplo tripletoem & 7,62 3H , 1, J=75Hz , /=2 HzeJ=1Hz)e o sinal em &
8,03 (ZH , m ) referem-se aos hidrogénios de um anel aromatico monossubstituido. A
analise dos espectros de RMN PC (totalmente desacoplado e DEPT 90° e 135°, Anexo D,
Fig 2, Pag. 64) nos permitiu detectar 7 CH , 1 OCH; e 6 sinais de C quaterndrios sendo
que um deles comresponde a um grupo carbonila (§ 183,8). Com estes sugerimos a
estrutura da benzofuranona 53a, entretanto comparando os nessos dados de RMN com o
espectro simulado para 53a através do programa ACD Labs verificamos que os sinais ndo

coincidem.

Fe=—= ;fh‘“"wi
O_ A oo O O
LA | B | B || A
N R %/WHQ/
I !
o CCH: O
Mt =253 M7= 294
{(33a) (53b3

O espectro de massas para 53 (Anexo D, Fig. 4, Pig. 66) apresentou pico relativo
ao ion molecular M ™ 292 (80,4 %). O pico base em m/z = 77 (100%) e o pico m/z = 103
(58 %), confirmam a presenca de um anel aroméatico monossubstituido ligade a um grupe

carbonila.
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Logo, o composto 53 tem 40 u.m.a.a mais do que 33a, o que poderia implicar na
presenca de 1 atomo de oxigénio e 2 atomos de carbono. Novamente sugerimos varias
estruturas possiveis para 53; pensamos num derivado de pongamol do tipo 53b ja que o
pongamol encontra-se como composto principal no extrato éter de petroleo das raizes de £.
montanus AM.G. Azevedo, entretanto o seu peso molecular € 294. Pensando na hipdteses
de um terceiro anel (anel C) temeos véarias estruturas isoméricas com peso molecular de 292

tais como as estruturas 53, 53¢ e 53d.

3 e
TNy ‘S
B | N0 P
f 8 Al c fm%?
W TR Tt T
o AN
3 \‘jv B f{;}
N
(5% {83c)
o i B
R EE
[ O
B
E]
3y

A estrutura 53d foi descartada porque corresponde a Karanjina®, uma flavona ja
isolada em nosso grupo de pesquisa, cujos dados espectrais ndo coincidem.

No espectro de UV as absorgdes com Amax = 224 , 260 e 326 nm (Anexo D, Fig.5,
Pag. 67) referem-se aos grupos cromoforos benzoila e cinamoila presentes no esqueleto de

um auronol e de uma flavona;

? NOGUEIRA, M. A Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae - [solamento,
Determinacio Estrutural , Atividade Biologica e Andlise Sazonal - Campinas, 1993, Tese de Doutor
ern Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.
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Banda ! . Bandall
(cinamofla)  ©  (penzoila)

Nesta elucidagdio estrutural, a andlise do espectro de massas foi uma ferramenta
importante, sugerindo a estrutura de um auronol, uma vez que ndo forneceu os picos
correspondentes  aos fragmentos do clivagem RDA do anel C caracteristico de flavonas.
Estes dados nos levaram a concluir que se trata do auronol 33, Um pico muito interessante
no espectro de massas foi o de {M-17] que presumivelmente provem da perda do radical
OH. No Quadro 3, apresentamos uma proposta do caminho de fragmentac¢do do composto
53. Com base apenas nos dados de RMN 'H e RMN “C, néio pensamos imediatamente em
propor um esqueleto como dos aurondis, por que esta classe de flavondides é bastante rara.
Uma vez sugerida a estrutura do composto 53 fizemos um minucioso levantamento
bibliografico descobrindo que trata-se do primeiro auronol (Derriobtusona A) encontrado
na natureza, previamente isolado apenas de Lonchocarpus obtusus® quando foram obtidos
apenas os espectros de UV, IV, RMN 'H (100 MHz) e de Massas {70 eV). Além disso, foi
também o primeiro auronol isolado em nosso grupo de pesquisa em 10 anos de trabalho
com isolamento e determinacido estrutural de flavondides. Até o momento, a literatura
reporta o isolamento de apenas 30 auronas.

Os experimentos bidimensionais HSQC (Anexo D, Fig3 , Pag. 65 ; Anexo C,
Tab.4, Pag.58 ) e HMBC (Anexo D, Fig. 4 , Pag. 66 ; Anexo C, Tab.4, Pig. 58) permitiram

* NASCIMENTO, M.C, DIAS, RL.V. & MORS, W. Flavonoids of Demis obtusa: Aurones and Auronols,
Phytochemistry, 75 (15): 1553-1558, 1976.
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atribuir os deslocamentos quimicos de todos os carbonos no espectro de RMN “C que ndo
haviam sido publicados anteriormente?,
0 espectro COSY (Anexo D, Fig. 3, Pag. 65) confirma as correlag3es esperadas dos

acoplamentos "Jug conforme indicado na Tab. 4 {(Anexo C, Tab. 3, Pag. 38).

2 NASCIMENTO, M.C, DIAS, RL.V. & MORS, W. Flavonoids of Derris obtusa: Aurones and Auronols,
Phytechemistry, [ (15): 1333-1338, 1976,
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Quadre 3: Racionalizagdo do Caminho de Fragmentacio de Derriobtusona A 53

No Espectrometro de Massas

MY 22 (80 %4

~
Ragranis

Hy oC
miz = 21509 %) wmiz= 187 {11 %%}
;fl‘":"v,_
Isomerizagho da O i .
i 3 T
ligagio dupla \xﬁxﬁ"\‘”" 1 OCH;
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3.2 (E)-7-OMe Pongamol 55

As B-MeO chalconas sfo formadas pela metilacio dos dibenzoilmetanos na forma

enodlica {B-OH chalconas). Isolamos dois compostos deste tipo: 55 e 55a.

8 - &
/TN /T .
{"é ‘
. OUE G
kzvf 2 ’ :‘?‘;”/MV’@:‘& /%\ 2
. B P g B
BN »*%KQW? AN AVWJ
1 A 5 TE
wF 5//::33;:\ 5 $ {}i, 3
58 L } , 552 (2)

A nitida presenca da mistura natural de 55 e 53a € observada pelo espectro de RMN
'H (Anexo D, Fig. 6 , Pag. 68), onde todos os sinais aparecem duplicados com intensidades
numa relacio de 9 : 1 dos isbmeros E : Z. Ja no espectro de RMN C ( Anexo D, Fig. 7,
Pag. 69) observou-se praticamente apenas o composto 35, ndo detectando 55a.

Pela integracio dos sinais no espectro de RMN 'H (Anexo D, Fig. 6 , Pag. 68,
Anexo C, Tab. 5, Pag. 59) sabemos que o composto 55 tem dez hidrogénios além dos seis
hidrogénios dos grupos metoxilas (s, &= 3,890 OCH; ; s, § = 4,10 OCHs ). A andlise do
espectro indicou uma grande similaridade com ¢ espectro da Derriobtusona A §3, contendo
também sinais dos hidrogénios do anel furano em & 6,91 (IH dd, /o= 21 Hze Jre =1
Hz) e 7,57 (1H, d, Jgr = 2.1 Hz)}, dois dubletes em & 7,14 (1H, d, Js¢ = 8,5 Hz) ¢ 7,49
(1H, d, Jss = 8,5 Hz) atribuidos a dois hidrogénios aromaticos acoplados em orfo e 0s
sinais dos hidrogénios aromaticos em & 7,27-7,30 (3H, m) ¢ 7,45 (2H, m) revelando um
anel aromatico monossubstituido desprotegido. No espectro de RMN PC ( Anexo D, Fig. 7,
Pag. 69 ; Anexo C, Tab. 6, Pag. 59) observou-se a presenca de dois sinais muito
importantes e diferentes do composto 33, um sinal em & 191,2 revelande um grupo
carbonila e outro em & 170,8 corresponde a um carbono quaternario desprotegido.

Novamente os dados do espectro de massas (Anexo D, Fig.ll, Pag. 73) foram
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importantissimos na elucida¢do estrutural, o fon molecular M™ = 308 deu o peso molecular
do composto 55 e o pico base em m/z = 161 (100 %) esta de acordo com o regioisémero
proposto nos levando mais uma vez a descartar 85b. O Quadro 4 apresenta uma proposta
do composto 35 no espectrometro de massas. O hidrogénio H-8 foi observado no especiro
de RMN 'H na forma de um singleto em 66.30 e no especiro RMN C o sinal em 5 170,8
foi atribuido ao carbono C-7  ligado a um grupo metoxila. Constatamos na literatura estes
compostos ja tinham sido isolado de Tephrosia purpurea (Leguminosae) ',

No comego do estudo do espectro de RMN 'H pensamos que tratava-se da mistura
dos regiosémeros 35 e 55b , o que foi logo descartado porque todos os sinais eram

deslocados no mesmo sentide, ao contrario do esperado nestas estruturas™.

I /=
O A _OCH O OCH;
S o o, OCH; g*\ ! e 7 e
E 9] 1
1 i i i
O : CHs O
f//(}% E"EM[ St
|
{553 (33b)

A anglise do espectro DEPT (Anexo D, Fig. 8, Pag. 70), do espectro bidimensional
de correlagdo heteronuclear de deslocamentos quimicos CxH (HSQC) (Anexo D, Fig. 10,
Pag. 72) e do espectro de correlagio de deslocamentos quimicos homonuclear HxH
(COSY) {Anexo D, Fig. 9, Pag. 71 ; Anexo C, Tab. 7, Pag. 60) além dos dados da
literatura®> * ¢ B3

identificado come (E)-7-OMe Pongamol ¢,

facilitaram a elucidagdo estrutural do composte 55 e por tanto

" KIUCHL F., CHEN, X. & TSUDA, Y., Z-E Isomerization of -Methoxychalcones: Preferred Existence of
E-Isomers in Naturally Geurring B-Methoxychalcones , Chem. Pharm. Bulk., 38: (7) 1862-1871 1990.

" DAGNE, E., DINKU, B., GRAY & WATERMAN, P.G., Pumilaisoflavones A and B from the seed pods of
Tephrosia pumila, Phytochemistry, 27 (3) 1303-1505 1988,

¥ VENKATARATNAM, G, RAQ, E. V. & VILAIN, C., Flavonoids of Tephrosia procumbens-Revised
Structure for Praccansone A and Conformation of Praecansone B, J. Chem. Sec. Perkin Trans. I,
2723- 2727 1987,



31
capiTuLo II Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus monfanus A M.G. Azevedo

A configuracio do isdmero majoritario foi determinada como sendo E pelo
experimento NOE (Anexo D, Fig. 8, Pag. 70), onde irradiando a metoxila em & 3,88
observamos um aumento do sinal do H-8 em § 6,3 (5,5 %).

No espectro UV (Anexo D, Fig. 12, Pag. 74) a banda II caracteristico dos
flavonoides absorve em 243 nm enquanto a banda I aparece em 296 nm sugerindo apenas o
composto 55, ndo detectando 33a.

O espectro de IV (Anexo D, Fig. 12, Pag. 74) apresenta as bandas em 1 633, 1 600,
1 587,1560,1063 em atribuidas respectivamente a carbonila, anel aromatico e metoxila.

Segundo a literatura'? os isomeros Z sdo termodinimicamente menos estaveis e
isomerizam , seja em contato com silica gel, em solventes polares ocu expostos a luz, no
isdmero mais estavel E. A razfo do isémero E ser considerado ¢ produto termodinidmico,
node ser explicado pela repulsdo estérica mais acentuada quando a metoxila esta do mesmeo
lado da carbonila (isdmero £} a quando estd do lado oposto {isdmero E). A metoxila deve
procurar uma posigdo que minimize a repulsio entre os pares de eléirons livres dos
oxigénios e a repulsdio dipolo entre as duas fungBes oxigenadas, ocorrendo assim a

isomerizagio de Z e E.

' CAMELE, G., MONACHE, F.D., MONACHE, G. D., & BETTOLO, G.B.M. Three new Flavonoids from
Tephrosia praccans, Phytochemistry, /9: 707-709 1980

' PELTER, A, WARD, R. S, RAQ, E. V. & RAJU, N.R, 8-Substituded Flavonoids and 3 -substituded 7-
Oxygenated Chalcones from Tephrosia purpurea, J. Chem, Soc., Perkin Traas. 1, 2491- 2498 1981

2 KIUCHL, F., CHEN, X. & TSUDA, Y., Z-E Isomerization of f-Methoxychalcones: Preferred Existence of
E-Isomers in Naturally Ocurring B-Methoxychalcones | Chem. Pharm. Bull., 35: (7) 1862-1871 1990.
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Quadre 4: Racionalizago do Caminho de Fragmentagio de (£)-7-OMe Pongamol 55

no Espectrdmetro de Massas

i j

;
BT = 308 (46 %) miz = 161 {160 %5)

F==
.
W)

. < O0H
", i

. .. R i IR AT
miz =277 {25 %) m/z =77 (34%;)
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3.3 Lanceolatina B 56

O espectro de RMN 'H do composto 36 (Anexo D, Fig. 13, Pag. 75 ; Anexo C, Tab.
9, Pag. 61) mostra um singleto intenso em & 6,89 que pode ser atribuido tanto ac H-3 de
uma flavona quanto ao H vinilico de uma aurona. O dubleto em 68,17 (1 H, d,J = 9 Hz)
corresponde a absor¢do esperada para o hidrogénio H-5 acoplado a0 H-6 do anel A Os
sinais dos dubletos em 6 7,78 (1 H, 4, J=2,1Hz)eem 6723 (1 H d,J= 1,8 Hz)
sugerem um anel furano ligado angularmente ao anel A. Ja os sinaisem 67,97 C H, dd, J =
2 e 9 Hz)e em 67,55-7,59 (4 H, m) revelam um anel B monosubtituido.

Os sinais em 6 162,83 { C,), 108,09 (CH) e 178,45 (C,) confirmam o esqueleto de
uma flavona pois correspondem aos deslocamentos quimicos esperados para os carbonos

C-2; C-3 e C-4 respectivamente (Anexo D, Fig. 14, Pag. 76 ; Anexo C, Tab. 10, Pag. 61).

Outros dados vem a confirmar as observacdes ja feitas no espectro de RMN 'H,
como por exemplo os sinais referentes ao anel B monosubtituido em 6 126,27 (2 CH),
12921 (2 CH), 131,65 (1 CH) e 131, 65 (1 C quaternario) para os carbonos: C-2"e C-6",
C3" e 5", C-4" ¢ C-1" respectivamente. A presenca do anel furano ligado angularmente ao
anel A ¢ confirmada pelos sinais em & 145,92 (C-2"") e 104,23 (C-3""). Os sinais restantes
sio referentes ao anel A: 121,85 (C-5); 108,09 (C-6); 158,51 (C-7), 117,22 (C-8); 150,36
(C-9) e 119,43 (C-10). Esta atribui¢io foi baseada em varios modelos encontrados na
literatura’.

No espectro de massas {Anexo D, Fig. 15, Pag. 77) observa-se as principais
fragmentagdes correspondentes ao: ion molecular M~ 262 (94%) e aos picos resultantes da
clivagem RDA do anel C (confirmando mais uma vez que se trata de uma flavona contendo
um anel B monosubstituido e um anel furano ligado ao anel A) com m/z 160 (100%) e m/z
102 (15%). No Quadro 5 se apresenta um caminho possivel de fragmentacdo do composto
36 no espectrometro de massas na obtencdo dos principais picos.

No espectro de IV (Anexo D, Fig. 16, Pag. 78) a banda em 1640 cm™ ¢ atribuida ao
estiramento da carbonila e as bandas em 1607 e 1448 cm™ sdo atribuidas as vibragdes de

estiramento do anel aromatico.

" SALES, B.HL.N. Flavonéides de Lonchocarpus subglaucescens (Benth) - Leguminosae e Sintese de p-
hidroxichalconas - Campinas, 1994, Tese de Doutor em Ciéncias, Instituto de Quimica , UNICAMP.
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O espectro UV (Anexo D, Fig.16, Pag. 78) apresenta maximos de absor¢io em 264

e 298 nm referentes aos cromoforos benzoila e cinamoila.

O composto 56 foi identificado como Lanceolatina B que ja foi isolada e
identificada de L. latifolius’.

? NOGUEIRA, M. A. Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae - Isolamento,
Determinacgiio Estrutural , Atividade Biologica e Analise Sazonal - Campinas, 1998, Tese de Doutor
em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.
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3.4 Medicarpina 57

No espectro de RMN 'H do composto 87 (Anexo D, Fig. 17, Pag. 79; Anexo C,
Tab. 11, Pag. 62) observamos: um multipleto em § 3,42- 3,69 integrando 2H e um duplo
dubleto em 4,23 (J = 10,6 e 5,1 Hz) integrando 1H; assim também um dubleto com J =7
Hz (1H) em 8 5,48 caracterizando um acoplamento vicinal. Um segundo muitipleto ¢
observado em & 6,41- 6,47 (3H) enquanto que um tipico acoplamento em orfo ¢ a longa-
distincia é revelado em 8 6,52 pelo duplo dubleto (J = 8,5 e 2 Hz) integrando 1H e pelo
dubleto em 8 7,36 com J= 8,5 Hz integrando 1H. Qutro tipico acoplamento em orfo denota-
se pelo dubleto em & 7,10 (J = 9 Hz). Finalmente, um intenso singleto em & 3,76 integrando
3H sugere um grupo metoxila aromatico. S6 com estes dados sugerimos o esqueleto de um
pterocarpano. Ja com os dados dos espectros de RMN BC ( Anexo D, Fig. 18, Pag. 80;
Anexo C, Tab.12, Pag. 62) , espectro UV e dados da literatura'” (Anexo D, Fig.19, Pag. 81)

confirmamos que o composto 57 trata-se da medicarpina, isolada e identificada

anteriormente em nosso grupo de pesquisa’ °"

" RALL, G.JH. & OBERHOLZER, M.E. '* C NMR of Pterocarpans. Tetrahedron, 33 : 135-137, 1977.

? NOGUEIRA, M. A_ Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae - Isolamento,
Determinacdo Estrutural , Atividade Biolégica e Andlise Sazonal - Campinas, 1998, Tese de Doutor
em Ciéncias, Iustituto de Quimica, UNICAMP.

! FIRMINO, C.A. Estudo Fitoquimico das raizez de Lonchocarpus campestris-Tozzi- Campinas, 1998, Tese
de Mestre em Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.
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Quadro 5 : Racionalizagdo do Caminho de Fragmentagio de Lanceolatina B 56 no

EspectrOmetro de Massas
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ANEXO € Tabelas do Cepfiule I

Tabela 1 : Dados de RMN 'H (CDCl; , 500 MHz) de Derriobtusona A $3

GLH,

H 8 muitiplicidade e J (Hz)

4 7,71 IM,d4.J/=9

3 7,52 IHd J=9%el

o 7,11 H, dd, J=2¢1l

3] 7,73 H,d,J=2
2e® 8,03 2H, dd, J=825el

4’ 7,62 3H, #,J=75;2e1
Yesd 7,52-7,55 2H, m
3-OCH; 4.2 3H, s

Tabela 2: Dados de RMN “C (CDClz, 125 MHz) de Derriobtusona A 53

C 8 C 8
C-2eC-1 138,3 C-2e6 1296
C-3 151,6 C-3e5 28,2
C-3aeC-4 116,9 C-4 132,3
C-5 1089 C-a 103,6
C-6 156,8 C-p 1454
C-7 113,6 Co-7° 183,8
C-7a 147,6 CH;-0-3 61,7




ANEXC € Tabelas do Capitulo II

Tabela 3: CorrelagGes observadas no espectro de COSY (H-H)
para Derriobtusona A 53

H (9) H@G,
a{7,11) 5(7,52) 8 (7,73)
5 (7,52) 4(7,70); o (7,11)

3e 5°(7,52-7,55) |27 e 6 (8,03);4°(7,61)
4 (7,61) Ve 5°(7,52-7,55) ;
2’e 6°(8,03)

4(7,70) 5(7,52)
B(7,73) o (7,11);5(7,52)
2’e 6” (8,03) 3e 5°(7,52-7,55) ;

4(7.61)

H;CO-3 (4,2) :

Tabela 4: Correlagdes observadas nos espectros de HSQC (H-C, J " e HMBC (H-C, I)

para Derriobtusona A 53
H () C () I
o (7,11) o (103,6) 6 {156.,8), 7a (147,60}
5(7,52) 5 (108,9) 3a (116,9)
3'e 57 (7,52-7,55) 3'e57(128,2) 17(138,3)

4°(7,61) 47(132,3) -
4 (7,70) 4 (116,9) 3 (151,6), 6(156,8), 7Ta (147,6)
B(7,73) B(145.4) 7(113,6)

2 67(8,03) 2’ 6'(129,6) 183,8

H;CO-3 (4,2) 3-0OCH; (61,7) -







ANEXO € Tabelas do Capitule II

Tabela 5: Dados de RMN 'H (CDCls , 500 MHz) de (E)-7-OMe Pongamol 55

T
5 s g e, 7 EHTEG
O
o § //&)\;} 3
Ta
H \;,/,///;3
H ) Multiplicidade e J (Hz)
le6 745 2H m
3.4,e5 7,27 - 17.30 3H,m
8 6,30 iH s
7-0CH; 3,89 3H, s
2 -OCH; 4.190 3H, s
3* 7.14 IH,dd,J=87e 1
&’ 7,49 IH,d,J=8,4
7 6,91 IH dd, J=21e1l
8’ 7,57 IH,d J=2,1

Tabela 6: Dados de RMN PC (CDCl; , 125 MHz) de (E)-7-OMe Pongamol 55

C 5 C 8
C1 1356 C-2" 152,
C2eC-6 128,6 c-4 152,9
3,05 C1°© 127.8 C-5 106,6
4 129,7 C-6 126,9
c-7 170,8 cC-7 105,1
C-8 103,2 C-8 144,7
Cy-9 191,2 CH; -0-7 56,3
C-3y S 119,3 CH; 0-2 61,4

& Sinais intercambiaveis
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60

Tabela 7: Correlagdes observadas no espectro de COSY (H-H)
para {£)-7-OMe Pongamol 58

H (5) H (4)
H;CO-7" (3,89) -
H;CO-2" (4,10) -

8 (6,3) -
8°(7,57) 7°(6,91)
7°(6,91) 8°(7,57)
5°(7,14) 6°(7,49)
6'(7,49) 5°(7.14)

2 e 6(7,45) 3,4e5(7,27-7.3)
34e5(727-73) 2 ¢ 6 (7,45)

Tabela 8: Correlacdes observadas no espectro de HSQC (H-C, I")
para (£)-7-OMe Pongamol 55

H () C(5J)
H;CO-7" (3,89) 7°(56,3)
H;CO-2 (4,10) 2-0CH; (61,4)

8 (6,3) 8 (103,2)

8(7.57) 8°(144,7)
7°(6,91) 7°(105,1)
5(7,14) 5°(106,6)
6°(7,49) 6°(126,9)
2e6(7,45) 2e26(128,6)

3,4¢5(727-73)

3,4¢5(127.8:129,7 ¢
127,8)
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ANEXO C Tabelas do Capituio IZ

Tabela 9: Dados de RMN "H (CDCl; , 500 MHz) de Lanceolatina B 56

s a
o
H 8 Muitiplicidade ¢ J (Hz)
27 7,78 1H, 4, i=21
37 7,23 1H,4,i=128
3 6,9 5
5 8,17 I1H,4,]=9
2e6’ 7.97 ZH,dd, I=2e9
3,4,57¢6 7,55-7,59 4H, m

Tabela 10: Dados de RMN “C (CDCl; , 125 MHz) de Lanceolatina B 56

C 5 C 8
C-2 162,83 C-10 119,43
C-3 108,09 C-1 131,87
C-5 121,85 C-2¢e6 126,27
C-6 108,09 C-3%e5 129,21
c-7 158,51 C-4 131,65
C-8 117,22 C-2" 145,92
C-9 150,36 C-3" 104,23
Co-4 178,45
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Tabelas do Capitulo II

Tabela 11: Dados de RMN 'H (CDCl; , 300 MHz) de Medicarpina 57

ﬁé}"\‘é 4\\@ . Q\__ s
= ”ga\ﬂj\azf: 7
& -8
4w E
-
Lo s B
H 3 Multiplicidade e J (Hz)
fa e fax 3,42-3,69 2H, m
6eq 4,23 H, dd J=10e5
11a 5,48 H dJ=7
7 711 1H, d,J=9
4,810 6,41-6,47 3H, m
1 7,36 1H, 4, =85
2 6,52 IH, dd, J=85e2
9-0OCH; 3,76 3H.s
3-0H - -

Tabela 12: Dados de RMN “C (CDCl; , 75 MHz) de Medicarpina 57

C S C &
C-1 132,3 C-7 124.8
C-1a 112,6 C-7a 1192
C-2 109,83 C-3 106,4
C-3 157.2 C-9 161,3©
C-4 103,7 C-10 96,9
C-4a 156,8 C-10a 160,89
C-6 66,5 C-11a 78,5
-6 39,4 CH;-0-9 55,4

&> Sinais intercambiaveis
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ANEXC D Figuras de Capitulo II

a) Espectro completo
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Figura 6: RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de (E)-7-OMe Pongamol 55
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a) Espectre compieto
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Figura 7: RMN"C (125 MHz, CDCls) de (FE)-7-OMe Pongamol 55
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a) Espectro completo
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a) HSQC
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a) Espectro completo

b) Parte deo espectro ampliada
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Figura 13: RMN 'H (500 MHz, CDCl; ) de Lanceolatina B 56
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a} Espectro completo

180 17¢ 166 150 148 [3% 120 118 180 39 88 70 84 59 opm

b) Parte do espectro ampliada

e I e e T S e S
140 138 124 i1t jelal]

LI P
178 isg 130

Figura 14: RMN “C (125 MHz, CDCl;) de Lanceolatina B 56
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a) Espectro compieto
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Figura 17 : RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de Medicarpina 57
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a) Espectro completo

b} Parte do espectro ampliada
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Figura 18 : RMN C (75 MHz, CDCL) de Medicarpina 57
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CAPITULO TIT Andlise através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

1. Iatroducao

A cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e suas técnicas derivadas sdo
ferramentas analiticas de grande relevincia em analise quimica que vem sendo largamente
empregada tanto nos laboratérios de pesquisa como na industria destacando-se
respectivamente os estudos sobre a composi¢io dos alimentos e o monitoramento das
drogas terapéuticas. A coluna ¢ o coragio do aparelho de CLAE e portanto essencial para o
sucesso da analise. Comparado com a cromatografia de coluna clssica, onde as colunas
sdo alimentadas pela gravidade e a separagfio leva horas ou dias, as analises por CLAE sdo
muito rapidas (5 a 30 min) e algumas vezes comparaveis 8 CG. A sua aplicaciio na analise
de extratos de plantas tornou-se uma rotina nos laboratérios de fitoquimica modernos®.

Os flavonodides estio entre as classes de produtos naturais mais numerosas e
difundidos no reino vegetal ocorrendo praticamente ao longo de todas as partes das plantas.
Muitas plantas contem misturas de flavonoides com estruturas semelhantes tornando a
separagBo e purificacio de cada um deles uma tarefa macante e dificil, resultando na
obtencio de apenas miligramas de cada um. Nestas circunstincias as técnicas de CLAE
acoplada a espectrémetria de massas ou com detetor UV so bastante adequadas para
analisar o perfil flavonoidico de um determinado extrato, principalmente porque a literatura
oferece toda a informacio basica relativa as propriedades espectrais dos flavonodides em
geral®,

A eluigdo isocratica, de misturas complexas ndo € o método mais conveniente para
separar O seus constituintes pois muitas vezes ndo se consegue uma fase moével adequada.
O problema pode ser resolvido usando eluigdo em gradiente, ou seja variando a composigdo
da fase movel durante a separagio, usualmente misturando dois solventes com diferentes
poderes de elui¢do em proporgdes continuamente alteradas’.

Uma serie de acidos fendlicos, acidos cindmico e benzdico, e uma variedade de

compostos flavonoidicos , incluindo flavonas, flavonéis e flavanonas assim como

' PRYDE, A & GILBERT, M.T. Applications of High Performance Liquid Chromatography, Chapran and
Hall, London, Cap. 17 ¢ 18, 1980.

? CHAVES, N., RIOS, 1.1, GUTIERREZ, C., ESCUDERQ, J.C & OLIAS, .M. Analysis of secret flavonoids
of Cistus ladanifer L. by high performance liquid chromatography-particle beam mass spectrometry. J,
Chromatogr. A, 799 (1+2): 111-115 1998,

* LINDSAY, S. Analytical Chemistry by Open Leamning: High Performance Liquid Chromatography, John
Wiley & Sons, Toronto, Cap. 4, 1990.
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e e
derivados de flavonas glicosiladas, foram separados por cromatografia em fase reversa
usando uma mistura de fases moveis com agua/acido acético/metanol.
Na literatura encontram-se diversos exemplos do uso desta técnica para separagio e
quantificacio de flavonodides™™®¢7 ,
Neste capitulo constam os resultados obtidos com o estudo dos extratos das raizes

de L. dipteroneurus Pittier e L. montanus A.M.G.Azevedo através da analise por CLAE.
2. Materiais e Métodos

A analise qualitativa foi realizada em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia HP
1090 série I/M com:
Detetor: espectrofotométrico UV/VIS arranjo de diodos
Coluna: HP de fase reversa C-18 Hypersil ODS (Sum, 100 x 4,6 mm)
A seguir encontra-se as condigBes de analise adotadas para cada extrato
estudado:

Extrato éter de petroleo das raizes de L. dipteroneurus Pittier :

Fase Movel Isocritica: MeOH, MeOH/H,0 10%, 15%, 30% , 40 % , 50% e 60%.
Fase Mével Gradiente: 70:30 (MeOH/H,0) - 100 (MeOH) em 30 min.

Fluxo: 0,8 mL/min

Volume de injecio: 5ul

Detetor: 210, 230, 254, 270, 290, 310, 330 e 365

Temperatura: 40° C

Pressio: 400 (240 bar)

* TOMAS-BARBERAN, F.A FERRERES, F., BLAZQUEZ, M.A : GARCIA-VIGUERA. C. & TOMAS-
LORENTE, F. High performance liquid chromatography of honey flavonoids, J. Chromategr. 634: 41-
46, 1993,

> CROZIER, A, JENSEN, E., LEAN, ME.J. & McDONALD, M.S. Quantitative analysis of flavonoids by
reversed-phase high-performance liquid chromatography, J. Chromatogr. A. 767 (1+2): 315-321, 1997,

® CONDE, E., CADAHIA E. & GARCIAVALLEJO, M.C. High-performance liquid chromatography
analysis of flavonoids and phenolic-acids and aldehydes in Eucaiytus spp. Chromatographia 4/ {11-
12): 657-660, 1995

" JUSTESEN, U, KNUTHSEN, P. & LETH., T. Quantitative analysis of flavonols, flavones, and flavanones
in fruits, vegetables and beverages by high-performance liquid chromatography with photo-diode array
and mass spectrometric detection. J. Chromatogr. A, 799 (1+2): 101-110, 1998,
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Extratos ¢ter de petroleo e diclorometdnico das raizes de L. montanus
AM. G Azevedo :
Fase Movel Isocratica: MeOH, MeOH/H;0 20%, 30% , 40 % , 50% e 60%.
Fase Movel Gradiente: 70:30 (MeOH/H;0) ~ 100 (MeOH) em 30 min.
60:40 (MeOH/H,0) — 100 (MeOH) em 30 min.
50:50 (MeOH/H,0) —~ 100 (MeOH) em 30 min.
40:60 (MeOH/H,0) - 100 (MeOH) em 30 min.
30:70 (MeOH/H,0) — 100 (MeOH) em 30 min.

Fluxo: 0,8 mlL/min

Volume de injecio: 5 ul.

Detetor: 230, 254, 270, 290, 310, 330 ¢ 365
Temperatura: 40° C

Pressio: 400 (240 bar)

Extrato diclorometanico das raizes de L. montanus AM..G. Azevedo

Fase Mével Isocratica: ACN /H,O 10%, 20% , 30 % , 40% e 50%.

Fase Mével Gradiente: 90:10 (ACN/H,0) — 100 (ACN) em 10 min
80:20 (ACN/H;0) — 100 (ACN) em 10 min
70:30 (ACN/H,0) - 100 (ACN) em 10 min
60:40 (ACN/H;0) — 100 (ACN) em 10 min.
50:50 (ACN/H20) — 100 (ACN) em 10 min.

Fluxo: 0,8 mL/min

Volume de inje¢do: 5 uL

Detetor: 230, 254, 270, 290, 310, 330 e 365

Temperatura: 40° C

Pressao: 400 (70 bar)

Todas as amostras foram dissolvidas em solventes grau HPLC e filtradas em filtro
tipo Millex®. A agua usada € destilada e deionizada a uma concentracio de 18,2 mw.
Antes do inicio de cada andlise, os solventes foram filtrados e desgaseificados.
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2.1 Analise Qualitativa

As analises foram feitas para mostrar os perfis cromatograficos dos extratos obtidos
de L. dipteroneurus Pittier e L. montanus AM..G.Azevedo.

A escolha da coluna e da fase mével foi baseada na literatura® e nas analises
realizadas anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa’ Entretanto a escolba do
comprimento de onda se baseou no comportamento dos flavonoides, que apresentam
bandas de absorgdo relativas aos sistemas benzoila (banda II, 240-280 nm) e cinamoila
(banda 1, 300-380 nm).

3. Resultados e Discussdes

3.1 L. dipteroneurus Pittier

Das varias tentativas de eluigio do extrato éter de petréleo, tanto isocritica quanto
em gradiente, a que proporcionou melhor separagdo foi a eluigio gradiente partindo com a
mistura MeOH/H;0 70:30 aumentando gradativamente a propor¢iio de MeOH até 100%
durante 30 min (Fig. 1). O detetor foi ajustado para 254 ¢ 270 nm, nos dois comprimentos

de ondas que vem sendo usados para identificar flavonéides.

® CROZIER. A, JENSEN, E,, LEAN, ME]. & McDONALD, M.S. Quantitative analysis of flavonoids by
reversed-phase high-performance liquid chromatography, J. Chromatogr. A. 767 (1+2): 315-321, 1997.

® NOGUEIRA, M.A. Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosac — Isolamento,
Determinacio Estrutural, Atividade Biologica e Andlise Sazonal-Campinas, 1998, Tese de Doutor em
Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.
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Figura 1: Cromatogramas do Ext. Eter de Petréleo das raizes de 7. dipteroneurus Pittier
Condi¢Bes utilizadas: Coluna HP tipo ODS Hypersyl 4,6 x 100 mm didmetro
interno, 5 um, fase moével: 70:30 (MeOH/H,0) — 100 (MeOH) em 30 min,
volume de inje¢do:10 pL, fluxo: 0,8 mL/min ¢ comprimento de onda: 254 nm
(A)e 270 nm (B) .

Através da comparagio dos cromatogramas dos extratos éter de petréleo de L.
dipteroneurus Pittier com os de L. afropurpurerus (pertencente ao mesmo subgénero
Lonchocarpus e seqdo Lonchocarpus) observou-se que o cromatograma de Z.
atropurpureus apresentou um perfil esperado, isto é , picos correspondentes a compostos
poucos polares (1r maior) com espectros UV tipicos para o esqueleto de flavanonas e
flavanonois (Amax = 270 nm, banda II de flavondides) o que foi comprovado apds o

isolamento de duas flavanonas e trés flavanonéis ', entretanto, o cromatograma do [.

' RUIZ, ALT.G. Estudo Fitoquimico de Poecilante parviflora Benth ¢ de Lonchocarpus atropurpureus
Benth — Isolamento, Determinacio estrutural e Atividade Bmlog;ica Campinas, 1998, Tese de Mestre
em Ciéncias, Instituto de Quimica, Unicamp.
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dipteroneurus revelou a presenca de compostos mais polares (T, menor) com espectros UV
apresentando maximos de absorgio distintos dos esperados para os esqueletos

flavonoidicos (Fig. 2 e Fig. 3).
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Figura 2: Cromatogramas dos Extratos de Eter de Petroleo de
L. dipteroneurus e L. atropurpureus
Condigbes utilizadas: Coluna HP tipo ODS Hypersyl 4,6 x 100 mm
didmetro interno, 5 pm, fase mével: 70:30 (MeOH/H;0) — 100 (MeOH)
em 30 min, volume de injegdo:10 pL, fluxo: 0,8 mL/min e comprimento
de onda: 270 nm.
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Figura 3: Espectros UV dos extratos Eter de Petroleo
L. dipteroneurus e L. atropurpureus
Condigdes utilizadas: Coluna HP tipo ODS Hypersyl 4.6 x 100 mm
diametro intermo, 5 pm, fase moével: 70:30 (MeOH/H,0) — 100
(MeOH) em 30 min, volume de injegdio: 10 ul, fluxo: 0,8 mL/min e
comprimento de onda: 270 nm.
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A fim de obter maior quantidade de material vegetal em margo de 1998 foi realizada
uma nova coleta das raizes de L. dipteroneurus Pittier. O cromatograma obtido por CLAE,
do extrato ¢ter de petroleo desta nova coleta analisada sob as mesmas condigGes descritas
anteriormente (Pag. 83) apresentou um perfil cromatografico diferente da primeira coleta
{Marco de 1997, Fig. 4). Esta diferenca levantou suspeita sobre a classificacio botnica.
Depois de um estudo extenso e minucioso a botinica A.M.G.Azevedo Tozzi corroborou
que as duas raizes coletadas (uma em marco de 1997 e a outra em margo de 1998) sio de
plantas diferentes, e nenhuma pertence ao género Lonchocarpus. Este dado justifica o fato

de ndo ter sido possivel o isolamento de flavonoides da primeira raiz coletada.

Ben

:1-]
L digderoneurus
Raires coletadas am 5B
8 marga de 1997 l
te 48 ! L. dipteroneurus
58 Raizes coletadas em

marco de 1998

5 § 8 8

Time (min.)

B

g

48
28

?
WL”‘.J\ i /

2

Time (min.)

Figura 4 : Cromatogramas dos Extratos Eter de Petroleo de .. dipteroneurus Pittier
Condicdes utilizadas: Coluna HP tipo ODS Hypersyl 4.6 x 100 mm didmetro
interno, 5 pm, fase movel: 70:30 (MeQH/H,0) — 100 {MeOH) em 30 min,
volume de injecdo:10 pL, fluxo: 0,8 mL/min e comprimento de onda: 270 nm.
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3.2 L. montanus ANML.G.Azevedo

Qs extratos ¢ter de petrolec e diclorometdnico do L. montanus A M. .G Azevedo
possuem perfis cromatograficos muito semelhantes entretanto observamos que ¢ extrato

diclorometdnico apresenta maior concentragio de compostos mais polares (T, menor) (Fig.

5).
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Figura 5 : Cromatograma dos extratos das raizes

de L. montanus

Condigdes utilizadas: Coluna HP tipo ODS Hypersyl 4,6 x 100 mm didmetro interno, 5 pumn,
fase movel: 70:30 (MeOH/H,0) — 100 (MeOH) em 30 min, volume de injegdo: 5 ul., fluxo:

A MG Azevedo

0,8 mi/min e comprimento de onda: 254 nm.
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Estes dados estlo de acordo com os resultados obtidos até o momento pelo estudo
dos dois extratos uma vez que estdo fornecendo flavondides diferentes. G extrato éter de
petroleo estd sendo analisado por Miriam Sanomiya, aluna de douterado de nosso grupo

de pesquisa .
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Figura 6: Espectros UV do extrato Diclorometanico das raizes
de L. montanus A M.G.Azevedo obtidos da analise por CLAE
Condigdes utilizadas: Coluna HP tipo ODS Hypersyl 4,6 x 100 mm difmetro interno, 5 um,
fase movel: 70:30 (MeOH/H20) — 100 (MeOH) em 30 min, volume de injecio: 5 uL., fluxo:
0,8 ml./min e comprimento de onda: 254 nm.

No cromatograma do extrato diclorometénico (Fig. 3) podemos ver que ele possui
pelo menos seis compostos dos quais quatro ji foram isolados e pelo espectro UV (Fig. 6)
podemos sugerir que ¢ composto com tempo de retengdo T, = 8,6 min seja a Lanceolatina B

56 ¢ o composto com T, = 9,2 mun trata-se da Derriobtusona A 53.
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1. Introducio

A pesquisa de produtos naturais biologicamente ativos vem crescendo cada vez
mais, na busca da cura de muitos males tais como o céncer e diversas doengas infecciosas
causadas por fungos e bactérias. Um numero grande de bioensaios sdo utilizados para testar
tanto extratos de plantas quanto os compostos isolados. Ja que muitos deles sdo
relativamente caros € necessario saber estabelecer o kit do ensaio, como realizar o teste,
como interpretar os dados obtidos e quais sio as limitagGes da metodologia escothida’. O
estudo de extratos e compostos bioativos no laboratorio de quimica exige a aplicag@o de
bioensaios facilmente realiziveis. A metodologia aplicada aos bioensaios € bastante
variada, por exemplo o uso de animais inteiros, tecidos isolados ou qualquer sistema
bioquimico pode ser complicado e caro. Os efeitos biolégicos e fisiologicos observados no
screening sdo também criticos. Um dos ensaios biologicos mais simples de ser monitorado
¢ a letalidade j& que considera apenas um critéric (morto ou vivo), além de apresentar
resposta quantitativa e tratamento estatistico relativamente faceis. Um método geral para
screening de toxicidade de compostos consiste no Teste de Letalidade com Arfemia salina
Leach publicado pela primeira vez em 1956°. Os bioensaios feitos com as larvas do
crustaceo Artemia salina (MCLAUGHLIN, 1991), tem sido usados como indicador de
toxicidade tanto para screening de compostos com atividade anti-tumoral, quanto para
compostos com atividade pesticida. Também vem sendo aplicado no biomonitoramento
para fragDes ativas de extratos vegetais. Este bioensaio apresenta uma correlagdo positiva
com os ensaios sobre células 9kb (carcinoma nasofaringeo humano p = 0.036 e Kappa =
0,56), onde os valores de EDs; para citotoxicidade sdo geralmente proximos a uma décima

parte dos valores L.Csg encontrados nos bioensaios com Artemia salina .

! COLE, M.D. Key Antifungal, Antibacterial and Anti-insect Assay-a Critical Review, Biochem Syst. Ecol.
22 (8) 837-856, 1994

® COLEGATE, S.M. & MOLYNEUX, R.J. Bioactive Natural Product. Detection, Isolation and Strutural
Determination, CRC Press, USA, Cap. 18, 1993,

* NOGUEIRA, M.A. Estudo Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae — Isolamento,
Determinagio Estrutural, Atividade Bioldgica ¢ Andlise Sazonal — Campinas, 1998, Tese de Doutor em
Ciéncias, Instituto de Quimica, UNICAMP.
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Os testes de bioautografia, usados para avaliar a atividade antifingica e
antibacteriana, constituern mais um exemplo de bioensaios simples, rapidos e relativamente
baratos que demandam pequenas quantidades de amostra ¢ portanto podem ser facilmente
implantados num laboratério de fitoquimica'para realizar um “screening” dos extratos e das
substancias 1soladas.

Um grupo grande de plantas ricas em polifendis® possuem propriedades anti-
aterogénicas presumivelmente devido ao fato destes metabdlitos atuarem como
antioxidantes naturais. De todos os polifendis de plantas, os flavondides sdo de particular
interesse por causa de sua alta concentragdo em alimentos tais como frutas, legumes,
verduras e chas. Um estudo realizado na Finlandia* sugere que a incidéncia de doencas
cardiacas ¢ inversamente proporcional & ingestio de alimentos ticos em flavonoides tais
como a ma¢i e o alho. Embora, tenha se observado que uma dieta rica em frutas e legumes
contribui para uma menor incidéncia de varios tipos de cincer, ainda ndo foi possivel
estabelecer uma correlag@o direta com flavondides isolados. Estudos de cultura de células
vegetal e animal sugerem no entanto que esses flavondides podem ser protetores contra
varios tipos de céncer. O numero de flavondides em plantas € grande e geralmente ocorrem
em misturas complexas e muitas vezes est3o glicosilados com diferentes aguicares tais como
glucose, galactose, ramose, arabinose, xilose e rutinose. A glicosilagio aumenta a
polaridade dos flavondides e ainda a solubilidade em 4gua viabilizando o armazenamento
destes compostos nos vacuolos das plantas. Se acredita que as fungdes dos flavonsdides em

plantas sejam proteger contra radiagdo UV e contra o ataque de microrganismos.

2. Materiais e Métodos
2.1 Bioensaio de Bioautografia

Este foi implantado em nosso laboratorio pela Dra. Marisa Alves Nogueira® ,ex-

aluna de doutorado de nosso grupo de pesquisa, com algumas modificagdes introduzidas no

“ JUSTESEN, U., KNUTHSEN, P. & LETH. T. Quantitative analysis of flavonols, flavones, and flavanones
in fruits, vegetables and beverages by high-performance liquid chromatography mith photo-diode array
and mass spectrometric detection, J. Chromategr. A, 799 (1+2): 101-110, 1998.
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protocolo descrito por SAXENA’. Tanto os extratos éter de petrolee e diclorometdnico
quanto os compostos isolados 53, 55, 56 e 57 foram dissolvidos nos respectivos solventes
na concentrac@o de 2 mg/mlL. Foram aplicadas em duas placas de CCD (Merck Silica gel
GFas4 , 6x6 cm) 10 pl de cada extrato {ou 5 puL do composto puro) e 1 uL de antibidtico
{cloranfenicol para bactérias e ciclopirox olamina para os fungos) e desenvolvidas com
CHCl3 100% para os extratos e o composto 53 e com CHChL /MeOH 1% para o0s
compostos puros 33, 56 e 57 . Apo6s o desenvolvimento dos cromatogramas, as placas
foram observadas sob luz UV nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Na placa
controle as manchas que absorveram nestes cumprimentos de onda foram marcadas. A
outra placa de CCD foi colocada em uma placa de Petri de 90 mm de difimetro, na qual foi
adicionada 20 mL de meio de cultura especifico ac microrganismo testado; apds
solidificagdo do meio, inoculou-se 200 uL de suspensdio do microrganismo contendo cerca
de 10° células/mL fazendo-se o espalhamento com auxilio de uma alca de Digralski. Foi
preparado uma placa de Petri contendo apenas meio de cultura (branco) para avaliar o
crescimento microbiano. Todas as placas foram incubadas (24 h para bactérias ¢ 7 dias para
fungo) em temperatura especifica para cada microrganismo (por volta de 37 °C para
bactérias ¢ 25 °C para fungos), sendo ao final observados os halos de inibigio e
comparados com a placa de CCD controle previamente pulverizada com revelador
especifico (anisaldeido modificado) e aquecida revelando manchas coloridas.

Us meios de cultura utilizados foram: % NA (Agar Nutriente) para bactérias,
constituido de peptona (5,0 g ) + extrato de carne (3,0 g) + agar (15,0 g) + 4gua destilada (1
L) e % MA (Agar Malte) para fungos constituido de extrato de malte (20,0 g} + agar (20,0

g). Foram testadas os seguintes microrganismos:

T Bactérias: [Lscherichia coli (gram -) CCT 5050
Rhodococcus equi {gram +) CCT 0541
Bacillus subtilis (gram -+) CCT 0089

* SAXENA.G., FARNER, S, TOWERS, G. H., HANCOCK, R. E. W ,apud NOGUEIRA, M.A. . Estudo
Fitoquimico de Lonchocarpus latifolius (Willd) DC Leguminosae — Isolamento, Determinagio
Estrutural, Atividade Biologica e Andlisc Sazonal — Campinas, 1998, Tese de Doutor em Ciéneias,
Instituto de Quimica, UNICAMP.
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Salmonella typhimurium (gram -) CCT 0528
Micrococcus luteus(gram +) CCT 2720
Staphilococcus aureus(gram +) CCT 4295
Salmonella typhimurium (gram -) CCT 0528

¥ Fungos : Cladosporium cladosporioides CCT 5039
¢ Levedura: Candida albicans CCT 0776

Tanto os microrganismos quanto os meios de cultura utilizados nestes bioensaios
foram fornecidos pela Colegio de Culturas Tropicais (CCT) da Fundagdo Tropical de

Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”.
2.2. Bioensaio de Letalidade com Artemia salina (“Brine Shrimp Letality Test)

O ensaio foi desenvolvido de acordo com a técnica proposta por
McLaughlin®.

Ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir em solugio de sal
marinho (38g/L), num pequeno recipiente coberto parcialmente, pois as larvas possuem
fototropismo positivo (so atraidas pela luz). Esperamos 48 horas para que os ovos se
convertessem em larvas do tipo nauplii.

Tanto os extratos éter de petrdlec e dicloromet@nico quanto os compostos
isolados 83, 55 e 56 foram pesados e diluidos nos respectivos solventes de acordo com a

técnica sugerida por McLaughlin conforme mostrado na Fig. 1.

§ McLAUGHLIN, J. L., SAIZARBITORIA, T.C. & ANDERSON, J.E. Tres bioensayos simples para
quimicos de productos naturales. Revista de Ia Sociedad Venezolana de QGuimica, /8 (4): 13-18, 1993,
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: - 0,5 mL
Extrato (20 mg) ou composto {I mg)
* 0,5 mL
Selvente apropriade { 2mL)
0,5 mL
6,5 mL
0,2 mi. + 1,8 mL de solvente
p 3,5 ml.
6,5 mi,

sl () 5 ],

P 0,5 mL

910 ppm

0,2 mL + 1,8 mL de solvente

P 0.5 mL

Figura 1 : Procedimento para dilui¢do da amostra no Teste com Artemia Salina
© As concentracdes usadas para os compostes puros sio: 30,5 e 0,5 ppm

respectivamente.

Apos evaporaclo total do solvente a cada um dos nove frasquinhos se adicionou uma
gota de dimetilsulfoxido (DMSO), cerca de 3mL de igua salgada, 10 larvas de Arfemia
salina e se completou o volume para Sml.. Os frascos foram deixados  descobertos e
ap6s 24 horas foram contados os sobreviventes. Os dados foram avaliados no programa

FINNEY, para analise estatistica e assim determinar os valores de DLsg .
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3. Besuitados e Discussfes

3.1 Bioensaie de Bioautografia
Os extratos (éter de petrdleo e diclorometénico) das raizes de L. montanus
AM.G. Azevedo e os flavondides isolados do extrato diclorometinico mostraram-se ativos

contra a bactéria Staphilococcus aureus (gram +).
3.2 Bioensaio de Letalidade com Arfemia salina (“Brine Shrimp Letality Test™)

O resultado positivo deste bioensaio é um indicador de toxicidade tanto para
screening de compostos com atividade antitumoral quanto para compostos com atividade
pesticida®

Apobs analise estatistica dos dados, constatou-se que o extrato éter de
petroleo de L. montanus AM.G Azevedo é mais ativo que o diclorometinico ¢ que
Derriobtusona A 33 ¢ mais ativo que (E)-7-O-Metil Pongamol 55 ¢ este dltimo mais ativo
que a Lanceolatina B 56 (Tab. I}. As doses letais médias (EDsg) dos extratos e compostos

isolados sdo as seguintes:

Tabela 1: Resultados do Teste com Artemia salina dos extratos ¢ de alguns compostos

isolados das raizes de . montanus A M.G. Azevedo

Amostra Tratada EDsg G
Derriobtusona A 1,6* 0,13
(E)-7-O-Metil Pongamol 4,4% 0,17
Lanceolatina B 5,8% 0,48
Extrato Bter de Petroleo 2,5%% 0,45
Extrato Diclorometinico 20,3%% 0,16

*Feito usando concentracdes de 50, 5 e 0,5 ppm
**Feito usando concentracdes de 1 000, 100 e 10 ppm

*McLAUGHLIN, J. L., SAIZARBITORIA, T.C. & ANDERSON, J.E. Tres bioensayos simples para
guimicos de productos naturales. Revista de la Sociedad Venezolana de Quimica, /8 (4); 13-18, 1995,
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CAPITULO V Consideracdes Finais

Consideracdes Finais

? O estudo fitoquimico do espécime coletado como L. dipferoneurus nio levou ao
isolamento de flavonoides e de fato foi posteriormente constatado pela Dra.

AM.G. Azevedo Tozzi que ndo se trata de um Lonchocarpus.

¥ As raizes de L. monfanus possuem compostos flavonoidicos tal como vem sendo

observado para as demais espécies Lonchocarpus investigadas até agora.

2O estudo fitoquimico do extrato diclorometinico das raizes de L. montanus
A M.G Azevedo resultou no isolamento de quatro flavondides conhecidos, destacando-se a
Derriobtusona A 53 pelo fato de pertencer a uma classe de flavondides pouco fregilente na

natureza e ter sido previamente isolado apenas de L. obfusus.

2 A ocorréncia de Derriobtusona A 53 nas raizes de L. montanus e de [. obtusus é mais

uma evidéncia da forte afinidade entre estas espécies.

¢ Tanto os extratos éter de petroleo e diclorometénico quanto os flavonoides isolados das
raizes de de L. montanus foram ativos contra a bactéria Staphilococcus aureus CCT 4295
{gram +) nas condi¢des empregadas; assim também como apresentaram resultados
posttivos no teste de letalidade com Arfemia salina sugerindo uma possivel atividade anti-

tumoral ou pesticida.



