UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ESTUDO QUIMICO DE RESIDUOS MADEIREIROS DE
Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson, Acacia mangium

Willd. E Dipteryx polyphylla Huber

LORETTA ENNES SABOIA DE MELO

MANAUS
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

LORETTA ENNES SABOIA DE MELO

ESTUDO QUIMICO DE RESIDUOS MADEIREIROS DE
Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson, Acacia mangium

Willd. E Dipteryx polyphylla Huber

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal do Amazonas, como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de DOUTORA EM
QUIMICA, area de concentracdo Quimica

Organica.

Orientadora: Dra. Maria da Paz Lima
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia

MANAUS
2016



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fomecidos pelo(a) autor(a).

Melo, Loretta Ennes Sabdia de
M528e Estudo guimico de residuos madeireiros de Tabebuia serratifolia
(Wahl) G. Nicholson, Acacia mangium Willd. e Dipteryx polyphylla
Huber f Loretta Ennes Sabdia de Melo. 2016
206 f.oil. color; 31 cm.

Orientadora: Maria da Paz Lima

Tese (Doutorado em Quimica) - Universidade Federal do
Amazonas.

1. Bignoniaceae. 2. Fabaceae. 3. RMN. 4. atividade antifingica. |.
Lima, Maria da Paz II. Universidade Federal do Amazonas 1. Titulo




“ESTUDO QUIMICO DE RESIDUOS MADEIREIROS DE Tabebuia
serratifolia (Vahl) G. Nicholson, Acacia mangium Willd. E

Dipteryx polyphylla Huber”

Loretta Ennes Sabdia de Melo

Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pdés-Graduagdo em
Quimica, do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal do
Amazonas como requisito parcial para a obtencdo do Grau de Doutor em

OQuimica.

Aprovada em 31 de Margo de 2016

COMISSAO EXAMINADORA

\-,L? Ko \, ANAANS

Prof.2 Dr.2 Maria da Paz Lima
Universidade Federal do Amazonas
Orientadora

- - //'/‘) -
Cﬂ';(ﬁsfﬂw 4//: n< ( Prve,
/ / Prof. Dr. Geone Maia Correa

Membro UFAM/ICET

‘ ?:‘é»\'.k‘x; C '\._.‘\L( L "\) | S
Prof.2 Dr.? Rita de 'Cassia Saraiva Nunomura
Membro UFAM

A 34 U ¢
/ NANMANAL VN VIA, ;’{-/u;‘r.\ %y

( Prof. Dr. Sérgio Scherrer Thomasi
Membro Externo UFLA

!

’/ ,5,::" 'j,/f,(,{ 'f'?\ =z P4 (‘,(‘. ’:;) L2 £
Prof. Dr. Jodo Vicente Braga de Soliza
Membro INPA

Universidade Federal do Amazonas
Manaus, 31 de Marco de 2016



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida, pelas béncdos concedidas, por sempre me dar for¢as pra
superar todos os obstaculos.

A minha querida mée, que com seu amor soube compreender a minha
auséncia nos muitos momentos em que me dediquei ao doutorado, que abdicou de
véarias coisas para que eu pudesse chegar até aqui. Obrigada, mée, por ser a melhor
mae desse mundo!

Ao meu esposo Maysio Sabdia, por todo amor, paciéncia, companheirismo e
compreensao dispensados a mim durante todo esse tempo. Essa conquista também
é sua, meu amor!

A Dra. Maria da Paz Lima, por ter sesmeado em mim o gosto pela fitoquimica
quando aceitou me orientar desde a iniciagdo cientifica. Agradeco as trocas,
contribuicdes e orientacdes devotadas ao trabalho, além da amizade construida ao
longo desses anos.

As amigas Ercilia Soares, Lyege Oliveira, Rafaela Cardoso e Samia
Feitosa, pela forca, preocupacao e palavras de incentivo que tanto me ajudaram a
seguir em frente. A amizade de vocés é um presente de Deus!

A Lorena Cursino, minha sobrinha querida, amiga e companheira de
doutorado, pelas horas de estudo e companheirismo nas mais diversas situacoes.
Esses momentos que compartilhamos fizeram a caminhada até aqui bem mais facil.

Aos colegas do Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais da COTI/INPA,
Gabriela Farias, Jean Lucas, Jhonis Bentes, Renan Feitosa e Willian Hayasida
pelo companheirismo durante as atividades do dia-a-dia e pelos momentos de

descontracéo.



A Dra. Claudete Nascimento, pelo suporte com relacdo aos residuos
madeireiros, por sempre responder de forma carinhosa as minhas duvidas.

Ao Dr. Antbénio Gilberto Ferreira, da UFSCar, pelos espectros de RMN
obtidos.

Aos Técnicos da Central Analitica do Laboratério Tematico de Quimica de
Produtos Naturais (CA-LTQPN) do INPA, Magno Muniz, Sabrina Kelly e Zelina
Toores pelo suporte na obtencéo dos espectros de RMN e EM.

A Alita Lima e Katia Cruz, pelos ensaios antifingicos.

Aos professores da Banca.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela bolsa concedida para a realizacdo deste trabalho e ao Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA) pelo uso de suas instalacoes.



"O primeiro gole do copo das Ciéncias Naturais te fornard um ateu.

Mas, no fundo do copo, Deus estard esperando por ti."

Werner Karl Heisenberg
1901-1976



RESUMO

O desperdicio de matéria-prima € um dos principais gargalos do setor madeireiro e
grande parte dos residuos gerados no processamento da madeira € descartado em
locais inapropriados, causando danos ao meio-ambiente. A producdo de pequenos
objetos a partir de residuos madeireiros € uma forma sécio-econdmica de agregar
valor a esses rejeitos e para isso tem sido utilizados residuos de espécies de
Bignoniaceae e Fabaceae, que muitas vezes ndo sdo estudadas quimicamente
devido as dificuldades inerentes a obtencdo de madeira. Considerando a
disponibilidade de residuos madeireiros por meio do projeto INCT - Madeiras da
Amazobnia, neste trabalho avaliou-se o0s residuos madeireiros de Tabebuia
serratifolia (Bignoniaceae), Acacia mangium e Dipteryx polyphylla (Fabaceae). O
fracionamento do extrato metandlico de T. serratifolia permitiu o isolamento e
identificacdo das naftoquinonas desidro-a-lapachona, desidro-iso-a-lapachona e a-
lapachona, além das lignanas paulownina e cicloolivil. Os estudos com a espécie A.
mangium permitiram a identificacdo dos esteroides sitosterol, estigmasterol e um
derivado esterificado do espinasterol, do acido 3-metoxi-4-hidroxi-cinamico,
metilparabeno, 4-hidroxibenzaldeido e do flavonoide 3,4’,7,8-tetrahidroxiflavona.
Com o fracionamento do extrato metandlico de D. polyphylla foi possivel o
isolamento de quatro isoflavanas, sendo 3’,7-dihidroxi-4’-metoxi-isoflavana e 3’,8-
dihidroxi-4’,7-dimetoxi-isoflavana inéditas na literatura. Considerando o potencial
bioldgico das classes das substancias isoladas, foi realizado o ensaio antifingico
frente as cepas de Cryptococcus neoformans (VN1PCNG6) e Candida albicans (ATCC
36232) e a naftoquinona desidro-iso-a-lapachona destacou-se entre as substancias
testadas.

Palavras-chave: Bignoniaceae; Fabaceae; RMN; atividade antifungica



ABSTRACT

The waste of raw materials is one of the main bottlenecks in the wood industry and
much of the waste generated in the processing of wood is discarded in inappropriate
places, causing damage to the environment. The production of small objects from
wood residues is a socio-economic way to add value to these wastes and for this,
wood residues of Bignoniaceae and Fabaceae species have been used, which are
often not chemically studied because of the difficulties inherent to the wood
acquisition. Considering the availability of wood residues through the INCT Project —
Madeiras da Amazobnia, this study evaluated the wood residue of Tabebuia
serratifolia (Bignoniaceae), Acacia mangium and Dipteryx polyphylla (Fabaceae).
Fractionation of methanolic extract of T. serratifolia allowed the isolation and
identification of naphthoquinones dehydro-a-lapachone, dehydro-iso-a-lapachone
and a-lapachone, in addition to lignans paulownin and cycloolivil. The studies on the
A. mangium specie allowed the identification of steroids sitosterol, stigmasterol and a
spinasterol derivative, 3-methoxy-4-hydroxy-cinnamic acid, methylparaben, 4-
hydroxybenzaldehyde and flavonoid 3,4',7,8-tetrahydroxyflavone. With fractionation
of the methanolic extract of D. polyphylla it was possible to isolate four isoflavans,
with 3',7-dihydroxy-4'-methoxy-isoflavan and 3',8-dihydroxy-4',7-dimethoxy-isoflavan
unprecedented in literature. Considering the biological potential of the isolated
compounds classes, it was performed the antifungal test in the strains of
Cryptococcus neoformans (VN1PCNG6) and Candida albicans (ATCC 36232) and the
naphthoquinone dehydro-iso-a-lapachone distinguished among the tested

substances.

Keywords: Bignoniaceae; Fabaceae; RMN; antifungal activity
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1. INTRODUCAO

A Amazobnia possui a mais rica floresta tropical do mundo, com um volume
aproximado de 60 bilhes m* de madeira (BARROS e VERISSIMO, 2002). Estima-se
gue cerca de 3000 espécies florestais madeireiras da regido ja foram identificadas,
no entanto, somente algumas sao extraidas para fins comerciais e devido a
crescente expansao do mercado madeireiro, certas espécies estdo sendo extintas
por meio de sua exploracdo concentrada e desordenada (CARDOSO et al., 2012;
BARBOSA et al., 2001).

Esse grande potencial madeireiro pode e deve ser explorado, no entanto,
alguns principios basicos devem ser considerados com a finalidade de amenizar o
impacto ambiental e aperfeicoar seu aproveitamento. Entre as alternativas estdo o
uso de tecnologia sofisticada e planejamento para exploracdo de forma sustentavel
(manejo ou reflorestamento) e a reciclagem, incluindo o aproveitamento da sobra de
madeira.

Ressalta-se que um dos principais gargalos no setor € o grande desperdicio,
pois boa parte da madeira é rejeitada ao longo da cadeia produtiva e o descarte
indevido de residuos madeireiros tem ocasionado varios problemas ambientais
(CLEMENT e HIGUCHI, 2006). Com o intuito de minimizar estes impactos, vem
crescendo a busca por novos sistemas de tratamento associado ao aproveitamento
desses residuos, tais como a producdo de carvao ativado, utilizagdo para producdo
de energia, obtencdo de celulose e fabricagcdo de aglomerado (COUTO, 2009;
NASCIMENTO, 2007). No Brasil, grande parte dos residuos provenientes de
madeiras de boa qualidade é subutilizado, principalmente em fornos de padaria e na

confecgéo de cercas.



A maioria dos residuos madeireiros descartados € proveniente de espécies
cujos estudos quimicos estdo relacionados com as macromoléculas (metabdlitos
primarios), 0s quais sédo importantes para a caracterizacdo tecnolégica da madeira.
No entanto, ha caréncias sobre o conhecimento das micromoléculas (metabdlitos
secundarios), que estdo associadas com as funcdes ecoldgicas e revelam papéis
importantes na estruturacdo dos ecossistemas, além de representar uma fonte de
potencial farmacoldgico.

Nesse contexto, surge a oportunidade de utilizacdo das sobras de madeira
como fonte para a extracao de substancias com algum potencial quimico e biolégico
e entre as familias com espécies muito utilizadas pela indastria madeireira
destacam-se a Bignoniaceae e Fabaceae. Assim, este trabalho visa o estudo
fitoquimico de residuos madeireiros das espécies Tabebuia serratifolia
(Bignoniaceae), Acacia mangium e Dipteryx polyphylla (Fabaceae), e a avaliacdo da

atividade antifingica das substancias isoladas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A exploracdo madeireira

A madeira € uma das matérias-primas mais utilizadas pelo homem,
empregada nas mais diversas formas, desde os primérdios da nossa civilizacédo até
os dias atuais, como na confec¢do de utensilios para caca, construcao civil, adornos
decorativos, moveis, entre outras aplicacdes (VAREJAO et al., 2009). A preferéncia
pelo uso desta matéria-prima esta relacionada as suas propriedades, que incluem
uma elevada resisténcia mecanica, facilidade de ser transformada por equipamentos
simples e com baixo consumo energético, fonte renovavel, estética agradavel, além
da variacdo de cores e texturas (ZENID, 2010).

Ao longo dos anos, a demanda crescente pelo consumo da madeira em todo
o mundo propiciou a exploracdo de forma concentrada e predatéria de algumas
poucas espécies, cujas madeiras eram consideradas nobres, gerando um grande
impacto ambiental e tornando-se um dos grandes entraves na utilizacdo dessa
matéria-prima. A exploracdo da madeira do mogno (Swietenia macrophylla King -
Meliaceae), por exemplo, foi impulsionada pelo seu elevado pre¢co no mercado
nacional e internacional, ocorrendo de forma ilegal e clandestina, tornando-a um
produto cada vez mais escasso e ameacado de extincdo como matéria-prima
exploravel (IBAMA, 2015; GROGAN et al., 2002). Ressalta-se que esta espécie
possui uma madeira altamente resistente ao ataque de fungos e insetos e é utilizada
principalmente na fabricacdo de méveis de luxo e na construcao civil (SILVA, 2002;
LOUREIRO et al., 1979).

Segundo GONZAGA (2006), as familias Apocynceae, Araucariaceae,

Bignoniaceae, Fabaceae, Lauraceae, Meliaceae e Moraceae destacam-se entre as



demais familias vegetais pela producdo de madeiras de excelente qualidade, com
boa trabalhabilidade, resisténcia e durabilidade. Na Regido Amazobnica, apesar da
diversidade de espécies madeireiras, apenas algumas séo utilizadas na construcéo
pesada, incluindo as conhecidas como abiurana (Eremoluma williami Aubrév &
Pellegr.), acapu (Vouacapoua americana Aubl.), acariquara (Minquartia guianensis
Aublet), cumaru (Dipteryx odorata (Aubl.) Willd, ipé (Tabebuia serratifolia (Vahl.)
G.N.Nichols) e magaranduba (Manilkara huberi (Ducke) A. Chev.) (NAHUZ, 2013).
Um dos fatores que tem contribuido para essa exploracdo concentrada € a
tradicdo ao longo dos anos devido ao excelente desempenho na construcdo pesada.
A escassez de estudos sobre os parametros tecnoldgicos da madeira de espécies
nao comercializadas, que possam atender de forma satisfatoria este segmento, com
custos menores também contribui para essa situacdo (CARDOSO et al., 2012).
Atualmente, buscam-se solucfes através de conhecimentos tecnoldgicos para a
exploracdo de diferentes espécies em madeiras certificadas com plano de manejo,
bem como tem sido proposta a domesticacdo de algumas espécies (GONZAGA,

2006).

2.2. Os residuos madeireiros

A geracdo de residuos de madeira pode ser proveniente do processamento
industrial ou do meio urbano. Entre os tipos de residuos urbanos estdo os obtidos na
construcéo civil (entulhos de construcdes), arborizacéo urbana (podas de arvores) e
descartes em geral (embalagens, moveis, etc). No meio industrial, os residuos séo

consequéncia direta do processamento da madeira solida ou do processamento dos



painéis reconstituidos, como compensados e aglomerados (MENDOZA et al., 2010;
TUOTO, 2009).

Essa imensa quantidade de residuos gerados, aliada ao desmatamento e ao
uso concentrado de algumas espécies sdo um dos grandes problemas encontrados
pelo setor madeireiro. Como ndo possuem aproveitamento adequado na maioria das
vezes, estes materiais sdo descartados em locais improprios, causando poluicdo ao
meio ambiente e o desperdicio de matéria-prima (TUOTO, 2009).

Com o conceito de sustentabilidade ganhando cada vez mais espa¢co ha
comunidade cientifica, varios projetos surgem como tentativa de amenizar o
desperdicio gerado pelo setor produtivo madeireiro. Um exemplo é projeto INCT-
Madeiras da Amazoénia, coordenado pelo Dr. Niro Higuchi, pesquisador do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), o qual é desenvolvido em parceria com
serrarias que trabalham com madeira certificada. Essas serrarias fornecem aos
pesquisadores residuos madeireiros que sao gerados durante o processamento da
madeira e estes sdo utilizados no estudo dos parametros tecnolégicos, tais como
densidade, textura, dureza e cor, além do uso como matéria-prima na producdo de
pequenos objetos (utensilios domésticos e de escritério, brinquedos, entre outros).

O nosso grupo de pesquisa, coordenado pela Dra. Maria da Paz Lima da
Coordenacédo de Tecnologia e Inovacdo (COTI) do INPA, realizou um estudo
qguimico com a serragem do cerne de pau-rainha (Brosimum rubescens Taubert,
Moraceae) oriunda da confeccdo de pequenos objetos de madeira (POM), como
proposta de aproveitamento de residuos descartados pelo setor madeireiro e
observou grande percentual de xantiletina (2,35%) nesse material (HAYASIDA et al.,

2008). Esta cumarina é reportada pelo potencial biolégico com atividades



antiplaquetaria (TENG et al., 1992), antimicrobinana (TATSIMO et al., 2015; JOSHI
et al, 2014; GODOQY et al., 2005) e herbicida (ANAYA et al., 2005), além de ser
empregada como intermediario na sintese de compostos biologicamente ativos,
incluindo os derivados sintéticos antitumorais, especialmente contra linhagens de
células leucémicas (L-1210) (MAGIATIS et al., 1998). Outros derivados da xantiletina
apresentam propriedades analgésicas, além de mostrarem-se ativos contra a
bactéria Helicobacter pylori, causadora de tlceras (KIM et al., 2001).

Considerando que muitas espécies madeireiras de alto valor comercial
apresentam pouco ou nenhum estudo sobre seus metabdlitos secundarios
(GRANATO et al., 2005), a proposta de reaproveitamento das serragens em busca
de metabdlitos secundarios € bastante promissora, pois estes podem apresentar

algum potencial quimico ou bioldgico.



2.3. Familia Bignoniaceae Juss.

A familia Bignoniaceae Juss., ordem Lamiales, possui 82 géneros e
aproximadamente 827 espécies entre arvores, arbustos e trepadeiras, distribuidas
principalmente nas regides tropicais e neotropicais da América, Asia e Africa (Figura
2.1). O Brasil é considerado o centro da diversidade da familia, com 33 géneros e
406 espécies encontradas desde o cerrado até as florestas umidas (LOHMANN,

2015; SOUZA e LORENZI, 2012; GENTRY, 1979).
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Figura 2.1. Ocorréncia mundial das espécies da familia Bignoniaceae

OLMSTEAD e colaboradores (2009) descrevem a classificacdo mais atual
para a familia Bignoniaceae, reconhecendo sua divisdo em oito grandes tribos:
Bignonieae, Catalpeae, Jacarandae, Oroxyleae, Tourretticae, Tecomeae, Clado
Paleotropical e Tabebuia aliance. A tribo Tecomeae € a segunda maior da familia,
com 20 géneros e 203 espécies, sendo representada no Brasil por 11 géneros (Lista
2.1), entre 0s quais Tabebuia e Jacaranda destacam-se por serem 0S maiores em

nameros de espécies (LOHMANN, 2015; LOHMANN e PIRANI, 1996).



Lista 2.1. Géneros da tribo Tecomeae encontrados no Brasil

Géneros

Cybistax Mart. ex Meisn.
Digomphia Benth.
Godmania Hemsl.
Jacaranda Juss.

Paratecoma Kuhlm.
Perianthomega Bureau ex Baill.
Sparattosperma Mart. ex Meisn.

Spirotecoma Baill. ex Dalla Torre & Harms
Tabebuia Gomes ex DC.
Tecoma Juss.
Zeyheria Matrt.

Muitos géneros da familia incluem espécies produtoras de flores, como o
género Tabebuia, com cores e formas diversas, sendo bastante utilizadas como
plantas ornamentais e na arborizacéo de ruas, pracas e avenidas, principalmente em
regibes temperadas e tropicais (GENTRY, 1992). Além disso, a madeira de varias
espécies € amplamente empregada como matéria-prima na carpintaria, marcenaria,
na construcéo civil e naval (LORENZI, 2008).

Estudos fitoquimicos com extratos de diferentes partes vegetativas de
espécies da familia relatam a presenca de terpenoides, quinonas (especialmente as
naftoquinonas), iridoides, flavonoides, lignanas e alcaloides como principais classes

de metabdlitos secundarios (CIPRIANI et al., 2012; CASTILLO e ROSSINI, 2010).



2.3.1. Género Tabebuia Gomes ex DC.

O género Tabebuia Gomes ex DC. é considerado o maior género da familia
Bignoniaceae, com cerca de 100 espécies, distribuidas do sudoeste dos Estados
Unidos até o nordeste da Argentina e Chile, incluindo desde espécies arbustivas a
arvores de grande porte (GROSE e OLMSTEAD, 2007; GENTRY, 1992). O Brasil
apresenta 12 espécies que ocorrem em todas as regides, habitando a Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (LOHMANN, 2015).

As espécies do género sao popularmente conhecidas como ipés e utilizadas
com frequéncia para fins ornamentais, pois apresentam flores vistosas e de
diferentes colorac¢des. Alguns paises, inclusive, nomearam espécies de Tabebuia
como flores ou arvores nacionais (GENTRY, 1992). A madeira dessas espécies €
pesada, dura e resistente, o que as confere interesse madeireiro e econdémico
(JANKOWSKY et al., 1990). Devido a resisténcia natural ao ataque de fungos
xil6fagos, a madeira dos ipés (Tabebuia sp.) é utilizada como torres de resfriamento
de agua de indastrias quimicas e petroquimicas brasileiras (BRAZOLIN e
TOMAZELLO-FILHO, 1999).

Algumas espécies sdo utilizadas na medicina popular no tratamento de
diversas enfermidades. As cascas do caule de Tabebuia impetiginosa [sin. T.
avellanedae], por exemplo, sdo empregadas no tratamento de artrites, inflamacao de
prostata, febres, Ulceras, diabetes e sifilis (ARAUJO et al., 2009; WARASHINA et al.,
2006). Ha relatos, também, do uso dessa parte vegetativa como diurético,
adstringente, antitumoral e antimicrobiano (PORTILLO et al., 2001; YAMASHITA et
al., 2009). Na medicina tradicional tailandesa, os extratos de T. rosea sao utilizados

por suas propriedades antimicrobianas (SICHAEM et al., 2012).



De acordo com o levantamento bibliografico realizado, os estudos
fitoquimicos efetuados em diversas espécies de Tabebuia relatam o isolamento e a
identificacdo de naftoquinonas, lignanas, flavonoides, triterpenos, esteroides, acidos
fendlicos, iridoides e aldeidos ciclopentenos.

As naftoquinonas identificadas sdo, em sua maioria, do tipo para-
naftoquinonas, apresentando anel furano (Quadro 2.1) e pirano (Quadro 2.2), sendo
encontradas também com esqueletos simples (Quadro 2.3). Entre as lignanas
identificadas no género observaram-se dois tipos principais, as com esqueleto do
tipo furofurano e as do tipo ariltetralina (Quadro 2.4).

A classe dos flavonoides € basicamente constituida por esqueleto do tipo 5-
hidroxi-flavonas, muitas vezes glicosilados (Quadro 2.5). No grupo dos terpenoides,
os triterpenos acido ursdlico e 3[,6B,21B-trihidroxiolean-12-eno foram identificados
nas cascas e galhos de algumas espécies de Tabebuia (Quadro 2.6), enquanto que
0s esteroides apresentam ampla distribuicdo nas partes vegetativas (Quadro 2.7) e
os iridoides encontram-se presentes principalmente nas cascas (Quadro 2.8).

Os é&cidos fendlicos identificados sdo derivados do &cido benzdico e do acido
cindmico e estdo ilustrados no Quadro 2.9. Os aldeidos ciclopentenos foram

relatados em raizes e cascas de trés espécies do género (Quadro 2.10).
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Quadro 2.1. p-furanonaftoquinonas do género Tabebuia

R1 ? Ri |O
B |
R e R o
Rs O 0

. Substituinte .
Substancia Ocorréncia
Ri R, Rz R4

2-(1-metiletenil)-5-hidroxinafto

_ L OH H H =CH, T.rosea(R)’
[2,3-b]furano-4,9-diona

2-acetil-nafto[2,3-b]furano-4,9- . T. ochracea ssp. neochrysanta (C)°,
diona ' T. ochracea (M)°, T. palmeri (G)*

2-acetil-8-hidroxi-7-metoxinafto

] I: H OMe OH =0 T. ochracea ssp. neochrysanta (C)6
[2,3-b]furano-4,9-diona

2-(1-hidroxietil)-5-hidroxinafto _ T. chrysotricha (M)®, T. impetiginosa
[2,3-b]furano-4,9-diona : (C)%, T.incana (C)* (M)",T. rosea (R)?

2-(1-hidroxietil)-8-hidroxinafto

_ Il H H OH OH T.incana(C)*
[2,3-b]furano-4,9-diona

2-(1-hidroxietil)-5,8-dihidroxinafto

) I: OH H OH OH T. ochracea ssp. neochrysanta (C)6
[2,3-b]furano-4,9-diona

2-(1-hidroxietil)nafto[2,3-b]furano 9
I H H H OH T. ochracea (M)

4.9-diona
5-hidroxidesidro-iso-a-lapachona I: OH - - T. rosea (R)2
o T.incana (M)’, T. heptaphylla (M)°,
desidro-iso-a-lapachona I H - - 10
T. rosea (Ce)
avicequinona A N: OH - — - T. heptaphylla (M)°
estenocarpona B nm: H - - T. heptaphylla (M)5

1-SAKHUJA et al.,, 2014; 2-SICHAEM et al., 2012; 3-ARAUJO et al., 2009; 4-MORAIS et al., 2007; 5-SCHMEDA-
HIRSCHMANN et al., 2003; 6-DIAZ et al., 1996; 7-OLIVEIRA et al., 1993; 8-GRAZZIOTIN et al., 1992; 9-ZANI et al., 1991; 10-
JOSHI et al., 1973

(C) — CASCA; (Ce) — CERNE; (G) — GALHOS; (M) — MADEIRA; (R) — RAIZES



Quadro 2.2. Piranonaftoquinonas do género Tabebuia

0] @) 0) | @)
R
X
) @] )

I Il 1l A%

Substituinte

Substéncia R Ocorréncia

T. avellanedae (Ce)'®, T. chrysantha (Ce)’,
a-lapachona I: H s 3

T. guayacan (Ce)”, T. heptaphylla (M)
rhinacantina A l: OH T. heptaphylla (M)*

T. avellanedae (Ce)®, T. chrysantha (Ce)’,
desidro-a-lapachona I ---- T. chrysotricha (M)*, T. guayacan (Ce)’,

T. heptaphylla (M)®, T. rosea (Ce)°
desidro-B-lapachona "; ---- T. avellanedae (Ce)8

T. avellanedae (Ce)"?, T. chrysantha (Ce)’,
B-lapachona IV: H 5

T. guayacan (Ce)
estenocarpoquinona A IV: OH T. heptaphylla (M)3

1-WANG et al., 2011; 2-PARK et al., 2006; 3-SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2003; 4-GRAZZIOTIN et al., 1992; 5-MANNERS et al.,
1976; 6-JOSHI et al., 1973; 7-BURNETT et al., 1968; 8-BURNETT et al., 1967

(Ce) — CERNE; (M) — MADEIRA



Quadro 2.3. Naftoquinonas com esqueletos simples do género Tabebuia

Substancia Ocorréncia

I: 2,3-di(3,3-dimetilalil)-1,4-naftoquinona  T. guayacan (Ce)’

T. avellanedae (Ce)®, T. chrysotricha (M)®,
1 lapachol T. heptaphylla (M), T. impetiginosa (C)*,
T. ochracea (M)®, T. palmeri (G)*, T. rosea (R)?

1-SAKHUJA et al., 2014; 2-SICHAEM et al., 2012; 3-SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2003; 4-PARK et al., 2006;
5-GRAZZIOTIN et al., 1992; 6-ZANI et al., 1991; 7-MANNERS et al.,1976; 8-BURNETT et al., 1967

(C) — CASCAS; (Ce) — CERNE; (G) — GALHOS; (M) — MADEIRA



Quadro 2.4. Lignanas do género Tabebuia

OGli

Substancia Ocorréncia

I: sesamina 5-O-Gli T. argentea (F)l

T.incana (M)*, T. rosea (R)?

II: paulownina
I1l: secoisolariciresinol T. heptaphylla (M)3
IV: cicloolivil T. heptaphylla (M)*, T. incana (M)*, T. ochracea (M)°

1-ABREU et al., 2014; 2-SICHAEM et al., 2012; 3-SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2003; 4-OLIVEIRA et al., 1993; 5-ZANI et

al., 1991

(F) — FOLHAS; (M) — MADEIRA; (R) — RAIZES



Quadro 2.5. Flavonas do género Tabebuia

OH
R;0 O
| A
R, | R3
OH O
. Substituinte A
Substéncia Ocorréncia
Ri R R3 R4
apigenina H H H H  T.pameri (G)?
astragalina H H OGili H T. argentea (F)*
6-hidroxiluteolina H OH H OH T.caraiba (F)*
isoquercetina H H OGili OH T.argentea (F)*
luteolina-7-O-glicosideo Gli OH H OH T.caraiba (F)*
_ . T. argentea (F)* (FI)*,
rutina H H a-Ram(1—6)B-Gli OH ) 4
T. caraiba (F)

1-ABREU et al., 2014; 2-SAKHUJA et al., 2014; 3-VINOD et al., 2011; 4-BLATT et al., 1996

(F) — FOLHAS; (Fl) - FLORES; (G) — GALHOS

Quadro 2.6. Triterpenos do género Tabebuia

Substéncia Ocorréncia
I: &cido ursélico T. palmeri (G)*
II: 36,6B,21[-trihidroxiolean-12-eno T. heptaphylla (C)2

1-SAKHUJA et al., 2014; 2-GARCEZ et al., 2007

(C) — CASCAS; (G) — GALHOS



Quadro 2.7. Esteroides do género Tabebuia

N
Z
HO RO O
I 1 11
Substéancia SubsU;umte Ocorréncia
P ———
estigmasterol l:--- T. impetiginosa (C)3, T. palmeri (G, FI)1
_ T. heptaphylla (C)?, T. impetiginosa (C)*,

B-sitosterol I: H 4 s

T. ochracea (M), T. rosea (Ce)
B-sitosterol-B-D-glicosideo I1: Gli T. palmeri (G)*
sitostenona n: --- T. heptaphylla (C)? T. rosea (Ce)®

1-SAKHUJA et al., 2014; 2-GARCEZ et al., 2007; 3-KOYAMA et al., 2000; 4-ZANI et al., 1991; 5-JOSHI et al., 1973

(C) — CASCAS; (Ce) — CERNE; (FI) — FLORES; (G) — GALHOS: (M) — MADEIRA



Quadro 2.8. Iridoides do género Tabebuia

@) O
R, | R, |
X
R1 R1
O
HO i HO' & H
OGli OGli
I I
Substéncia Substituinte Ocorréncia
R, R>
6-O-(p-hidroxibenzoil)-epiaucubina o e T. impetiginosa (C)*, T. palmeri (G)*
6-0-(0-hidroxiberzail-aiucl - on y T. avellanedae (C)*,T. heptaphylla(C)®
-O-(p-hidroxibenzoil)-ajugo : T. impetiginosa (C)3
6-O-(p-metoxibenzoil)-ajugol I: OMe H T. avellanedae (C)*,T. heptaphylla(C)?
6-0-(3”,4”-dimetoxibenzoil)-ajugol I OMe OMe T. avellanedae (C)*,T. heptaphylla(C)?
8a-metil-8B-hidroxi-68-(4’-hidroxi)
benzoiloxi-1a,3a-dimetoxi-octaidro- Ill: OH H T. avellanedae (C)*,T. heptaphylla(C)?

ciclopentan|c]pirano

8a-metil-83-hidroxi-66-(4’-hidroxi)
benzoiloxi-1a,3B-dimetoxi-octaidro- Ill: OH H T. avellanedae (C)*
ciclopentan|c]pirano

8a-metil-8B-hidroxi-63-(3'4’-dimetoxi)
benzoiloxi-1a,3a-dimetoxi-octaidro- Ill: OMe OMe T. heptaphylla (C)*
ciclopentan|c]pirano

1-SAKHUJA et al., 2014; 2-GARCEZ et al., 2007; 3-WARASHINA et al., 2006; 4-AWALE et al., 2005

(C) — CASCAS; (G) — GALHOS



Quadro 2.9. Acidos fendlicos do género Tabebuia

|
N OH
R1 HO
I
I
Substéancia Substituinte Ocorréncia
Ry R Rs
_ S . T. avellanedae (C)*, T. heptaphylla (C)*

acido 4-hidroxibenzéico (W OH OH ) .

T. palmeri (G, Fl)
acido 3,4-dihidroxibenzéico I OH OH OH T. palmeri (G, FI)*
o _ - T. avellanedae (C)*, T. heptaphylla (C)*
acido 4-metoxibenzdico I H OMe OH )

T. rosea (R)
o _ _ . T. avellanedae (C)*, T. heptaphylla (C)*
acido 3,4-dimetoxibenzoico : OMe OMe OH ) . )

T. palmeri (G, FI)°, T. rosea (R)
benzoato de 3,4-dimetoximetila I: OMe OMe OMe T. palmeri (G, FI)*
acido 4-hidroxicinamico [ T. rosea (R)?

1-SAKHUJA et al., 2014; 2-SICHAEM et al., 2012; 3-GARCEZ et al., 2007; 4- AWALE et al., 2005

(C) — CASCAS; (Fl) — FLORES; (G) — GALHOS; (R) — RAIZES



Quadro 2.10. Aldeidos ciclopentenos do género Tabebuia

O 0
R, |
AN
Q CHO O CHO
R f
r N ! HO o /
I I
H3C CHO HsC CHO
MeO
OH  cHo
0 A
(0]
" / \
0
Substéancia Substituinte Ocorréncia
R R,
tabebuialdeido A I OH OMe T. rosea (R)*
2-f(?rmll-5-(4 -metOX|benzo,|IOX|)-3-met|I- I OH H T. impetiginosa (C)°, T. rosea (R)’
2-ciclopenteno-1-acetaldeido
2-formil-5-(3’,4’-dimetoxibenzoiloxi)- L OMe  OMe T. heptaphylla (C)?, T. impetiginosa (C)*
3-metil-2-ciclopenteno-1-acetaldeido ' T. rosea (R)*
tabebuialdeido B | F— T. rosea (R)*
tabebuialdeido C [ Fp— T. rosea (R)*

1-SICHAEM et al., 2012; 2-GARCEZ et al., 2007; 3-KOYAMA et al., 2000

Legenda: (C) — CASCAS; (R) — RAIZES




2.3.2. Espécie Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson

A espécie Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson encontra-se distribuida em
paises da América do Sul, incluindo o Brasil, Bolivia, Caribe, Colémbia, Equador,
Peru e Venezuela (TROPICOS, 2016). No Brasil, estende-se da Amazbnia ao
Nordeste até Sao Paulo, sendo comum em florestas pluviais densas, florestas
secundarias e campinas. E popularmente conhecida como ipé, ipé-amarelo, ipé-do-
cerrado, ipé-ovo-de-macuco, ipé-pardo, ipé-tabaco, pau-d’arco, pau-d’arco-amarelo,
pau-d’arco-da-flor-amarela, pilva-amarela e tamura-tuira (FERREIRA et al., 2004) e

apresenta 20 sinonimias botanicas (Lista 2.2) (TROPICOS, 2016).

Lista 2.2. Sinonimias botanicas da espécie Tabebuia serratifolia

Bignonia araliacea Cham.

Bignonia conspicua Rich. ex DC.
Bignonia flavescens Velloso
Bignonia serratifolia Vahl
Gelseminum araliaceum (Cham.) Kuntze
Gelseminum speciosum (A. DC.) Kuntze
Handroanthus araliaceus (Cham.) Mattos
Handroanthus atractocarpus (Bureau & K. Schum.) Mattos
Handroanthus flavescens (Velloso) Mattos
Tabebuia araliacea (Cham.) Morong & Britton
Tabebuia monticola Pittier
Tecoma araliacea (Cham.) A. DC.
Tecoma atractocarpa Bureau & K. Schum.
Tecoma conspicua A. DC.

Tecoma flavescens (Velloso) Mart. ex A. DC.
Tecoma nigricans Klotzsch
Tecoma patrisiana DC.

Tecoma serratifolia (Vahl) G. Don
Tecoma speciosa A. DC.

Vitex moronensis Moldenke
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http://www.tropicos.org/Name/3701814
http://www.tropicos.org/Name/3701816
http://www.tropicos.org/Name/3701813
http://www.tropicos.org/Name/3701054
http://www.tropicos.org/Name/3701826
http://www.tropicos.org/Name/3701827
http://www.tropicos.org/Name/3701945
http://www.tropicos.org/Name/3701947
http://www.tropicos.org/Name/3701946
http://www.tropicos.org/Name/3701821
http://www.tropicos.org/Name/3701822
http://www.tropicos.org/Name/3700425
http://www.tropicos.org/Name/3700427
http://www.tropicos.org/Name/3701815
http://www.tropicos.org/Name/3701817
http://www.tropicos.org/Name/3701820
http://www.tropicos.org/Name/3701818
http://www.tropicos.org/Name/3700454
http://www.tropicos.org/Name/3701819
http://www.tropicos.org/Name/33703261

O pau-d’arco-da-flor-amarela € uma arvore de médio porte (Figura 2.2), com
diametro maior que 60 cm, apresenta casca lisa de cor parda acinzentada (1,0 cm
de espessura) e € utilizado em paisagismo e na arborizacdo urbana devido as suas
flores amarelas (SOBRAL FILHO et al., 1991), as quais sdo consideradas a flor
nacional do Brasil (GENTRY, 1992). Apresenta madeira muito pesada e dura, sendo
moderadamente dificil de serrar e aplainar, com alta resisténcia a fungos xil6fagos e
ao apodrecimento. O cerne tem coloracdo castanha com veios escuros e reflexos
esverdeados, ja o alburno é amarelo-rosado. Seus principais usos ocorrem na
construcdo pesada, na fabricacdo de assoalhos e mdveis especiais, além do uso

como postes e pilares (FERREIRA et al., 2004; SOBRAL FILHO et al., 1991).

Figura 2.2. Espécime de Tabebuia serratifolia localizado no Campus | do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA
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Na medicina popular, a espécie T. serratifolia € empregada no tratamento de
bronquite, gripe, febre, diabetes, calculos biliares, reumatismo e leishmaniose. Um
estudo conduzido GONZALEZ-COLOMA e colaboradores (2012) confirmou o
potencial leishmanicida e tripanocida do extrato cloroformico das cascas contra 0s
parasitas Leishmania infantum e Tripanossoma cruzi. Este mesmo trabalho
descreve, ainda, o isolamento e a identificacdo das naftoquinonas 2-(1-
hidroxietil)nafto[2,3-b]furano-4,9-diona (I) e 2-acetil-nafto[2,3-b]furano-4,9-diona (Il) a
partir do extrato etandlico dessa parte vegetativa.

O estudo fitoquimico do extrato etandlico do lenho de um espécime coletado
no Ceard foi descrito por OLIVEIRA e colaboradores (1999), onde relatou-se o
isolamento e a identificacdo da desidro-a-lapachona (lll), lapachol (IV), além do

acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzéico (V) (Quadro 2.11).

Quadro 2.11. Metabdlitos secundarios identificados em Tabebuia serratifolia

I I
B 988
| 0] R | o)
0 0
IR = OH i
IR=0
. Oy OH
O )
| N OMe
0 OH
W, Y,

22



2.4. Familia Fabaceae Lindl.

A familia Fabaceae (Leguminosae), ordem Fabales, esta distribuida nas
regides tropicais e subtropicais do globo (Figura 2.3) (TROPICOS, 2016). Sao
plantas de portes variados (arvores, arbustos, subarbustos, ervas e trepadeiras), que
podem ser encontradas nos mais diversos ambientes (ORLANDO, 2005; SANTOS,
2008). Compreende cerca de 750 géneros e 19.350 espécies, considerada, assim, a
terceira maior familia entre as angiospermas (APG, 2015). No Brasil séo
encontrados 200 géneros distribuidos em 2700 espécies (SANTOS e LORENZI,

2012).

1-9

10-99
W 100-999
M 1000 -9999
M 10000-993999
W 100000 +

Figura 2.3. Ocorréncia mundial das espécies da familia Fabaceae

Esta subdividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (Faboideae). A subfamilia Caesalpinioideae engloba cerca de 160
géneros e 3000 espécies; Mimosoideae apresenta 77 géneros e aproximadamente
3.000 espécies, em sua maioria pertencente aos géneros Acacia, Inga e Mimosa. A
subfamilia Papilionoideae compreende 14000 espécies distribuidas por 476 géneros,

incluindo o género Dipteryx (DOYLE e LUCKOW, 2003).
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O potencial econémico da familia € bastante elevado, incluindo espécies
medicinais, madeireiras, ornamentais e alimenticias como Glycine max (soja),
Phaseolus vulgaris (feijao) e Arachis hypogea (amendoim) (WOJCIECHOWSKI et
al., 2004).

As espécies de Fabaceae apresentam um grande volume de estudos
quimicos e bioldgicos principalmente em folhas, galhos, sementes e frutos, de onde
foram isolados e identificados flavonoides, alcaloides, lignanas, saponinas e

terpenoides.

2.4.1. Género Acacia Willd.

O género Acacia Willd. € um dos maiores nas Angiospermas, apresentando
mais de 1300 espécies, incluindo arvores, arbustos e trepadeiras lenhosas. Espécies
deste género sdo encontradas em regides tropicais e subtropicais do globo,
principalmente no hemisfério sul, sendo que a maioria das espécies produtoras de
madeira é encontrada na Papua Nova Guiné (TROPICOS, 2016; LEWIS, 2005).

As espécies deste género apresentam rapido crescimento e podem ser
utilizadas como arvores ornamentais, na marcenaria, na obtencdo de carvdo, como
cercas vivas e na fixacdo de dunas (CORREA, 1984). Ha relatos, também, do uso na
recuperacdo de areas degradadas, pois oferecem protecdo ao solo e sdo capazes
de decompor a matéria organica, elevando, assim, a capacidade de fixarem o
nitrogénio (FONSECA, 2005). No Brasil, A. mearnsii e A. mangium sao cultivadas
para a extracdo de taninos, 0s quais sédo obtidos a partir das cascas e empregados
nas industrias de curtume. Ja4 a madeira é utilizada na industria de celulose, energia

e painéis de madeira industrializada (PATERLINI, 2011).
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Na medicina popular, algumas espécies do género Acacia sdo empregadas
para o tratamento de véarias enfermidades. A espécie A. nilotica é utilizada no
combate a doencas do trato respiratorio, diarreias e hemorroidas e apresenta
propriedades tonicas, adstringentes e estimulantes (NABI et al., 1992). Na Somalia,
utiliza-se a resina de A. tortilis contra a asma (HAGOS e SAMUELSSON, 1988). As
sementes de A. concinna sdo empregadas no tratamento de doencas da pele
(SEKINE et al., 1997).

Estudos fitoquimicos com espécies de Acacia relatam o isolamento e
identificacdo de flavonoides, terpenoides e alcaloides como principais metabdlitos
secundarios. Os flavonoides de Acacia se dividem em cinco tipos de esqueletos
principais: as flavanas (Quadro 2.12), flavonas e flavondis (Quadro 2.13), flavanonas
(Quadro 2.14) e chalconas (Quadro 2.15).

A classe dos triterpenos é constituida, em sua maioria, por estruturas com
esqueletos do tipo lupano, encontradas principalmente nas cascas e folhas (Quadro
2.16), além de outros tipos de esqueleto, como oleanano e taraxerano (Quadro
2.17). Os diterpenos encontrados apresentam esqueletos do tipo cassano (Quadro
2.18), labdano (Quadro 2.19) e pimarano (Quadro 2.20).

Os esteroides de Acacia estdo distribuidos nas folhas, flores, madeira e
sementes (Quadro 2.21). Os &cidos aromaticos encontrados no género estdo
ilustrados no Quadro 2.22 juntamente com outros compostos aromaticos,
distribuindo-se em varias partes vegetativas. Os alcaloides identificados séo do tipo

inddlico e feniletilamina (Quadro 2.23).
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Quadro 2.12. Flavanas do género Acacia

Substancia Substituinte Ocorréncia
Ri R R Rs Rs Rs R,

2,3-cis-3,4-cis-4’-metoxi-3,3’ 4
) ) BOH pOH H OH OH OMe H A. confusa (Ce)
4,7,8-pentahidroxiflavana

2,3-cis-3,7,8,3 ,4"-

3
pentahidroxiflavana . catechu (C)

BOH H H OH OH OH H

>

auriculosideo H H H H OH OMe OGli . auriculiformis (F)®
_ . baileyana (Ce)’,
catequina (2,3-trans) BOH H OH H OH OH H 5
. pennatula (F)
epicatequina (2,3-cis) BOH H OH H H OH OH . karroo (F)2

epigalocatequina (2,3-cis) BOH H OH H OH OH OH . karroo (F)2

fisetinidol (2,3-trans) BOH H H H OH OH H . catechu (C)*

isomelacacidina . confusa (R)",

) oOH BOH H OH OH OH H
(2,3-cis-3,4-trans)

> |22 > >| >

. melanoxylon (Ce)®

4-metoxi-melacacidina

. . . confusa (R)*
(2,3-cis-3,4-cis)

oOH aOMe H OH OH OH H

>

melacacidina A. confusa (Ce)* (R)",
_ _ GOH aOH H OH OH OH H .
(2,3-cis-3,4-cis) A. melanoxylon (Ce)

molisacacidina ) ;
BOH aOH H H OH OH H A. baileyana (Ce)
(2,3-trans-3,4-trans)

1-LIN et al., 2013; 2-NYILA et al., 2012; 3-LI et al., 2011a; 4-TUNG et al., 2010; 5-RIOS, 2005; 6-FOO, 1986; 7-FOO, 1984; 8-
SAHAI et al., 1980

(C) — CASCAS; (Ce) — CERNE; (F) - FOLHAS; (R) — RAIZES



Quadro 2.13. Flavonas e flavonois do género Acacia

Substituinte

Substancia Ocorréncia
Ri Rz Rs Ry Rs Re

3,7,8,3’,4’-pentahidroxiflavona OH H OH OH OH OH A.confusa (Ce)9
3.7,8,3 -tetrahidroxi-4'-metoxi OH H OH OH OH OMe A confusa (Ce)®°
flavona
3,4’ ,5-trihidroxi-7-metoxiflavona H OH OMe H OH OH A. farnesiana (R)’
5,4’-dihidroxi-7-metoxiflavona H OH OMe H H OH A. farnesiana (R)7
7,4’-dihidroxiflavona H H OH H H OH A. farnesiana (R)7
7,8,3' 4"tetrahidroxi-3-metoxi OMe H OH OH OH OH A nigrescens (Ce)™
flavona
7,8,4"trihidroxi-3,3™dimetoxi OMe H OH OH OMe OH A nigrescens (Ce)"
flavona
7,3’ 4’-trihidroxi-3-metoxiflavona OMe H OH H OH OH A. confusa (Ce)6
7,3 ,4’-trihidroxiflavona H H OH H OH OH A. confusa (Ce)6
7,8,3’,4’-tetrahidroxiflavona H H OH OH OH OH A. confusa (Ce)6
7,8,3-trihidroxi-3,4'™-dimetoxi OMe H OH OH OH OMe A. confusa(Ce)®
flavona

. A. farnesiana (R)’,
apigenina H OH OH H H OH A cochliacantha (F, FI)®
diosmetina H OH OH H OH OMe A. farnesiana (R)’ (S)"
farnisina H H OH H OH OMe A. farnesiana (S)"
melanoxetina OH H OH OH OH OH A confusa(Ce)*® (R)"
transilitina OMe H OH OH OH OH A. confusa(Ce)*®® (R)*

1-LIN et al., 2013; 2-GHOUILA et al., 2012; 3-TRAN et al., 2012; 4-ANDRADE et al., 2010; 5-TUNG et al., 2010; 6-TUNG e
CHANG, 2010; 7-LIN et al., 2009; 8-MANRIQUEZ-TORRES et al., 2007; 9-WU et al., 2005; 10-SAHU et al., 1998; 11-MALAN,

1993; 12-IMPERATO, 1982

(Ce) — CERNE; (F) — FOLHAS; (FI) — FLORES: (R) — RAIZES; (S) — SEMENTES



Quadro 2.14. Flavanonas do género Acacia

. Substituinte N
Substancia Ocorréncia
Rl R2 R3 R4 RS RG

2,3-cis-3,7,8,3,4’-pentahidroxi-

1
dihidroflavona aOH H H OH OH OH A confusa(R)

2,3-trans-3,7,8,3’,4’-pentahidroxi-

4 1
dihidroflavona BOH H H OH OH OH A confusa(Ce)" (R)

5,7-dihidroxi-2,3-dihidroflavonol- OCOMe OH H H H H A paradoxa (H, S)2

3-acetato

5,7-dihidroxi-6-metoxi-2,3- 2
dihidroflavonol-3-acetato OCOMe OH OMe H H H A. paradoxa (H, S)
7,8,3",4'-tetrahidroxiflavanona H H H OH OH OH A. confusa(Ce)*
naringenina H OH H H H OH A. podalyriifolia (FI)®
5-B-D-glicosil-naringenina H oGli H H H OH A. podalyriifolia (FI)3

1-LIN et al., 2013; 2-TRAN et al., 2012; 3-ANDRADE et al., 2010; 4-WU et al., 2005

(Ce) — CERNE; (FI) - FLORES; (H) — HASTES; (R) — RAIZES; (S) — SEMENTES



Quadro 2.15. Chalconas do género Acacia

. Substituinte .
Substancia Ocorréncia
R, R, Rs Ry Rs R

2',3’,4'-trimetoxichalcona OMe OMe OMe H H H A paradoxa (H, S)*
2’-hidroxi-3’,4’-dimetoxichalcona OH OMe OMe H H H A. paradoxa (H, S)*
2’ 4’-dihidroxi-3’-metoxichalcona OH OMe OH H H H A. paradoxa (H, S)°

4.4’ 6’-trihidroxi-3-metoxichalcona

I 7
2-0-B-D-glicosideo OGIi H OH OH OMe OH A dealbata (Fl)

isosalipurposideo oGli H OH OH H OH A cyanophylla(FI)2

okanina H H OH OH OH OH A confusa(Ce)***(R)"

1-LIN et al., 2013; 2-GHOUILA et al., 2012; 3-TRAN et al., 2012; 4-TUNG et al., 2010; 5-TUNG e CHANG, 2010; 6-WU et al.,
2005; 7-IMPERATO, 1982

(Ce) — CERNE; (FI) — FLORES: (H) — HASTES: (R) — RAIZES: (S) — SEMENTES



Quadro 2.16. Triterpenos com esqueleto do tipo lupano do género Acacia

Substituinte

Substéncia R, R, R, Ocorréncia
(20R)-28-hidroxilupen-30-al-3-ona I: CHO Me CH,OH A. mellifera (CH)*’
(20S)-3-oxolupano-30-al I: CHO Me Me A. mellifera (CH)>’
(20R)-3-oxolupano-30-al I: CHO Me Me A. mellifera (CH)7
28-hidroxilup-20-(29)-en-3-ona I: Me =CH, CH,OH A. mellifera (CH)4 (C)9
30-hidroxilup-20-(29)-en-3-ona l: CH,OH =CH, Me A. mellifera (CH)*’
28-hidroxi-3-oxolup-20-(29)-en-30-al I: CHO =CH, CH,OH A. mellifera (C)9
3-oxolup-20-(29)-en-30-al I: CHO =CH, Me A. mellifera (C)°
30-hidroxilup-20-(29)-en-3p-ol Il: CH,OH =CH, Me A. mellifera (CH)*’
3B-hidroxilup-20-(29)-en-30-al I CHO =CH, Me A. mellifera (C)9
acido betulinico I: Me =CH, COOH A farn(-asiana (R):' 5
A. mellifera (CH)” (C)
acido betuldnico . Me =CH, COOH A.mellifera (C)°
betulina I Me =CH, CH,OH A.mellifera (CH)*(C)°
lupenona I Me =CH, Me A. cochliacantha (F, FI)G,




Cont. Quadro 2.16. Triterpenos com esqueleto do tipo lupano do género Acacia

A. dealbata (F)™, A. mangium (F)*

A. mellifera (CH)* (C)°,
A. nilética (F)*, A. pennatula (F)®

A. dealbata (F)'°, A. farnesiana (R)?,
lupeol I Me =CH, Me A. mangium (F)* A. mellifera (CH)*
(C)°, A. pennatula (F)®

(20S)-3B-hidroxilupano-30-al I: Me CHO Me A. mellifera (CH)’

3-coumaroilbetulina " ---- A. mellifera (CH)*

1-AHMADU et al., 2010; 2-LUZ et al., 2010; 3-LIN et al., 2009; 4-MUTAI et al., 2010; 5-MUTAI et al., 2009; 6-MANRIQUEZ-
TORRES et al., 2007; 7-MUTAI et al., 2007; 8-RIOS, 2005; 9-MUTAI et al., 2004; 10-PEREIRA et al., 1996

(C) — CASCAS; (CH) — CASCAS DAS HASTES; (F) — FOLHAS; (FI) — FLORES; (R) — RAIZES
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Quadro 2.17. Triterpenos do tipo oleanano e taraxerano do género Acacia

Substituinte

Substéancia Ocorréncia
Ry R, Rs
acacidiol ] Ep— A. concinna (V)*’
acacigenina B 7 _ o6
I OH COOH N o A. concinna (V)™
0
_ _ A. auriculiformis (Fr)® (S)*,
acido acéacico I: OH COOH H ] 5 o )
A. concinna (V)’, A. tenuifolia (H)
acido 16-O-metil-acacico I: OMe COOH H A. auriculiformis (Fr)*
sapogenina B " ---- A. concinna (V)°

taraxerona Vi ---- A. cochliacantha (F, FI)*

1-MANRIQUEZ-TORRES et al., 2007; 2-SEO et al, 2002; 3-MAHATO et al, 1992; 4-MAHATO et al., 1989; 5-ANJANEYULU et
al., 1979a; 6-ANJANEYULU et al., 1979b; 7-ANJANEYULU et al., 1979¢c

(F) — FOLHAS; (FI) — FLORES; (Fr) — FRUTOS; (H) — HASTES; (S) - SEMENTES; (V) — VAGENS



Quadro 2.18. Diterpenos com esqueletos do tipo cassano do género Acacia

Substancia

(5S,7R,8R,9R,10S)-(-)-7,8-seco0-7,8-
oxacassa-13,15-dieno-7,17-diol

Substituinte

Ocorréncia

A. schaffneri (PA)*

(5S,7R,8R,9R,10S)-(-)-7,8-seco-7,8-
oxacassa-13,15-dieno-7-ol-17-al

A. jaquemontii (R)*, A. schaffneri (PA)*

(5S,7R,8R,9R,10S)-(-)-7,8-seco-7,8-
oxacassa-13,15-dieno-7-ol

A. jaquemontii (R)*, A. schaffneri (PA)*

(5S,7S,8R,9R,10S)-(-)-7,17-diacetiloxi-
7,8-seco-7,8-oxacassa-13,15-dieno

A. schaffneri (PA)*

acido (5S,8R,9R,10S)-(-)-8-hidroxi-7,8-
seco-cassa-13,15-dieno-7-6ico

A. schaffneri (PA)*

farnesirana A

A. farnesiana (R)?

farnesirana B

A. farnesiana (R)

1-MANRIQUEZ-TORRES et al., 2011; 2-LIN et al., 2009; 3-JOSHI et al., 1979

(PA) — PARTES AEREAS; (R) — RAIZES



Quadro 2.19. Diterpenos com esqueletos do tipo labdano do género Acacia

19 18 |

Substituinte

Substancia R, R, Ocorréncia
(13E)-labd-13-en-33,8a,15-triol I OH CH,OH A. sp (F)*
acido (13E)-3pB,8a-dihidroxilabd-13-en-15-4ico I OH COOH A. sp (F)*
(13E)-labd-13-eno-8a,15-diol I H CH,OH A. sp (F)*
(13S)-esclareol II: ---- A. sp (F)*
13-epi-esclareol Il ---- A.sp (F)

1-FORSTER et al., 1985

(F) — FOLHAS

Quadro 2.20. Diterpenos com esqueletos do tipo pimarano do género Acacia

OH

Substituinte

Substéancia R, R, Ocorréncia
acasiana A l: CH,OH H A. farnesiana (R)*
acasiana B I Me OH A. farnesiana (R)*
leucophleol : H CH,OH A. leucophloea (R)®
leucophleoxol " ---- A. leucophloea (R)?

1-LIN et al., 2009; 2-BANSAL et al., 1979

(R) — RAIZES



Quadro 2.21. Esteroides do género Acacia

RO 1l RO

Substituinte

Substéncia R Ocorréncia
campesterol I: A. longifolia (M)3

A. auriculiformis (PA)°, A. dealbata (M)?,
espinasterol T E— A. longifolia (M)3, A. melanoxylon (M)3,

A. retinodes (M)°
estigmasterol n:  H A. cochliacantha (F, FI)?, A. longifolia (M)®
estigmasterol-3-O-B-glucopiranosideo  Ill:  OGli A. cochliacantha (F, FI)2

. 2 1

B-sitosterol V. H A. cochllaf:anthg (F, F)%, A. karrocl(F) ,

A. longifolia (M)”, A. pennatula (F)
B-sitosterol-3-O-B-glucopiranosideo IV:  OGli A. cochliacantha (F, FI)?, A. farnesiana (S)°

1-NYILA et al., 2012; 2—MANR]QUEZ—TORRES et al., 2007; 3-FREIRE et al., 2005; 4-RIOS, 2005; 5-SAHU et al., 1998; 6-SAHAI
etal., 1980

(F) — FOLHAS; (Fl) - FLORES; (M) — MADEIRA,; (S) — SEMENTES



Quadro 2.22. Outros compostos aromaticos do género Acacia

OH
HO R;
HO 0 0
| =
HO O OH H

Substituinte

Substéancia Ocorréncia
R, R» R3 R4 Rs
acido 3,4-dihidroxibenzoico I: OH H OH OH H A. confusa (R)" (Ce)’
acido 3-hidroxi-4-metoxibenzéico I: OH H OH OMe H A confusa(Ce)’
acido gélico I: OH H OH OH OH A. cochliacantha (F, Fl)°
acido salicilico I: OH OH H H H A. cochliacantha (F, FI)°
acido 5-hidroxi-2-[2-(4-hydroxi 0 oH ,
) ) _ . |: OH OMe H OH A. catechu (F)
fenil)acetil]-3-metoxibenzodico
atranorina n: --- == == A. mellifera (CH)°
benzoato de 3,4-dihidroxietila I: OEt H OH OH H A. confusa (Ce)7
. 6
benzoato de 3,4,5-trihidroximetila I: OMe H OH OH OH A cochl@cantha 2(F’ F)
A. farnesiana (C)
benzoato de 3,4-dihidroximetila I: OMe H OH OH H A. confusa (Ce)7

(3R,4R)-3-(3,4-dihidrofenil)-4-

II: HO_; =0 i 3
hidroxiciclohexanona A. catechu (F)

(4R)-5-(1-(3,4-dihidrofenil)-3- 0= ° ,
oxobutil)-dihidrofuran-2(3H)-ona  II: w--=- == = A catechu (F)
N

]

1-LIN et al., 2013; 2-SANCHEZ et al., 2013; 3-LI et al., 2011a; 4-LI et al., 2011b; 5-MUTAI et al., 2009; 6-MANRIQUEZ-TORRES
et al., 2007; 7-WU et al., 2005

(Ce) — CERNE; (CH) — CASCAS DA HASTE; (F) — FOLHAS; (Fl) - FLORES; (R) — RAIZES



Quadro 2.23. Alcaloides do género Acacia

R1
N N
| \Rl | Re
N HO "
) ) H
H
"
A Substituinte a
Substéancia Ocorréncia
R R,
N-clorometil-N,N-dimetiltriptamina I: CH,CI A. confusa (F)l
N-6xido-N,N-dimetiltriptamina I O A. confusa (F)*
. _ A. confusa (F)*, A. rigidula (F)?
N-metiltriptamina II: Me H o 4
A. simplicifolia (T)
o _ A. confusa (F)*, A. rigidula (F)°
N,N-dimetiltriptamina II: Me Me o 4
A. simplicifolia (T)
N,N-formilmetiltriptamina II: Me CHO A. simplicifolia (T)4
N-metiltiramina " ---- A. schweirzjiirthii (S)3

1-BUCHANAN et al., 2007; 2-CLEMENT et al., 1998; 3-EVANS et al., 1979; 4-POUPAT et al., 1976

(F) — FOLHAS; (S) — SEMENTES; (T) - TRONCO



2.4.2. Espécie Acacia mangium Willd.

A espécie Acacia mangium Willd. apresenta como sinonimia botanica
Racosperma mangium (Willd.) Pedley e é popularmente conhecida no Brasil como
acacia e acacia-mangium (TROPICOS, 2016; ROSSI et al., 2003). E uma espécie
natural da regido noroeste da Australia, Papua Nova Guiné e leste da Indonésia que
se adaptou facilmente as condi¢cbes de solo e clima tropical brasileiro (LUZ et al.,
2010).

E com frequéncia uma arvore de grande porte, podendo alcancar uma altura
de 25 a 30 m, com um tronco reto que pode superar a metade da altura total da
arvore. Seu tronco possui coloracdo cinza-pardo, com casca pouco saliente e
levemente sulcado longitudinalmente. A qualidade da madeira produzida em plantios
da espécie é adequada a producdo de papel, carvdo e moveis. Devido a facilidade
de manuseio, € também muito utilizada na fabricagcdo de painéis de madeira,
construcBes em geral e utensilios agricolas (LUZ et al., 2010; ROSSI et al., 2003).

A espécie apresenta grande potencial de uso em programas de
reflorestamento e recuperacao de areas com solos pobres ou degradados, como as
areas de encostas e de mineracdo, podendo ser utilizada como quebra-ventos e
para sombreamento (BALIEIRO et al., 2004; SCHIAVO e MARTINS, 2003).

Com relagdo aos metabolitos secundarios, estudos fitoquimicos relatam o
isolamento e a identificacdo de dois triterpenos do tipo lupano a partir dos extratos
das folhas caidas (LUZ et al., 2010) e trés flavonoides a partir dos extratos do cerne

(Quadro 2.24) (BARRY et al., 2005; PIETARINEN et al., 2005).
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Quadro 2.24. Metabdlitos secundarios identificados em Acacia mangium

Substituinte

Classe Substéancia
R, R,
P ——

lupeol OH Me

I: Triterpeno
lupenona =0 Me
2,3-cis-3,4’,7,8-tetrahidroxiflavanona OH =0
Il: Flavonoide 4’7 8-trihidroxiflavanona H =0
teracacidina OH OH
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2.4.3. Género Dipteryx Schreber

O género Dipteryx apresenta 13 espécies distribuidas principalmente na
Amazobnia e na América Central. No Brasil sdo encontradas as espécies Dipteryx
alata, D. charapilla, D. ferrea, D. lacunifera, D. magnifica, D. micranta, D. odorata, D.
polyphylla, D. punctata e D. rosea (LIMA e LIMA, 2015; TROPICOS, 2016).

Algumas espécies sao utilizadas popularmente no tratamento de diversas
enfermidades, como é o caso de D. alata, conhecida comumente como baru, cujos
extratos apresentam propriedades cicatrizante, anti-reumatica, tdnica, reguladora da
menstruacao e antiofidica (FERRAZ et al., 2012; NAZATO et al., 2010; PUEBLA et
al., 2010). O dleo das sementes de D. odorata é utilizado no tratamento de Ulceras
bucais, coqueluche, cefaleia, dores nas articulagdes e tuberculose (CARVALHO et
al., 1998). Ha relatos, ainda, do uso dos frutos e sementes desta espécie como
anestésico, vermifugo e como moderador dos movimentos cardiacos e respiratérios
(SILVA, 2006; LOUREIRO et al., 1979).

Com relacdo a constituicdo quimica, ha relatos de estudos nas espécies D.
alata, D. lacunifera e D. odorata. A partir do extrato hidroalcodlico das cascas de D.
alata foi possivel o isolamento de quatro triterpenos com esqueleto do tipo lupano,
nove isoflavonoides (Quadro 2.25), uma chalcona e uma aurona, além de trés

compostos fendlicos (Quadro 2.26) (PUEBLA et al., 2010).
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Quadro 2.25. Triterpenos e isoflavonoides isolados em Dipteryx alata

Substituinte

Classe Substéancia R, R, R, R,
lupeol OH Me
lupenona =0 Me

I: Triterpeno

28-hidroxilup-20(29)-en-3-ona =0 CH,OH ----
betulina OH CH,OH ----
8-O-metilretusina OMe H H H
7-hidroxi-5,6,4’-trimetoxi-isoflavona H OMe OMe H
afrormosina H OMe H H
7-hidroxi-8,3’,4’-trimetoxi-isoflavona OMe H H OMe

II: Isoflavonoide 7,3’-dihidroxi-8,4’-dimetoxi-isoflavona OMe H H OH
odoratina OMe OMe H OH
7,8,3’-trihidroxi-4’-metoxi-isoflavona OH H H OH
7,8,3'-trihidroxi-6,4’-dimetoxi-isoflavona OH OMe H OH
dipterixina OH OMe H H
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Quadro 2.26. Chalcona, aurona e compostos fendlicos isolados em Dipteryx alata

OH
OH OH O R
o &
oy (- R
2
OH <|3 \g OH

Substituinte

Classe Substancia R, R,
I: Chalcona isoliquiritigenina
Il: Aurona sulfuretina
acido vanilico OH OMe
Ill: Composto fendlico acido protocatecuico OH OH
vanilina H OMe

Na espécie D. lacunifera, os estudos realizados com o 6leo das améndoas
permitiu a identificacdo por CG-EM de doze acidos graxos e a partir dos extratos das
sementes foram obtidos os sesquiterpenos 3B-farneseno e espatulenol, juntamente
com os diterpenos do tipo cassano 6a-acetoxivouacapano, 38,6a-diacetoxi
vouacapana e o acido vinhaticoico (Quadro 2.27) (VIEIRA-JUNIOR et al., 2007;

MENDES e SILVEIRA, 1994).
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Quadro 2.27. Metabdlitos secundarios isolados em Dipteryx lacunifera

RZ |:Q3

Substituinte
R1 R R

P
I: espatulenol

Classe Substancia

Sesquiterpeno
II: 3-B-farneseno

[lIl: &cido vinhaticoico H COOH H
Diterpeno ll: 3B8,6a-diacetoxivouacapana OAc H OAc
lll: 6a-acetoxivouacapano H H OAc

Para a espécie D. odorata, a investigacdo quimica foi realizada nas sementes,
raizes e madeira. O estudo com as sementes permitiu o isolamento e a identificacao
de um diterpeno do tipo cassano (1), isoflavonolignana (ll), chalcona (1l1), auronas (IV
e V), lignana e neolignana (VI e VII), flavonoide (VIII e IX), isoflavonoide (X),
cromona (XI) e cumarina (XIl) (JANG et al., 2003; SULLIVAN, 1982).

Nas raizes foram isolados os isoflavonoides odoratina e afrormosina, sendo
gue esta Ultima substancia apresentou atividade contra a enzima gliceraldeido-3-
fosfato-dehidrogenase de Trypanossoma cruzi (JANUARIO et al., 2005).

Na madeira foram encontrados os isoflavonoides XllI-XVI e flavonoides XVII e
XVIII (IMAI et al, 2008; NAKANO, 1979). No Quadro 2.28 é possivel observar as

estruturas e os nomes desses metabdlitos secundarios.
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Quadro 2.28. Metabdlitos secundarios isolados em Dipteryx odorata

OMe
HO OH

MeO

I: acido dipteritico

\
0

IV R = Me: 6,4’-dihidroxi-3’-metoxi-aurona

Il: isoliquiritigenina V R = K- sulfuretin

OH
HO OH |O
DI“. \
MeO OMe  HO—( )=
@]
OH MeO OMe
VI: (-)-lariciresinol VII: balanofonina

OH
OH

HO Ol
VIl R = H: butina

IX R = OH: eriodictiol
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Cont. Quadro 2.28. Metabdlitos secundarios isolados em Dipteryx odorata

HO @) A
)L
NS
0]

OMe XI: 7-hidroxi-cromona XIl: umbeliferona

X: 7,3-dihidroxi-8,4’-dimetoxi-isoflavona

Ry (0]
OH
OMe

X1l Ry = OH; R, = H: (3R)-7,2’,3'-trihidroxi-4’-metoxi-isoflavana
XIV R; = OMe; R, = OH: (3R)-8,2’,3'-trihidroxi-7,4’-dimetoxi-isoflavana

R, o)
I

Rl | >

OMe O o

XV R; = OMe; R, = OH: diptodoratina
XVI R; =R, = OMe: 3',4’- metilenodioxi-5,6,7-trimetoxiisoflavona

OH
OH OH
OH

XVII: (=)-fisetinidol XVIII: (+)-transtaxifolina
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2.4.4. Espécie Dipteryx polyphylla Huber

A espécie Dipteryx polyphylla Huber [sinonimia Coumarouna polyphylla (Huber)
Ducke] é popularmente conhecida como cumarurana e ocorre no Brasil,
especificamente no estado do Amazonas (LIMA e LIMA, 2015; TROPICOS, 2016). A
espécie tem porte arboreo, altura mediana, com diametro superior a 60 cm e sua
casca pode se apresentar em tons amarelados e esverdeados, com cerca de 1,0 cm
de espessura. A madeira € muito pesada, com cerne castanho-escuro e alburno
creme-amarelado, apresenta facilidade moderada para serrar e certa dificuldade
para aplainar, pregar e aparafusar, com uso principalmente na constru¢cao pesada,
como postes e pilares e também na fabricacdo de méveis (SOBRAL FILHO et al.,
1991).

No levantamento bibliografico efetuado nédo foi encontrado nenhum relato de
estudos com a espécie D. polyphylla. No entanto, usando a sinonimia Coumarouna
polyphylla como dados de entrada, verificou-se apenas um registro, o qual

descreveu a presencga de uma cumarina nas sementes (FREISE, 1934).
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2.5. Atividade Antifungica

A ocorréncia de infecgcdes nos seres humanos provocadas por fungos vem
aumentando a cada ano no mundo, causando danos a saude e muitas vezes
levando a quadros patolégicos graves ou até mesmo ao Obito. Essas infeccdes,
guando atingem apenas a superficie dos tecidos, séo relativamente faceis de serem
tratadas. Todavia, quando acometem pacientes com sistema imunoldgico
comprometido, podem ser graves e sdo chamadas de infeccbes oportunistas
(BROWN et al., 2012).

As infecbes oportunistas sdo mais comuns e ocorrem com gravidade em
pessoas com imunidade comprometida, como pacientes com HIV, cancer e
transplantados, sendo a candidiase e criptococose os tipos de infec¢cdes que mais
ocorrem (NUCCI et al., 2010). A candidiase tem a Candida albicans como agente
causador mais comum, mas pode ser causado por outras espécies do género
Candida, que podem causar infeccfes tanto de mucosas quanto de tecidos mais
profundo. Este género é responsavel por cerca de 80% das infeccbes fungicas em
ambiente hospitalar (SARDI et al., 2013). A levedura Cryptococcus neoformans é o
patégeno causador da criptococose, doenca que pode ser adquirida por meio da
inalacdo do basididsporo, causando infeccbes nos seres humanos, tais como
infeccdes do trato pulmonar e do sistema nervoso central (meningite) (Consenso em
criptococose, 2008).

Entre os antifungicos mais utilizados para o tratamento dessas enfermidades
encontra-se a anfotericina B, considerada uma droga de referéncia que apresenta
excelente eficacia contra um grande espectro de fungos (MARTINEZ, 2006). No

entanto, esse agente antifingico, assim como varios outros disponiveis no mercado,
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pode ser toxico ao organismo humano, podendo causar varios efeitos. Além disso, o
uso irracional de antibioticos de amplo espectro de acdo tem permitido o surgimento
de patdégenos com resisténcia a estes medicamentos (SUNDRIYAL et al., 2006).

Dentre as classes quimicas que possuem varias atividades biologicas
comprovadas estdo as naftoquinonas, lignanas e os flavonoides. Entre essas
atividades, encontra-se o0 estudo com relacdo ao potencial antifingico, como o
realizado por CAMPOS e colaboradores (2015), que mostrou a atividade de trés
naftoquinonas contra leveduras de Candida albicans, C. tropicalis, Saccharomyces
cerevisiae e Cryptococcus neoformans. H& relatos, também, de atividade
antimicrobiana para lignanas isoladas e identificadas na madeira de Araucaria
araucana (Auracariaceae) (CESPEDES et al., 2006). ORHAN e colaboradores
(2010) conduziram um estudo que comprovou as atividades antibacterianas,
antifangicas e antivirais dos flavonoides isolados em trés espécies de plantas
medicinais.

Considerando o potencial de atividades bioldgicas para essas classes de
metabdlitos, € de grande importancia a busca por novas substancias com baixa
toxicidade e que sejam mais efetivas no combate as diversas enfermidades que

acometem os seres humanos.
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3. OBJETIVOS

Geral
Realizar estudos fitoquimicos em residuos madeireiros de Tabebuia

serratifolia (Bignoniaceae), Acacia mangium e Dipteryx polyphylla (Fabaceae).

Especificos

v Realizar os fracionamentos cromatograficos dos extratos organicos das espécies;

v Purificar as substancias predominantes nos extratos;

v" Identificar a estrutura quimica das substancias isoladas por meio de técnicas
espectroscopicas;

v" Realizar ensaio antifingico com as substancias isoladas.
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4. MATERIAL E METODOS

Os estudos fitoquimicos foram realizados no Laboratorio de Quimica de
Produtos Naturais (LQPN) da Coordenacdo de Tecnologia e Inovacdo do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (COTI/INPA) sob a orientacdo da Dra. Maria da

Paz Lima.

4.1. Materiais utilizados

Cromatografia em Camada Delgada (CCD) — Foram utilizadas cromatofolhas de
aluminio com silica gel 60, indicador de fluorescéncia F2s4 € 0,2 mm de espessura da
Merck. Os reveladores empregados foram radiacdo ultravioleta (254 e 365 nm),

vanilina sulftrica, NP-PEG, vapores de iodo e vapores de amonia.

Cromatografia em Coluna (CC) — Foram utilizadas colunas de vidro de tamanhos

variados, conforme a quantidade de amostra a ser fracionada.

Suportes para Cromatografia em Coluna - Silica gel 60 (70-230 mesh, 230-400

mesh) - Merck; Sephadex LH-20 - Sigma-Aldrich e Celulose microcristalina - Merck.

Solventes — Nas analises cromatograficas foram utilizados solventes organicos
comerciais (hexano, acetato de etila, diclorometano, acetona e metanol) destilados
no LQPN-INPA. Para a obtencéo dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
utilizou-se solventes deuterados e para a analise de Espectrometria de Massas 0s

solventes possuiam grau de pureza HPLC.
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4.2. Equipamentos

Evaporador rotativo — Buchi, modelo Rotavapor R-3 acoplado a um banho

ultratermostatizado Marconi, modelo MA-184

Balanca Analitica — Tecnal, modelo MARK 210A

Ponto de fus&o — Fisatom, modelo 430D

Chapa de aquecimento — Fisatom, modelo 753A

Moinho — Marconi, macro moinho tipo Wiley modelo MA-340

CLMP — Sepacore® Buchi, equipado com unidade de controle (C-620), coletor de

fracédo (C-660), bomba (C-605) e UV (C-640).

CLAE/EM - Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em um
espectrometro MicroTOF-QIlI (Bruker Daltonics), fonte de ionizacdo ESI e o
cromatdgrafo utilizado foi o Prominence UFLC (Shimadzu) equipado com detector
de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automéatico SIL-20A, com coluna
Shim-pack XR-ODS (2 ym x 50 ym) da Central Analitica do Laboratorio Tematico de

Quimica de Produtos Naturais (CA-LTQPN) do INPA.

Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear — Os espectros de RMN
foram obtidos em espectrémetros da Bruker, modelos DRX-400 (400 MHz - *H, 100
MHz - *3C) e Avance Ill (600 MHz - *H e 150 MHz - 3C) do Departamento de
Quimica da UFSCar, AVANCE Il HD (500 MHz - *H e 125 MHz - *C) do
Departamento de Quimica da UFAM e Fourier-300 (300 MHz - *H e 75 MHz - 3C) da

CA-LTQPN do INPA.
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4.3. Obtencéao e identificacdo dos residuos madeireiros

Os residuos madeireiros utilizados para obtencdo dos extratos organicos
foram fornecidos pelo Laboratério de Engenharia de Artefatos de Madeira da
Coordenacédo de Tecnologia e Inovacdo do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia (LEAM/COTI/INPA), no ambito do projeto INCT - Madeiras da Amazonia.
Esses residuos foram classificados e identificados através comparacdes
macroscopicas com amostras padrfes das espécies disponiveis na xiloteca desse
setor sob a supervisdo de Jorge Alves de Freitas (anatomista de madeira) e
Francisco José de Vasconcelos (curador da xiloteca).

Para este projeto foram obtidas amostras de residuos da madeira (cerne) de
pau-d’arco-da-flor-amarela (Tabebuia serratifolia, Bignoniaceae), acacia (Acacia
mangium, Fabaceae) e cumarurana (Dipteryx polyphylla, Fabaceae), conforme

Figura 4.1.

(a) (c)

Figura 4.1. Residuos do cerne de (a) pau-d’arco-da-flor-amarela, (b) acacia, (c) cumarurana
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4.4. Processamento das amostras e preparacado dos extratos

As amostras de residuos madeireiros das trés espécies foram seccionadas e
posteriormente pulverizadas em moinho de faca. Em seguida, o material moido foi
pesado e submetido a maceracao em frasco tipo Mariotte, com extracdes em hexano
seguido por metanol, por um periodo de 7 dias em cada solvente. As solucdes
resultantes, apos filtracdo, foram concentradas sob vacuo em evaporador rotativo,
obtendo-se os extratos brutos, conforme o Esquema 4.1. As massas do material de

partida e dos extratos obtidos estdo apresentados na Tabela 4.1.

Residuos
Madeireiros

- Macerag¢do em hexano por 7 dias
- Filtracdo
- Evaporacéo do solvente

A 4 \ 4

[ Extrato Hexénico] [ Torta ]

- Maceragdo em metanol por 7 dias

- Filtragéo
- Evaporacéo do solvente

\ 4 \ 4

[ Extrato Metandlico ] Torta

Esquema 4.1. Esquema geral de obtencao dos extratos de residuos madeireiros
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Tabela 4.1. Codigos e massas dos extratos madeireiros obtidos apds a maceracao

o Mass'a dos Extratos Rendimentos

Espécies Residuos . o

(9) Caodigo Massa () (%)

. - TSH 0,84 0,28
Tabebuia serratifolia 295,56

TSM 19,14 6,47

i ) AMH 1,25 0,14
Acacia mangium 863,84

AMM 13,05 1,51

Dipteryx polyphylla 268,16 DPH 0,94 0,35

preryx polyphy ’ DPM 8,35 3,26

Cadigos finalizados com H — extratos hexanicos; Cédigos finalizados com M — extratos metandlicos

4.5. Extratos de Tabebuia serratifolia

Os extratos hexanico (TSH) e metandlico (TSM) dos residuos madeireiros de
T. serratifolia foram inicialmente analisados em cromatografia em camada delgada
(CCD) para uma avaliacao prévia do material e o extrato hexanico indicou ndo ser
promissor para os estudos quimicos devido a predominancia de material graxo.
Dessa forma, os fracionamentos para esta espécie foram realizados apenas com o

extrato metanolico.

4.5.1. Fracionamento cromatogréafico do extrato metandlico (TSM)

O extrato metandlico (TSM) foi submetido a uma coluna de silica gel (tipo
filtrante), eluida em hexano, gradientes de hexano:DCM, DCM gradientes de
DCM:MeOH e MeOH, originando 21 fracbes (Esquema 4.2) que foram analisadas
por CCD. A visualizacdo das fluorescéncias presentes foi realizada sob luz
ultravioleta (254 e 365 nm) e empregou-se vanilina sulfirica para revelacdo das

manchas. Assim, as fracbes semelhantes foram reunidas, pesadas e codificadas
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(Tabela 4.2) e os fracionamentos cromatograficos foram realizados com as fracbes

TSM-7 e TSM-14.

TSM
15,980 g
D — Diclorometano; H — Hexano; M — Metanol CC- silica gel (70-230 mesh)
Volume da fase mével (mL): V; = 350; V, = 400;
V3 = 500; V, = 700 h =48,0cm ®=3,0cm
H:D D:M D:M D:M
H (1:1) D (9:1) (8:2) (1-1) M

Vl V2 V3 Vz Vl V1 V4

1-2 3-4 5-9 10-11 12-13 14-15 16-21
fr. 7-11

v
TSM-7 TSM-14
Esquema 4.3 Esquema 4.4

Esquema 4.2. Fracionamento cromatografico de TSM

Tabela 4.2. Reunido das fracGes obtidas de TSM

Fracdes Reunidas Cddigos Massa (mg)
1-2 TSM-1
3 TSM-3 10,0
4-5 TSM-4 70,0
6 TSM-6 33,0
7-11 TSM-7 1863,0
12 TSM-12 100,0
13 TSM-13 4743,0
14-15 TSM-14 6527,0
16 TSM-16 1439,0
17-21 TSM-17 890,0
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A fracdo TSM-7 foi inicialmente submetida a uma filtracdo em celulose
microcristalina, utilizando-se hexano, gradientes de hex:AcOEt, AcOEt e MeOH,
resultando em 21 novas fracdes que foram analisadas por CCD e reunidas conforme
similaridade (Esquema 4.3). As fracdes 4-6, codificadas como TSM-7.4, foram
novamente fracionadas, empregando-se silica gel (70-230 mesh) como fase
estacionaria e hexano, AcOEt e MeOH como fase movel (Esquema 4.3). Este
fracionamento cromatogréafico originou 32 subfracbes que foram reunidas apdés
analise por CCD, conforme a Tabela 4.3 e a subfracdo 22, contendo maior
guantidade de material, foi submetida a novos fracionamentos.

Na subfracdo 19 observou-se um sélido de cor laranja que apresentou apenas
uma absorcdo no UV 254 nm, com mancha azul apds revelacdo em vanilina
sulfurica, sendo esse codificado como TSM-7.4.19 (10,0 mg) — Substancia 1.

A subfracdo 22 (TSM-7.4.22), contendo grande quantidade de cristais
amarelos, foi fracionada em um sistema de Cromatografia Liquida de Média Pressao
(CLMP), utilizando-se silica gel (230-400 mesh), com eluicdo em hex:AcOEt (9:1),
hex:AcOEt (8:2) e AcOEt, fornecendo um total de 26 fragbes. Com este
fracionamento, foi possivel a purificacdo dos solidos TSM-7.4.22.6 (4,0 mg) —

Substancia 2 e TSM-7.4.22.17 (13,0 mg) — Substancia 3 (Esquema 4.3).
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TSM-7

Substancia 1

P -

-

1,863 g
CC- Celulose
h=385cm ®=3,0cm
H:Ac H:Ac H:Ac
H ©:1) (8:2) 1) Ac M
V, \A V1 V3 V3 \Z
1-12 13 14 15-16 17-19 20-21
fr. 4-6 .
Ac — Acetato de etila; H — Hexano; M — Metanol
Volume da fase mével (mL): V; = 100; V, = 150;
V3 =200; V, = 600
TSM-7.4
1,210¢g
Ac — Acetato de etila; H — Hexano; M — Metanol
Volume da fase mével (mL): Vi = 1005; V, = 300 CC- silica gel (70-230 mesh)
V3= 380, V, = 400, Vs = 450, Vg = 500, V; = 800, _ _
Ve = 1300 h=230cm ®=37cm
H H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac A Ac:M M
(98:2) (97:3) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (1:1) ¢ (1:1)
V7 Vg V7 V7 Ve \A V, Vi Vs V, Vs
1-3 4-11 12-15 16-20 21-22 23-24 25 26 27-28 29-30 31-32
lfl’. 19 fr. 22
LeT T TS RES
/ TSM-7.4.19
N ~ l0,0 m - ’
~- oM TSM-7.4.22
1 368,0 mg

CLMP - Silica gel (230-400 mesh)

hex:AcOEt (9:1) — AcOEt 26 fragbes

lfr.G

RS 4,0 mg

Substancia 2

-~ - ———
~ - ~

" TSM-7.4.22.6 p TSM-7.4.22.17

S ——— -

Substancia 3

Esquema 4.3. Fracionamento cromatografico de TSM-7, TSM-7.4 e TSM-7.4.22
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Tabela 4.3. Reunido das fragbes obtidas de TSM-7.4

Fragdes Reunidas

1-6
7-8
9-10
11-14
15
16
17
18
19
20-21
22
23
24
25-26
27-28
29-32

Cédigos
TSM-7.4.1
TSM-7.4.7
TSM-7.4.9

TSM-7.4.11
TSM-7.4.15
TSM-7.4.16
TSM-7.4.17
TSM-7.4.18
TSM-7.4.19
TSM-7.4.20
TSM-7.4.22
TSM-7.4.23
TSM-7.4.24
TSM-7.4.25
TSM-7.4.27
TSM-7.4.29

Massa (mg)

8,0
2,0
14,0
3,0
7,0
2,0
7,0
10,0
123,0
368,0
279,0
220,0
63,0
59,0
100,0
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A fracdo TSM-14 foi fracionada em coluna de silica gel (tipo filtrante), tendo
como eluentes hexano, gradientes de hex:DCM (20-50%), diclorometano, gradientes
de DCM:MeOH (10-50%) e metanol, resultando em 21 fracdes (Esquema 4.4), que
foram reunidas conforme similaridade em CCD (Tabela 4.4). A fracdo TSM-14.9,
contendo solido de cor laranja, mostrou-se pura apos analise por CCD e apresentou
as mesmas caracteristicas do soélido TSM-7.4.19 (Substancia 1) isolado
anteriormente. A fracdo TSM-14.16, contendo grande quantidade de material e
auséncia de rastro que percorria toda a placa nas fracfes anteriores, foi submetida a
cromatografia em coluna, empregando-se silica gel (230-400 mesh) como fase
estacionéria, tendo como eluentes hexano, gradientes de hex:AcOEt, acetato de
etila, gradientes de AcOEt:MeOH e metanol (Esquema 4.4). Com esse
fracionamento foram obtidas 33 fracdes que foram reunidas conforme Tabela 4.5. Os

estudos fitoquimicos prosseguiram somente com as fracdes 15-16 e 27.
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TSM-14
5,990 g

CC - silica gel (70-230 mesh)

h=225cm ®=37cm
H:D H:D H:D D:M D:M M
H 8:2) 7:3) 1) b ©:1) 1)
Vi V3 V3 V, V, Vs V2 Va4
1-2 3-5 6-7 8-9 10-12 13-15 16-17 18-21
D — Diclorometano; H — Hexano; M — Metanol fr. 9-10 fr. 16-19
Volume da fase mével (mL): V; = 150; V, = 300;
V3= 400, V4= 500
,___l__\ TSM-14.16
7 TSM-14.9 2350 g
\\\\ 4,0 mg _,/’
CC - silica gel (230-400 mesh)
h=315cm ®=28cm
H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac A:M A'M A'M M
H (9:1) (8:2) (7:3) (1:1) Ac (9:1) (8:2) (1:1)
VZ Vg Ve V7 V4 V4 V3 V4 V1 V5
1 2-10 11-13 14-17 18-21 | |22-24 | |25-26 27-29 30 31-33
1fr. 15-16 lfr. 27
TSM-14.16.15 TSM-14.16.27
Esquema 4.5 Esquema 4.6

Ac — Acetato de etila; H — Hexano; M — Metanol
Volume da fase mével (mL): V; = 100; V, = 125; V5 = 200;
V4 = 250, Vs = 300, Vg = 400, V; = 500, Vg = 1100

Esquema 4.4. Fracionamento cromatografico de TSM-14 e TSM-14.16
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Tabela 4.4. Reunido das fragdes obtidas de TSM-14

FracBes Reunidas Cddigos Massa (mg)
1-3 TSM-14.1 -
4 TSM-14.4 5,0
5 TSM-14.5 2,0
6-8 TSM-14.6 1,0
9-10 TSM-14.9 4.0
11 TSM-14.11 6,0
12-14 TSM-14.12 21,0
15 TSM-14.15 3434,0
16-19 TSM-14.16 2362,0
20-21 TSM-14.20 120,0

Tabela 4.5. Reunido das fracGes obtidas de TSM-14.16

Fracdes Reunidas Cddigos Massa (mg)
1-3 TSM-14.16.1 8,0
4 TSM-14.16.4 1,0
5-7 TSM-14.16.5 4,0
8-11 TSM-14.16.8 7,0
12-14 TSM-14.16.12 1,0
15-16 TSM-14.16.15 30,0
17-21 TSM-14.16.17 35,0
22 TSM-14.16.22 26,0
23 TSM-14.16.23 43,0
24-25 TSM-14.16.24 265,0
26 TSM-14.16.26 287,0
27 TSM-14.16.27 770,0
28-30 TSM-14.16.28 332,0

31-33 TSM-14.16.31 288,0



A fracdo TSM-14.16.15, apos coluna cromatografica de silica gel (230-400
mesh) empacotada em hexano, originou 19 novas fracbes (Esquema 4.5) e essas
foram reunidas conforme a Tabela 4.6. Um novo fracionamento cromatografico em
coluna foi realizado com as fracdes reunidas 9-13, também em silica gel (230-400
mesh), porém utilizou-se diclorometano como eluente inicial, seguido por gradientes
de DCM:ACOEt, acetato de etila e finalizado em metanol. Com esse fracionamento
foram obtidas 28 fracfes, sendo observada na fracdo 16, apds CCD, a presenca de
apenas uma mancha majoritaria e o solido presente nesta fracao foi codificado como
TSM-14.16.15.9.16 (9,0 mg) — Substancia 4. A Tabela 4.7 apresenta o agrupamento

das fracdes resultantes do fracionamento de TSM-14.16.15.9.
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TSM-14.16.15

25,0 mg
CC - silica gel (230-400 mesh)
h=255cm ®=1,3cm
H H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac
(9:1) (8:2) (7:3) (1:1) Ac M
V, Vs Ve \2 V, V, V.,
1 2-3 4-9 10-14 15 16 17-19
fr. 9-13 Ac — Acetato de etila; D —Diclorometano
H — Hexano; M — Metanol
Volume da fase mével (mL): V; = 20; V.= 30;
V3 = 60, V4 = 220, V5 = 130, Ve = 220, V7 =440
TSM-14.16.15.9
20,0 mg
CC silica gel (230-400 mesh)
h=320cm ®=1,3cm
D:Ac D:Ac
D
(9:1) (1:1) Ac M
\'Z \' V3 Vs \
1-13 14 15-22 23-24 25-28

- ~~

N e

-

S~aa [

Substancia 4

Esquema 4.5. Fracionamento cromatografico de TSM-14.16.15 e TSM-14.16.15.9



Tabela 4.6. Reunido das fragdes obtidas de TSM-14.16.15

Fracbes Reunidas

1-2
3
4
5-8
9-13
14-17
18-19

Tabela 4.7. Reunido das fragOes obtidas de TSM-14.16.15.9

Fracdes Reunidas

1-5
6-11
12-15
16
17
18-23
24
25-28

Cddigos
TSM-14.16.15.1
TSM-14.16.15.3
TSM-14.16.15.4
TSM-14.16.15.5
TSM-14.16.15.9

TSM-14.16.15.14
TSM-14.16.15.18

Cddigos
TSM-14.16.15.9.1
TSM-14.16.15.9.6

TSM-14.16.15.9.12
TSM-14.16.15.9.16
TSM-14.16.15.9.17
TSM-14.16.15.9.18
TSM-14.16.15.9.24
TSM-14.16.15.9.25

Massa (mg)

2,0
1,0
20,0

2,0

Massa (mg)

3,0
1,0
9,0
1,0
3,0

2,0
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Por fim, realizou-se o estudo fitoquimico com a fracdo TSM-14.16.27, a qual
foi submetida a coluna em Sephadex LH-20, isocratica em metanol, fornecendo 9
fracbes (Esquema 4.6) que foram reunidas conforme similaridade em CCD. A fracédo
8 continha um solido amarelado, em cuja placa de CCD foi visualizado apenas uma
absorcdo intensa no UV 254 nm. No entanto, ao revelar a placa com vanilina
sulfurica, verificou-se além da mancha majoritaria, a presenca de outras manchas
com menor intensidade e assim optou-se pelo tratamento do sélido com acetona a
frio, 0 que permitiu a obtencédo de um sélido de coloracdo mais clara, o qual mostrou-
se purificado ap6s analise por CCD e foi codificado como TSM-14.16.27.8s (14 mg) -
Substéncia 5. Ressalta-se que foram realizadas varias tentativas de limpeza usando
outros solventes organicos (diclorometano, etanol, metanol), no entanto, obteve-se

éxito na purificacdo somente com a acetona.

TSM-14.16.27
770,0 mg

Coluna em Sephadex LH-20
h=320cm ®=3,0cm
350 mL de MeOH

1-9

8 Acetona
I Filtracao

_————T— -
- ~

Se._ 140mg _.-7

Substancia 5

Esquema 4.6. Fracionamento cromatografico de TSM-14.16.27
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4.6. Extratos de Acacia mangium

Os extratos da serragem desta espécie foram inicialmente analisados em
CCD e verificou-se, como esperado, a presenca de material graxo e apolar no
extrato hexanico (AMH). No entanto, como havia grande quantidade de solido de
coloracdo branca nesse extrato, optou-se por iniciar os fracionamentos com AMH

para depois prosseguir com o fracionamento do extrato metandlico (AMM).

4.6.1. Fracionamento cromatogréafico do extrato hexanico (AMH)

O extrato hexanico (AMH) foi fracionado em coluna de silica gel (230-400
mesh), eluida em hexano, gradientes de hex:AcOEt (5-50%), AcOEt:MeOH (50%) e
finalizada em metanol, resultando em 24 fracdes. As fracdes 1-7 apresentaram
pouca massa e 0 material presente nas mesmas mostrou-se como mistura, sem
nenhuma mancha predominante em CCD e por isso ndo foram trabalhadas. As
demais fracbes (8-24) foram agrupadas, codificadas (AMH-8) e submetidas a um
novo fracionamento cromatografico, conforme descrito no Esquema 4.7. As 34
subfracdes resultantes desse fracionamento foram avaliadas em CCD e reunidas
conforme similaridade (Tabela 4.8). Na fracéo 6 observou-se a presenca de material
sélido que mostrou-se puro quando analisado por CCD, apresentando mancha roxa
quando revelado em vanilina sulfarica, sendo codificado como AMH-8.6 (25,0 mg) —

Substancia 6.
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AMH

1,162 g
CC- silica gel (230-400 mesh)
h=29,0cm ®=3,8cm
H H:A H:A H:A H:A A:M M
(95:5) (9:1) (7:3) (1:2) (1:1)
V5 V4 V3 Vz VZ Vj_ V3
1-3 4-5 7 9-10 11-24
fr. 8-24
A — Acetato de etila; H — Hexano; M — Metanol
Volume da fase mével (mL): V; = 40; V,= 50;
V3 =100; V4 = 300; Vs = 450; Vs = 780
AMH-8
320,0 mg
CC silica gel (230-400 mesh)
h=245cm ©®=20cm
H:A H:A
(95:5) (8:2) A M
V4 Vz V1 V3
1-29 30-32 33 34
fr. 6 .
A — Acetato de etila; H — Hexano; M — Metanol
e - Volume da fase mével (mL): V; = 30; V, = 60; V3 = 100; V, = 650

—_—— -

Substancia 6

Esquema 4.7. Fracionamento cromatografico de AMH



Tabela 4.8. Reunido das fragbes obtidas de AMH-8

Fragdes Reunidas Cadigos Massa (mQ)

1-5 AMH-8.1 -

6 AMH-8.6 25,0

7-9 AMH-8.7 117,0

10-11 AMH-8.10 22,0

12-16 AMH-8.12 16,0
17-22 AMH-8.17 8,0
23-30 AMH-8.23 8,0

31-33 AMH-8.31 28,0
34 AMH-8.34 2,0

4.6.2. Fracionamento cromatogréafico do extrato metandlico (AMM)

O extrato metandlico foi fracionado em coluna de silica gel (tipo filtrante),
tendo como eluentes hexano, gradientes de hex:AcOEt, acetato de etila, gradientes
de AcOEt:MeOH e metanol, originando 29 fracdes (Esquema 4.8, Tabela 4.9). Apos
andlise das fracbes por CCD, optou-se por dar continuidade aos fracionamentos

cromatograficos somente com as fracdes 7-11 (AMM-7) e 14-16 (AMM-14).
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AMM
12,5

CC- silica gel (70-230 mesh)

h=24cm ®=47cm

H:Ac H:Ac H:Ac Ac:M Ac:M Ac:M
Al
H (8:2) (7:3) (1:1) ¢ (9:1) 8:2) (1:1) M
V3 V4 V3 Ve V5 V2 V4 V1 V7
1-2 3-5 6-7 8-10 11-13 14-15 16-18 19 20-29

Ac — Acetato de etila; H — Hexano; M — Metanol
Volume da fase mével (mL): V; = 200; V, = 300; V3 = 400;
V4 = 500; Vs = 620; Vs = 800; V;= 1600

Esquema 4.8. Fracionamento cromatografico de AMM

Tabela 4.9. Reunido das fracGes obtidas de AMM

Fracdes Reunidas Cddigos Massa (mg)

1 AMM-1 ----

2 AMM-2 2,0

3-4 AMM-3 1,0

5-6 AMM-5 100,0
7-11 AMM-7 468,0
12-13 AMM-12 1793,0
14-16 AMM-14 2793,0
17-19 AMM-17 2443,0
20-23 AMM-20 4785,0

24-29 AMM-24 379,0



A fracdo AMM-7 foi fracionada conforme o Esquema 4.9, sendo obtidas com
esse fracionamento 31 fracBes que foram reunidas com base nas similaridades em
CCD. A fracao 19 continha um solido de coloracdo branca, que se mostrou puro
apos avaliacdo por CCD, sendo codificado como AMM-7.19 (20,0 mg) -
Substéncias 7 e 8. Os fracionamentos cromatograficos prosseguiram com as
fracbes 13-17 (AMM-7.13), 20 (AMM-7.20) e 21-22 (AMM-7.21). A fracio AMM-7.13,
apos coluna cromatografica em silica gel (230-400 mesh) empacotada em hexano,
originou 29 novas fracdes (Esquema 4.9) e as fracbes 10-16 (AMM-7.13.10), apos
sucessivos fracionamentos, deram origem ao soélido AMM-7.13.10.6.6 (3,0 mg) -

Substancia 9.
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AMM-7
468,0 mg

CC- silica gel (230-400 mesh)

h=29,0cm ®=28cm

H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac H:Ac Ac Ac:M M
(98:2) (97:3) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (7:3)
2 V7 V4 V3 Ve Vj_ VS V3 V4 V6
1 2-8 9-10 11 12-18 19 20-22 23 24 25-31
Ac — Acetato de etila; H — Hexano; M — Metanol fr. 13-17 I ______
Volume da fase mével (mL): V; = 100; V, = 145; | ,° - ;\MI\/I 7 19‘ = ~
V3 = 200; V4 = 300; Vs = 400; Vs = 600; V7=1000 > | o ]
A 20,0 mg R4
AMM-7.13 R il
57,0 mg 1

Substéncias 7 e 8
CC - silica gel (230-400 mesh)

h=340cm ®=1,5cm

H H:A H:A H:A H:A H:A H:A H:A A M
(99:1) (97:3) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) 1:1)
1-3 4 5-6 7 8-17 18-23 24 25 26 27-29
fr. 10-16
AMM-7.13.10
34,0 mg

CLMP - silica gel (230-400 mesh)
hex:AcOEt (98:2) — (95:5) 10 fracdes

AMM-7.13.10.6
fr. 6-10 13,0 mg

CC silica gel (230-400 mesh)
h=26,0cm ®=1,3
Eluida em 400 mL de DCM

~
- ~

/’ N
. AMM-7.13.10.6.6 A\ » Substancia 9

S~ —

Esquema 4.9. Fracionamento cromatografico de AMM-7
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Para a fracdo AMM-7.20 foi realizada uma filtracdo em celulose
microcristalina, pois o material apresentava grande quantidade de pigmentos. Para
isso foi utilizado hexano, acetato de etila e metanol como eluentes, obtendo-se 14
fracbes (Esquema 4.10). A partir da subfracdo 4 (AMM-7.20.4) foi possivel obter o
s6lido AMM-7.20.4.8.18 (1,0 mg) — Substéancia 10.

Na fracdo AMM-7.21 também optou-se por realizar uma filtracdo em celulose
microcristalina. Nesse fracionamento empregou-se hexano como eluente inicial,
seguido por gradientes de hexano e acetato de etila (10-50%), acetato de etila,
gradientes de acetato de etila e metanol (10%), finalizando em metanol, obtendo-se
20 subfracbes (Esquema 4.11). As fracBes reunidas 6-20 (AMM-7.21.6), contendo
50,0 mg, foram submetidas a um novo fracionamento, resultando no isolamento de

AMM-7.21.6.27 (2,0 mg) — Substancia 11.
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AMM-7.20
90,0 mg

Celulose Microcristalina

h=235cm ®=1_8cm

H:A H:A H:A
H ©:1) 8:2) (7:3) A M
1-3 4-6 7-8 9-10 11-12 13-14
A — Acetato de etila; H — Hexano; M — Metanol
| Volume da fase mével (mL): V; = 40; V,= 50;
V3 =70; V,=110
AMM-7.20.4
20,0 mg
Coluna em Sephadex LH-20
Eluida em 300 mL de MeOH
1-12
fr. 8-10
AMM-7.20.4.8
15,0 mg
CC - silica gel (230-400 mesh)
h=430cm ®=15cm
H H:A H:A H:A H:A H:A H:A A
(98:2) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (1:1)
Vi Vs Vs Vo V, Vs A Vi
1-3 4-7 8-10 11-14 15-24 25-30 31-33 34-35

fr. 18-21 l

- -~

S~ — - -

Esquema 4.10. Fracionamento cromatografico de AMM-7.20
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AMM-7.21
88,0 mg

Celulose Microcristalina

h=185cm @ =3,7cm

H:A HA HA H:A AM M
H ©:1) 8:2) (7:3) (1:2) A ©:1)
Vl V1 V5 V5 V3 V4 V1 V2
1-2 3-4 5-8 9-11 12-14 15-17 18 19-20
fr. 6-20
A — Acetato de Etila; H — Hexano; M — Metanol
Volume da fase mével (mL): V; = 200; V, = 285;
V3 = 350; V4 = 450; Vs = 500
AMM-7.21.6
50,0 mg
CC - silica gel (230-400 mesh)
h=46,0cm ®=1,2cm
D D:A D:A D:A D:A D:A D:A A A:M M
(99:1) (98:2) (95:5) (9:1) (8:2) (1:1) (1:2)
Ve Vs Vi V7 V, A A Vi Va V,
1-14 15-26 27-31 32-57 58-64 65 66-67 68-69 70-74 75
lfr. 27-31 A — Acetato de Etila; D — Diclorometano; M — Metanol
Volume da fase mével (mL): V; = 30; V,=50; V3 = 70; V, = 110; Vs = 120; Ve = 300; V7 = 470

- -

Il R

Esquema 4.11. Fracionamento cromatografico de AMM-7.21 e AMM-7.21.6
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A ultima fracdo do extrato metandlico da espécie A. mangium a ser analisada
foi AMM-14 e seu fracionamento cromatografico iniciou-se com uma coluna de XAD-
2, empregando-se agua como solvente inicial, seguido pelo sistema agua:metanol
(1:1), metanol, metanol:acetona (1:1), acetona, acetato de etila e hexano. Este
fracionamento resultou em 21 fracdes (Esquema 4.12) e as que continham agua
(fracBes 1-6) foram liofilizadas e conservadas em geladeira.

A fracdo AMM-14.7, reunido das fracbes 7-11, foi fracionada em coluna de
silica gel (70-230 mesh), fornecendo 23 fracbes, que foram reunidas conforme
similaridade em CCD (Tabela 4.10). Sucessivos fracionamentos realizados a partir
desta coluna cromatografica (Esquema 4.12) permitiram o isolamento do sélido

AMM-14.7.9.18.10 (3,0 mg) — Substancia 12.
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AMM-14
3,794 g

Coluna em XAD-2
h=250cm ®=3,6cm

M:H,O M:Ac
H->O 2 M Ac
(1:1) (1:1) A H
1-2 3-6 7-11 12-14 15-17 18-19 20-21
A — Acetato de etila; Ac —Acetona; H — Hexano;
H,O — Agua; Hexano M — Metanol
Volume da fase mével (mL): V; = 200; V, = 300;
AMM-14 7 Va2 =350: V.= 370: V= = 600
350,0 mg
CC - silica gel (70-230 mesh)
h=415cm ®=28cm
D D:A D:A D:A D:A A A:M A:M A:M M M:H,O
(9:1) (8:2) (7:3) (11 (9:1) (8:2) (1:1) (1:1)
V, \'1 V1 V1 V3 Vs Vi \'2 V, Vs Vi
1 2 3 4 5-7 8-10 11 12-13 || 14-17 || 18-21 || 22-23
3 fr. 9-10

A — Acetato de Etila; H,O — Agua;

D — Diclorometano; M — Metanol

Volume da fase mével (mL): V; = 200; V, = 250; AMM-14.7.9

V3 = 300; V4, =400 21,0 mg

Substancia 12 4—1: AMM-14.7.9.18.10

Sephadex LH-20
600 mL MeOH: H,O (1:1)

1-28

fr. 18-21

AMM-14.7.9.18
14,0 mg

Sephadex LH-20
200 mL MeOH

_————T - —
- -

N

~ -
Il R S

Esquema 4.12. Fracionamento cromatografico de AMM-14 e AMM-14.7
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Tabela 4.10. Reuniao das fragOes obtidas de AMM-14.7

FracGes Reunidas Cddigos Massa (mg)
1 AMM-14.7.1 2,0
2 AMM-14.7.2 1,0
3-4 AMM-14.7.3 4,0
5 AMM-14.7.5 1,0
6-8 AMM-14.7.6 50
9-10 AMM-14.7.9 21,0
11-13 AMM-14.7.11 120,0
14 AMM-14.7.14 14,0
15-18 AMM-14.7.15 109,0
19 AMM-14.7.19 7,0
20 AMM-14.7.20 6,0
21 AMM-14.7.21 3,0

22 AMM-14.7.22 4,0



4.7. Extratos de Dipteryx polyphylla

O extrato hexanico dessa espécie (DPH) apresentou aspecto oleoso e
coloracdo amarelada e uma analise preliminar em CCD indicou uma grande
guantidade de material apolar, além da presenca do triterpeno lupeol (com base na
comparacdo com amostra padrdo). Ressalta-se que esse metabdlito, assim como
outros triterpenos com esqueleto do tipo lupano ja foram isolados e identificados nas
cascas de D. alata. Ja no extrato metandlico (DPM) foi possivel visualizar grande
guantidade de material sélido, com aspecto cristalino e por CCD verificou-se a
presenca de varias substancias, com fluorescéncias no UV 254 e 365 nm e manchas
de coloracdo rosa-avermelhado apés revelacdo em vanilina sulfarica. Dessa forma,

optou-se por realizar o estudo fitoquimico somente com o extrato metandlico.

4.7.1. Fracionamento cromatogréafico do extrato metandlico (DPM)

O extrato metandlico foi fracionado em uma coluna cromatografica de silica
gel (70-230 mesh), utilizando hexano, gradientes de hex:AcOEt, acetato de etila,
gradientes de AcOEt:MeOH e metanol como eluentes, conforme Esquema 4.13.
Com esse fracionamento foi possivel obter 22 fracdes, as quais foram reunidas com
base em CCD (Tabela 4.11) e novos fracionamentos cromatograficos foram
realizados apenas para as fracbes 5-6 (DPM-5) e 7-11 (DPM-7) por apresentarem
melhor separacdo das substancias quando analisadas por CCD em diferentes
sistemas de eluigéo.

A fracdo DPM-5 foi fracionada em coluna de silica gel (230-400 mesh), eluida
em hexano, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de polaridade,

fornecendo 48 novas fracdes (Esquema 4.13, Tabela 4.12). Nas fracOes 33, 36 e 38-
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39 havia material solido de coloracéo branca e estes se mostraram purificados apos
analise por CCD, sendo codificados como DPM-5.33 (3,0 mg) — Substancia 13,

DPM-5.36 (1,0 mg) — Substéancia 14 e DPM-5.38 (2,0 mg) — Substancia 15,

respectivamente.
DPM
8,350 g
CC - silica gel (70-230 mesh)
h=285cm ®=47cm
H:A H:A AM AM A:M M
H (8:2) (1:1) A 9:1) (8:2) (1:1)
\2 V, Vs Vs A Vi 2 Vs
1 2-3 4 5-6 7-11 12 13-17 18-22
A — Acetato de etila; H — Hexano; M — Metanol
Volume da fase mével (mL): V; = 200; V, = 300; -
Vs = 400; V4 = 500; Vs = 800 i DPMZ
DPM-5 Esquema 4.14
60,0 mg
CC- silica gel (70-230 mesh)
h=293cm ®=10cm
H H:A H:A H:A H:A H:A A AM "
(98:2) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (1:2)
V3 V]_ V5 Vz V6 VA V2 Vl V1
1 2 3-17 18-20 21-37 38-41 42-43 44-45 46-48
A — Acetato de etila; H — Hexano; M — Metanol fr. 38-39 g oot N
Volume da fase moével (mL): V; = 30; V, = 40; I > '\ DPM-5.38 l\
V3 =50; V, = 70; Vs = 300; Ve = 340 fr. 331 fr. 361 o 20mg _~-
/" DPM-5.33 /" DPM-5.36 % l _
‘\._ 3omg _.'\_ 10mg _./ Substancia 15

—_———— ~_————

Substancia 13 Substancia 14

Esquema 4.13. Fracionamento cromatografico de DPM e DPM-5
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Tabela 4.11. Reuniéo das fragbes obtidas de DPM

Fracdes Reunidas Cadigo Massa (mg)

1-3 DPM-1 11,0
4 DPM-4 129,0
5-6 DPM-5 60,0

7-11 DPM-7 2754,0
12 DPM-12 772,0
13-14 DPM-13 773,0

15-17 DPM-15 1512,0
18 DPM-18 105,0
19 DPM-19 321,0
20-22 DPM-20 431,0

Tabela 4.12. Reuniao das fragfes obtidas de DPM-5

Fracdes Reunidas Cddigo Massa (mg)
1-2 DPM-5.1 2,0
3 DPM-5.3 1,0
4-6 DPM-5.4 3,0
7-8 DPM-5.7 1,0
9-19 DPM-5.9 1,0
20 DPM-5.20 3,0
21 DPM-5.21 3,0
22-23 DPM-5.22 4,0
24-29 DPM-5.24 3,0
30-31 DPM-5.30 2,0
32 DPM-5.32 1,0
33 DPM-5.33 3,0
34 DPM-5.34 1,0
35 DPM-5.35 1,0
36 DPM-5.36 1,0
37 DPM-5.37 5,0
38-39 DPM-5.38 2,0
40 DPM-5.40 1,0
41-44 DPM-5.41 3,0

45-48 DPM-5.45 2,0



A fracdo DPM-7 foi inicialmente fracionada em coluna em silica gel, conforme
demonstra o Esquema 4.14. Ao final desse fracionamento foram obtidas 36 fracdes

e a partir das fracbes 11-12 (DPM-7.11) foi possivel o isolamento de DPM-7.11.7.8
(7,0 mg) — Substancia 16.

DPM-7
2,759

CC - silica gel (70-230 mesh)

h=275cm & =3,6cm

H H:A H:A H:A H:A A AM AM AM AM
(9:1) (8:2) (7:3) (1) (9:1) (8:2) (7:3) (1) M
Vs Vs Vs Vs Vi Vi Vs Vs Vs Vs Vy
1 2-4 5-7 8-22 23 24-25 || 26-27 || 28-29 || 30-31 || 32-33 34-36
fr. 11-12 A — Acetato de Etila; H — Hexano; M — Metanol
Volume da fase mével (mL): V; = 200; V, = 300;
V3 =400; V4 = 600; Vs = 1000
DPM-7.11
121,0 mg
CC- silica gel (230-400 mesh)
h=39,0cm ®=15cm
Empacotada em DCM
D D:A D:A D:A D:A D:A A A:M M
(98:2) (95:5) (9:1) (8:2) (1:1) (8:2)
Vg Vs Vs V7 V, Vi V> Ve Vs
1-12 13-31 32-33 34-35 36-38 39 40-41 42-45 46-47
I fr. 713 A — Acetato de etila; D — Diclorometano; M — Metanol
| Volume da fase mével (mL): V; = 60; V, = 80; V3 =110;
V4 = 150; Vs = 200; Vg = 250; V7= 300; Vg = 400
DPM-7.11.7
13,0 mg
Coluna em Sephadex LH-20
300 mL MeOH
1-22

fr. 8—1ll

P
~
- ~

e e
( PPMTLLTE )— Substancia 16
~.__ 70mg ___-

Bl

Esquema 4.14. Fracionamento cromatografico de DPM-7



4.8. Ensaio antifungico
As atividades referentes ao ensaio antifangico foram realizadas no
Laboratério de Micologia da Coordenacdo de Sociedade, Ambiente e Saude do

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (CSAS/INPA).

4.8.1 Cepas testadas

Para os testes de sensibilidade antifangica foram utilizadas cepas dos fungos
Cryptococcus neoformans (VN1 PCNG6) e Candica albicans (ATCC 36232). A
preparacdo dos inoculos foi realizada de acordo com as normas do protocolo M27-
A3 da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2008) e o cultivo das cepas
foi feito em Sabouraud dextrose. Posteriormente, as células foram submetidas ao
processo de suspensdo em 5 mL de solucao salina estéril a 0,85 %. Em seguida,
foram quantificadas na camara de Neubauer através da leitura no microscopio optico
e, por fim, foram realizadas diluicbes da suspensédo-padrdo da levedura com meio

liquido RPMI 1640 para obter uma concentracao final de 2,5 x 10° células/mL.

4.8.2. Analise de microdiluicdo em caldo

Seis substancias isoladas a partir dos residuos madeireiros foram testadas
quanto a atividade antifingica com base na técnica de microdiluicio em caldo
determinada pela CLSI, protocolo M27-A3.

Para esse procedimento foram utilizadas placas de microdiluicdo estéreis com
96 pocos, com diluicdes seriadas das substancias, partindo da concentracdo 320
pug/mL, com incubagdo de 35 °C durante 24h, para determinar a concentracio

inibitéria minima (CIM) dessas substéncias. Apos esse periodo, foi realizada a leitura
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macroscopica da placa comparando-se 0s poc¢os do controle positivo (meio de
cultivo RPMI + indculo fungico) e os pocos contendo as substancias. Os resultados
foram analisados de acordo com o score de 0 a 4 observados para cada pogo
(Tabela 4.13).

A anfotericina B foi utilizada como droga padrdo de sensibilidade para os dois

tipos de fungos testados e os testes foram realizados em duplicata.

Tabela 4.13. Scores baseados na CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)

Score Legenda
0 opticamente claro (100 % de inibicdo de atividade)
1 crescimento indefinido (75 % de inibi¢céo)
2 reducdo proeminente de crescimento (50 % de inibicéo)
3 ligeira reducado do crescimento (25 % de inibi¢éo)
4 nenhuma reducéo do crescimento (sem atividade)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Substancias isoladas

Os estudos fitoquimicos com os residuos do cerne resultaram no isolamento e

identificacdo de dezesseis substancias (Quadro 5.1), sendo as substancias 1-5

isoladas a partir do extrato metanodlico de Tabebuia serratifolia, 6-12 dos extratos de

Acacia mangium e 13-16 do extrato metandlico de Dipteryx polyphylla.

A determinacdo estrutural dessas substancias foi realizada com base nas

técnicas de RMN unidimensionais (*H e **C) e/ou bidimensionais (COSY, HSQC,

HMBC e NOESY), aliada a espectrometria de massas de alta resolucao (EMAR).

Quadro 5.1. Substancias isoladas e identificadas nos residuos madeireiros

1: desidro-a-lapachona 2: desidro-iso-a-lapachona 3: a-lapachona

4: paulownina

5: cicloolivil

RO 6: R = CH3(CH,)nCO derivado do espinasterol
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Cont. Quadro 5.1. Substancias isoladas e identificadas nos residuos madeireiros

7. B-sitosterol

0] OMe 0

OH OH

10: metilparabeno

OH

HO I (@)
] OMe

13: 3’,7-dihidroxi-4’-metoxi-isoflavana
OH

HO I O
l OMe

15:; 2’,7-dihidroxi-4’-metoxi-isoflavana

8: estigmasterol

N OMe

OH
9: &cido 3-metoxi-
4-hidroxicinamico

11: 4-hidroxibenzaldeido

12: 3,4’,7,8-tetrahidroxiflavona

OH
OH

MeO I (0]
] OMe

14: 2’,8-dihidroxi-4’,7-dimetoxi-isoflavana

OH

16: 3’,8-dihidroxi-4’,7-dimetoxi-isoflavana

OMe
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5.2. Determinacéao estrutural das substancias isoladas em Tabebuia serratifolia

5.2.1. SUBSTANCIAS 1 (TSM-7.4.19) e 3 (TSM-7.4.22.17)

As substancias 1 (solido laranja, p.f. 139-140 °C, mancha azul em vanilina
sulfurica) e 3 (solido cristalino verde-liméao, p.f. 119-120 °C, mancha laranja em
vanilina sulfarica) foram obtidas apo6s o0s fracionamentos cromatograficos
apresentados no Esquema 4.3 (p. 57) e identificadas com base nos dados de RMN
de 'H e °C, espectrometria de massas e comparacéo com valores da literatura.

Os dados obtidos com os espectros de RMN das duas substancias foram
similares, exceto pela presenca de dois dubletos centrados em &y 6,66 (H-11) e &4
5,73 (H-12) com J = 10,0 Hz, 1H cada, indicando uma ligacdo dupla no espectro de
RMN de 'H de 1 (Figura 5.1), e sinais caracteristicos de grupos metilenos vicinais
em Oy 2,62 (H-11) e d4 1,82 (H-12), em tripleto (J = 6,6 Hz; 2H cada) no espectro de
RMN de 'H de 3 (Figura 5.2). Foram observados, ainda, sinais compativeis com a
presenca de quatro hidrogénios aromaticos [1: dy 8,10-8,08 (m, 2H, H-5 e 8), 7,72-
7,68 (m, 2H, H-6 e 7)], [3: 4 8,10-8,06 (m, 2H, H-5 e 8) e 7,70-7,67 (m, 2H, H-6 e 7)]
e dois grupos metilicos [1: &4 1,56 (s; 6H)], [3: 0n 1,44 (s; 6H)]. Ambos os espectros
de RMN de *3C (Figuras 5.3 e 5.4) mostraram sinais referentes a 15 carbonos,
incluindo os dois metilicos e os quatro aromaticos, além de dois sinais tipicos de
carbonilas, caracterizando, assim, um esqueleto de p-piranonaftoquinona (1,4-
piranonaftoquinona).

As analises dos espectros de massas de alta resolucdo (EMAR), modo
positivo de ionizacdo, evidenciaram os picos [M+H]" equivalente as moléculas

protonadas em m/z 241,0902, indicando a féormula molecular C,;5H;,03 para a
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substancia 1 (Figura 5.5) e em m/z 243,1029, indicando a féormula molecular
C1sH1403 para a substancia 3 (Figura 5.6).

Os dados espectrais obtidos para 1 e 3 (Tabela 5.1) sdo consistentes com 0s
dados apresentados por JACOME e colaboradores (2001) para as estruturas da
desidro-a-lapachona e a-lapachona, respectivamente. E importante ressaltar que as
naftoquinonas representam uma classe importante de metabdlitos secundarios,
apresentando grande variedade de atividades biolégicas, como antimaléarica
(CARNEIRO et al.,, 2016; MULLER et al., 2011), antimicrobiana (TAMAYO-

CASTILLO et al., 2013) e anticancer (DUCHOWICZ et al., EPIFANO et al., 2014).

1: desidro-a-lapachona 3: a-lapachona

Tabela 5.1. Dados de RMN de *H (400 MHz) e **C (100 MHz) das substancias 1 e 3 em CDCl,

1 3
NO
By B¢ By B¢

1 179,9 180,0
2 152,5 154,7
3 117,9 120,2
4 181,9 184,4
5 8,10-8,09 (m) 126,2 8,10-8,06 (m) 126,0
6 7,72-7,68 (m) 134,0 7,70-7,67 (m) 133,9
7 7,72-7,68 (M) 133,2 7,70-7,67 (m) 132,9
8 8,10-8,09 (m) 126,2 8,10-8,06 (m) 126,3
9 131,6 131,2
10 131,5 132,1
11 6,66 (d; 10,0) 115,5 2,62 (t; 6,6) 16,7
12 5,73 (d; 10,0) 130,9 1,82 (t; 6,6) 31,5
13 80,5 78,2
14 1,56 (s) 28,4 1,44 (s) 26,5
15 1,56 (s) 28,4 1,44 (s) 26,5

dem ppm (multiplicidade; J em Hz) 87
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Figura 5.1. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de 1 com expansées
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Figura 5.2. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de 3 com expanses

Current Data Parameters

NAME TSM-7.4.22.17
EXPNC 1
PROCHNO 1

FZz - Acgulisition Parameters
Date_ 2014

Time 5.15
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT cDC13

NS 16

Ds o]

SWH 5357.143 Hz
FIDRES 0.081744 Hz
AQ 6.1166935 sec
RG 1al

DW 93.333 usec
DE 6.50 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H

Pl 8.14 usec
PLW1 10.00000000 W
SEO1 400.1322199 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536

SE 400.1300091 MHz
WDW EM

SEB 0

LB 0 Hz

GB a

PC 1.00
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Figura 5.3. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) de 1

0 ppm

Current Data Parameters

NAME TSM-7.4.19
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisiticn Parameters
Time 4.42
TNSTRUM spect
PROBHD 5 mm PAEBI 1H/
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CDC13

NS 46728

DS 0

SWH 23148.148 Hz
FIDRES 0.706425 Hz
\e] 0.7077888 sec
RG 2050

DY 21.600 usec
DE 6.50 usec
TE 300.0 K
D1 0.10100000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUCl 13¢

P1 15.00 usec
PLW1 80.00000000 W
SFO1 100.6228293 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG[2 waltzl®
nNuc2 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.,00000000 W
PLW12 0.08180200 W
PLW13 0.06626000 W
SFoz 400,1316005 Mz
F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 100.6127676 MHz
WDW EM

S5B 0

LB 3.00 Hz
GB a

PC 1.40
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Figura 5.4. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) de 3

ppm

Current Data Parameters

NAME TSM-7.4.22.17
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters
Date 2014

Time 18.20
INSTRUOM spect
PRCBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CcDC13

NS 30720

Ds o]

SWH 23148.148 Hz
FIDRES 0.,706425 Hz
2O 0.7077888 s=ec
RG 2050

DW 21.600 usec
DE 6.50 usec
TE 300.0 K
D1 0.,10100000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
ngcl 13C

Pl 15.00 usec
PLW1 §0.00000000 W
SFOl 100.62282%3 MHz
======== CHANNEL £f2 ========
CPODPRG[2 waltzlé

nucz 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.08180200 W
PLW13 0.06626000 W
SFO2 400.1316005 MHz
F2 - Processing parameters
ST 32768

SE 100.6127677 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 3,00 Hz
GB a

PC 1.40
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Figura 5.5. Espectro de Massas de Alta Resolucéo de 1 (ESI, modo positivo)
Intens.] +MS, 6.5min #392
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Figura 5.6. Espectro de Massas de Alta Resolucéo de 3 (ESI, modo positivo)

92




5.2.2. SUBSTANCIA 2 (TSM-7.4.22.6)

A substancia 2 foi obtida de acordo com os fracionamentos apresentados no
Esquema 4.3 (p. 57), apresentando-se como um sélido amarelo, com p.f. 109-110
°C, absorcdo na luz UV 254 nm e mancha verde quando revelada em vanilina
sulfdrica.

O espectro de RMN de 'H de 2 (Figura 5.7) mostrou sinais de hidrogénio na
regido de aromaticos entre &y 8,10-8,07 (m, 2H, H-5 e 8) e 7,74-7,66 (m, 2H, H-6 e
7), cujos deslocamentos no espectro de RMN de **C foram observados entre 3¢
134,2-126,1 (Figura 5.8). A presenca de duas carbonilas foi evidenciada pelos sinais
em O¢c 182,3 e 177,7. Foram observados, ainda, dois duplos dubletos em &4 3,36 (J =
17,2 e 10,9 Hz, 1H) e 643,04 (J = 17,2 e 8,6 Hz, 1H), além de um terceiro em &y
542 (J = 10,9 e 8,6 Hz, 1H) que foram atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-2,
respectivamente.

Por fim, foi verificada a presenca de um grupo metileno terminal pelos
singletos largos em &y 5,13 e 5,01 e de um grupo metila em &4 1,81 (s, 3H), com
deslocamentos no espectro de RMN de **C em ¢ 114,0 (C-11) e 16,9 (C-12),
respectivamente.

Os dados de espectrometria de massas de alta resolugédo (modo positivo de
ionizag&o) sugeriram a formula molecular C15H1,03 para a substancia 2, com o pico
[M+H]" de m/z 241,0848 (Figura 5.9). Os dados espectrais obtidos foram
comparados com os da literatura (RIBEIRO et al, 2008) e sdo compativeis para a
estrutura da desidro-iso-a-lapachona, uma p-furanonaftoquinona encontrada na
madeira das espécies Tabebuia incana (OLIVEIRA et al., 1993), T. heptaphylla

(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al.,, 2003) e T. rosea (JOSHI et al, 1973),
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pertencentes a familia Bignoniaceae. Na Tabela 5.2 encontram-se o0s valores

experimentais de RMN de *H e **C obtidos para a substancia 2.

Tabela 5.2. Dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) de 2 em CDCl;

2: desidro-iso-a-lapachona

N0 6H 6(:
2 5,42 (dd; 10,9 e 8,6) 88,5
3,36 (dd; 17,2 e 10,9)

3 3,04 (dd; 17,2 € 8,6) 32,0

3a 141,7
4 182,3
4a 131,6
5 8,10-8,07 (m) 126,1
6 7,74-7,66 (m) 134,2
7 7,74-7,66 (m) 133,0
8 8,10-8,07 (m) 126,4
8a 124,0
9 177,7
9a 160,1
10 131,6

5,13 (sl)

11 5.01 (s 114,0
12 1,81 (s) 16,9

& em ppm (multiplicidade; J em Hz)
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WWXRE-LVOWOFIFINNACONRRLCOHAN AN MOOCOOROTNNNOdAD
O OO0 000 OM>MEHEE-WW WO dAd OO0 O OO Moo OO O Wm0
WMmmE®EEEE- DD ODOD DN ODEOONENmMMOMNOmM® oo
Current Data Parameters
NAME TSM-7.4.22.6
EXPNO 1
O MmO o WOl oo N NG oSO D [a\ o m o [ (e} o~ —
N NG Dn NO\ N O N @ O o o~ o o o~ MmN o >, PRCCNO 1
O OO Oy 0@ 0\ WOWD HoH NN A OO O WO [e)] O =t O - uy o) o
HrAd A OO OO OO0 O DO [~ = [~ [~ [~ [~ 0 A0\ KOO o) [se NN o0 oy (e} [e) [e) [en)
R R R R N N N T IR aoe T2 D Reauisition Faramerers
Date_ 20130214
=\ I\ 1T TTT ]
INSTRUM spect
PRCBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zqf
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 1le
DS 0
SWH 5357.143 Hz
FIDRES 0.081744 Hz
AQ 6.1166935 =sec
RG 161
oW 93.333 usec
DE 6.50 usec
‘\‘Nr iﬁwﬁ - 0’/| TE 300.0 K
M~ - A - D1 1.00000000 sec
@) - (b) o (c) - d) I~ TDO 1
T T T T T T T T T T 1
8.15 8.10 8.05 8.00 ) 775 1770 7.65 3.40 335 3.3 ) 3.05 3.0 | ==—==—== CHANNEL f1 ====-=—
NUC1 1H
Pl 8.14 usec
PLW1 10.00000000 W
SFO1 400.1322199 MHz
(a) (C) (d) F2 - Processing parameters
(b) ST 65536
SE 400.1300084 MHz
WDW EM
SSB o]
LB 0 Hz
GB o]
PC 1.00
— ” N u, i |JJ Yy

N o~ [=35=2k | [© M~

M~ ng "j". =

- N rirlo I L]
T T

| | | | | | | | | | | | | | | | | |
95 90 85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

Figura 5.7. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de 2 com expansées
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Figura 5.8. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) de 2

Current Data Parameters

NAME TSM-7.4.22.6
EXPNO 2
PROCNC 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20130214

Time 15.21
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zgpg30

TD 32768
SCLVENT cDC13

NS 15360

Ds o]

SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.7335%6 Hz
AD 0.6815744 sec
RG 812

DW 20,800 usec
DE 6.50 usec
TE 300.0 K
D1 0,10100000 sec
D11 0.03000000 =sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ==—====—==
Nocl 13C

Pl 15.00 usec
PLW1 §0.00000000 W
SFol 100.6228293 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG[2 waltzlé
nacz 1H
PCPD2 90.00 usec
PLW2 lo0.00000000 W
PLW1Z2 0.08180200 W
PLW13 0.06626000 W
SFOo2 400.1316005 MHz
F2 - Processing parameters
ST 32768

SE 100.6127671 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 3.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Figura 5.9. Espectro de Massas de Alta Resolucéo de 2 (ESI, modo positivo)
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5.2.3. SUBSTANCIA 4 (TSM-14.16.15.9.16)

A substancia 4 foi obtida conforme o fracionamento cromatografico descrito
pelo Esquema 4.5 (p. 63) e apresentou-se como soélido amarelo, com p.f. 78,3-81,0
°C, absorcdo na luz UV 254 nm e mancha cinza apés revelacdo com vanilina
sulfarica. Sua identificacéo foi realizada com base nos experimentos de RMN 1D (*H
e 13C), 2D (COSY, HSQC e HMBC), espectrometria de massas e por comparacao
com dados reportados na literatura.

O espectro de RMN de *H (Figuras 5.10-11) evidenciou a presenca de seis
sinais de hidrogénio aromatico na regido entre &4 6,95-6,79, cujos deslocamentos no
espectro de RMN de *3C (Figura 5.12) foram observados entre &¢c 120,1-106,9. As
correlagdes de cada hidrogénio ligado diretamente ao carbono foram atribuidas por
meio de observacdes no experimento de HSQC (Figura 5.13).

Dois singletos observados no espectro de RMN de 'H em &4 5,99 e 5,96,
ambos integrando para 2H, aliados aos sinais no espectro de RMN de **C em ¢
101,3 (C-10’) e 101,1 (C-10) caracterizaram dois grupos metilenodioxi. Foram
observados, ainda, através do espectro RMN de 'H, sinais tipicos de um anel
furofuranico de lignana, onde os deslocamentos em &y 4,53 (dd, J = 9,2 e 8,1 Hz,
1H) e 3,85 (dd, J = 9,2 e 6,1 Hz, 1H) foram atribuidos aos hidrogénios oximetilénicos
(H-9) e 644,06 e 3,92 (d, J = 9,4 Hz, 1H cada) atribuidos aos atomos de hidrogénio
H-9'. Os hidrogénios oximetinicos (H-7/H-7’) foram observados em 844,86 (d, J =5,0
Hz, 1H) e dy 4,83 (s, 1H), respectivamente. No mapa de contorno de COSY (Figura
5.14) foi possivel confirmar esses acoplamentos.

O mapa de contorno de HMBC (Figura 5.15) mostrou, entre outras

correlagdes, as do hidrogénio em &y 4,86 (H-7) com os carbonos em &¢ 129,1 (C-1),
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60,4 (C-8), 91,6 (C-8) e 71,6 (C-9). O hidrogénio em &y 4,83 (H-7’) correlacionou
com o carbono em &¢ 134,6 (C-1’), 120,1 (C-6’) e 107,4 (C-2).

A andlise do espectro de massas de alta resolucdo (modo positivo de
ionizag&o) de 4 indicou os picos [M+H]" m/z 371,1116 e [M-H,O+H]" m/z 353,1014,
sugerindo a férmula molecular C,oH1807 (Figura 5.16).

Os valores observados nos espectros de RMN da substancia 4 mostraram-se
similares aos apresentados por LAGGOUNE e colaboradores (2011) para a lignana
paulownina e sdo mostrados na Tabela 5.3. Esta lignana foi isolada e identificada
pela primeira vez na madeira de Paulownia tomentosa (TAKAHASHI e NAKAGAWA,
1966), sendo isolada no género Tabebuia apenas em uma espécie, T. incana

(OLIVEIRA et al., 1993).
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4: paulownina

Tabela 5.3. Dados de RMN da substancia 4 em CDCl;

N 5, (500 MHz) 5c (75 MHz) HMBC
1 129,1
2 6,95 (d; 1,7) 106,9 C-3,C-6,C-7
3 147,3
4 148,0
5 6,85 (d; 8,0) 119,8 C-1,C4
6 6,87 (dd; 8,0 e 1,7) 108,6 C-1,C-2,C-4,C-7
7 4,86 (d; 5,0) 85,8 C-1,C-8,C-9, C-8&
8 3,07 (ddd; 8,0; 6,1 e 5,0) 60,4 C-1,C-8
9eq 3,85 (dd; 9,2 e 6,1)
9ax 4,53 (dd; 9,2 e 8,1) 71,6 C-7.C8
10 5,96 () 101,1 C-4
1 134,6
2 6,92 (d; 1,6) 107,4 C-7
3 147,9
q 148,2
5’ 6,80 (d; 8,0) 108,2 c-1’, C-3', C-6’
6’ 6,88 (d; 8,0 e 1,6) 120,1 C-2,C-4,C-7
7 4,83 (s) 87,5 C-1’, C-2, C-¢’
8 91,6
9eq 3,92 (d; 9,4) ,
9o 406 (d 9.4) 74,8 C-7,C-8,C-8
10° 5,99 (s) 101,3 Cc-4

& em ppm (multiplicidade; J em Hz)
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Figura 5.10. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de 4

Current Data Parameters

NAME 500MHZ_TMS—-14.164
EXPNO 1
PROCHNC 1

F2 - Acqguisition Parameters
Date 20160224
Time 11.03 h
INSTRUM spect
PROBHD 2119470_0223
PULPROG zZg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2

SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.152588 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 187.25

DW 50.000 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H

Pl 2.40 usec
PLW1 20.322995995 W
F2 - Processing parameters
51 131072

SF 500.1300102 MHz
WDW EM

S8B Q

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Figura 5.11. Expansdes correspondentes aos picos indicados pelas letras a-e no espectro de RMN de *H de 4
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Figura 5.12. Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCls) de 4

Current Data Parameters

MAME TsM-14.16.15.9.1%6

EXPNO 2

PROCHNO 1

F2 — Acquisition Parameters

Date_ 20141127

Time 10.43

INSTRUM FOURIER300

PRCBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zgpg30

TD 65536

SOLVENT CDC13

NS 8122

D3 Q

SWH 24414.063 Hz

FIDEES 0.372529 Hz

AQ 1.3421773 sec

RG 501.187

DW 20.480 usec

DE 10.00 usec

TE 294.6 K

Dl 1.00000000 sec

Dl1 0.03000000 sec

D31 0.00000875 sec

D40 0.03178120 sec

Ld 40

LS 28

P32 20.00 usec

TDO 1
==== CHANNEL fl ========

SEO1 75.4966728 MHz

NUCl 13c¢

Pl 8.75 usec

PLW1 50.00299835 W

CHANNEL f£2 ==
300.2012008 MH=z

SFO2

Nuc2 1H
CFDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90,00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 — Processing paramsters
SI 32768

SE 75.4853500 MHz
WDW EM
S5SB 4]

LB 1.00 Hz
GB o

PC 1.40
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Figura 5.13. Mapa de contorno de HSQC (300/75 MHz, CDCI3) de 4

Current Data Farametersa

HNEME TEM-14.14.15.%.14
EXFPNC 5
FROCMD 1

FZ - Reguisition Parametersa
Time 11.35
INZTELM FOURIER200
FROEHLD 5 mm DUL 13¢-1
FULEROG hagegpph

D 1024
SOLVENT oDla

Ns 32

st 14

SWH 3051.758 Hs
FIDRES 2520232 Hs
Lo 018777228 see
R 501.187

oW 163,840 vaes
DE 10.00 vase
TE 2%7.5 K
CMST2 145.0000000

Do 0.00000300 aew
ol 1.50000000 aax
D 0.00172414 ae<
©ll 0.02000000 aax
D1z 0.00000400 aex
Dl% 0.00020000 aas
D3l 0.00000825 aew
D32 0.00001650 aax
D33 0.00000%30 aew
D24 0.00001260 aax
D38 0.00100000 aex
D37 0.00000053 aax
D3& 0.00002000 aew
D4z 0.00000105 aax
D43 0.00002250 aso
D44 0.00120000 aas
D45 0.00051614 aax
I00 0.00004000 aan
1.4 1%

P25 75.00 vase
======== (HRMNNEL fl ========
SEOL 300.1212007 MH=
MLzl 1H

Fl 2.25 usec
FZ 16.50 uaee
FLW1 20.,00000000 W
======== CHREMNEL {2 ========
SEO2 T5.4R55207 MH=
M2 1ac¢
CFDFRG[Z garp

FZ 5.30 uvaes
Fd 18,60 uaee
FCED2 75.00 nase
FLWZ S0.00000000 W
FLW1Z 0.203525%58 W
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Figura 5.14. Mapa de contorno de COSY (300 MHz, CDCI3) de 4

ppm

Current Data Paramsters

NAME TSM-14.16.15.9.1%
EXPNO 3
PROCHO 1

Fz - Acquisition Parameters
Time 16.09
INSTRUM FOURIERZO0
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROCG cosygpgft

TD 2048
SOLVENT CDC13

NS 1

Ds 8

SWH 6103.51¢ Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 55,4185

Dw 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 296.1 K

oo 0.00000300 =ec
D1 Z2.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
Dlg 0.00020000 a=c
ING 0.00016380 =sec
======== CHANNEL fl ========
SEFO1 300.1818047 MHz
NUC1 1H

PO 8.25 usec
Pl 8.25 usec
PLW1 20.00000000 W
====== GRADIENT CHANNEL =
GPHNAM([1] EECT.1
GPZ1 10.00 %
Ple 1000.00 usec

Fl - Acquisition paramsters

TD
SFOoL
FIDRES
SW
FnMODE

123
300.1818 MHz
47.695362 Hz
20.338 ppm
QF
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Figura 5.15. Mapa de contorno de HMBC (300/75 MHz, CDCl3) de 4

25
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Ccurrent Data Farameters

NAME TaM-14.16.15.9.1¢
EXFMNO o
FROCHO 1

F2 - Boguisiticon Parasmeters
Tim= le.22
INAETRUM FOURIER300
FEROEHD £ mm DUL 13c-1
PULPROG hmbcgplpndgf

D 2048
SOLVENT cDC1l3

& 224

D& 14

SWH 3051.758 Hz
FIDRES 1.4%011¢ Hz
X3 0,.3355442 =zec
R £01.187

DwW 163,840 usec
DE 10.00 usec
TE 295.8 K
CHAETZ 145.0000000
CHATLSE 10.,0000000

n3y] Q. 00000300 sec
Dl 1.50000000 =z=c
D2 0.003244228 zeo
D# Q.05000000 ==c
Dlé QL.00020000 sec
D31l 0.00000825 =ec
D3z 0.00001650 ses
D33 0.00000%30 ssc
D3é 0.00100000 =zec
D38 0.00002920 zec
IN0 0.000029280 zec
======== CHANNEL fl ========
SFol 300.1812007 MH=
NuUcl 1H

Fl 2.25 usec
EZ 16.50 uszec
FLWLl 20,00000000 W
======== CHANNEL fz ========
AFO2 T75.4878547 MH=z
NUCz 1l3c

B3 9.30 usec
BFLWZ2 E0.00000000 W
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Figura 5.16. Espectro de Massas de Alta Resolucéo de 4 (ESI, modo positivo)
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5.2.4. SUBSTANCIA 5 (TSM-14.16.27.8s)

A substancia 5, um solido branco amorfo com p.f. 164-166 °C, apresentou em
CCD absorcao na luz UV 254 nm e mancha marrom apdés revelacdo com vanilina
sulfurica. Sua obtencédo encontra-se descrita nos Esquemas 4.4 e 4.6 (p. 60, 65) e a
identificacdo foi realizada com base na anélise dos dados de RMN 1D [*H (Figuras
5.17-5.18) e *C (Figura 5.19)], 2D [COSY *H-'H (Figura 5.20), HSQC (Figura 5.21),
HMBC (Figura 5.22) e NOESY (Figura 5.23)], espectrometria de massas e
comparacao com os dados reportados na literatura.

O espectro de RMN de *H indicou a presenca de cinco atomos de hidrogénio
aromatico, cujas constantes de acoplamento permitiram distribui-los em dois anéis
distintos. O duplo dubleto observado em 646,66 (J =8,0 e 1,9 Hz, 1H, H-6) acoplado
com os sinais em dubleto em &4 6,75 (J = 8,0 Hz, 1H) e 6,70 (d, J = 1,9 Hz, 1H)
foram atribuidos aos hidrogénios de um anel 1,3,4-trissubstituido. O segundo
conjunto de sinais em &y 6,62 (s, 1H) e 6,18 (s, 1H) sugeriram a presenca de um
anel 1,2,4,5-tetrassubstituido, que, aliado aos demais sinais observados,
caracterizaram uma lignana com esqueleto do tipo ariltetralina.

Os sinais em &y 4,02 (d, J = 11,7 Hz, 1H) e 2,03 (ddd, J = 11,7; 4,2 e 2,6 Hz,
1H) foram atribuidos aos hidrogénios metinicos H-7 e H-8, respectivamente. O mapa
de contorno de COSY confirma a correlacéo desses dois hidrogénios e a magnitude
da constante de acoplamento entre eles (11,7 Hz) indica uma interacao do tipo axial-
axial, justificando uma configuragao trans.

O mapa de contorno de HSQC mostrou a correlacdo dos hidrogénios em &y
3,21 e 2,61 (d, J = 16,7 Hz, H-7’) com o carbono em &¢ 38,5 (C-7’), caracterizando
um grupo metileno. Foi possivel observar também, a correlacdo de dois grupos

metilenos carbindlicos em &4 3,78 e 3,59 (d, J = 11,1 Hz, H-9’) com o carbono em &¢
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68,0 (C-9’) e &4 3,81 (dd, J = 11,1 e 2,6 Hz, H-9) e 3,58 (dd, J = 11,1 e 4,2 Hz, H-9)
com o carbono em &¢ 59,4 (C-9). No mapa de contorno de HMBC foi observada uma
correlacdo do hidrogénio em &y 4,02 (H-7) com o carbono em &¢ 59,4, fato que
permitiu atribui-lo a C-9. Assim, o segundo grupo CH,OH (&¢ 68,0) foi posicionado
em C-8'.

Foram observados, ainda, dois sinais caracteristicos de metoxilas pelos
singletos em &y 3,79 e 3,77, confirmados pelos sinais no espectro de RMN de *3C e
HSQC em 8¢ 55,1 e 54,9, respectivamente. O correto posicionamento das metoxilas
foi realizado com base nos experimentos de NOESY, o qual mostrou uma interacéo
espacial entre os &tomos de hidrogénio da metoxila em &y 3,79 (3’-OMe) com H-2’
(64 6,62) e em & 3,77 (3-OMe) com H-2 (64 6,70).

O espectro de massas de alta resolucdo (modo negativo de ionizacdo) da
substancia 5 indicou o pico da molécula desprotonada [M-H]" m/z 375,1567,
sugerindo a formula molecular C,oH2407 (Figura 5.24), compativel para a estrutura
da lignana cicloolivil.

Os dados espectrais obtidos para esta substancia sdo mostrados na Tabela
5.4 e foram similares aos reportados por PINHEIRO e colaboradores (2004), que
isolou e identificou o cicloolivil na espécie Strychnos guianensis (Loganiaceae). No
género Tabebuia héa relatos do isolamento dessa lignana na madeira das espécies T.
heptaphylla (SHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2003), T. incana (OLIVEIRA et al.,

1993) e T. ochracea (ZANI et al., 1991).
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5: cicloolivil

Tabela 5.4. Dados de RMN de *H (400 MHz), **C (100 MHz) e HMBC de 5 em MeOD

N 3 Sc HMBC
1 137,2
2 6,70 (d; 1,9) 112,5 C-3, C-4, C-6, C-7
3 147,7
4 144,7
5 6,75 (d; 8,0) 114,6 C-1, C-3, C-4
6 6,66 (dd; 8,0 e 1,9) 122,2 C-2,C-4
7ax 4,02 (d; 11,7) 43,5 C-1, C-1’, C-2, C-6, C-8, C-9
8ax 2,03 (ddd; 11,7, 4,2 € 2,6) 46,2 C-1, C-7,C-9
3,58 (dd; 11,1 € 4,2) :
9 3,81 (dd; 11,1 e 2,6) 594 c8.C8
1 132,1
2 6,62 (S) 111,6 c-1’, C-3, C-4", C-7’
3 146,1
4 143,9
5’ 6,18 (d; 0,88) 115,9 C-3', C-6', C-7
6’ 125,0
7’ax 2,61 (d; 16,7) , , , , ,
Teq 321 (d 167) 38,5 c-1’, C-2’, C-6’, C-8, C-8', C-9
8’ 73,6
, 3,59 (d; 11,1) : :
9 378 (0. 11.1) 68,0 C-7',C-8, C-8
3-OMe 3,77 (s) 54,9 C-3
3-OMe 3,79 (s) 55,1 C-3

0 em ppm (multiplicidade; J em Hz)
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Current Data Parameters

TSM-14.16.27.8

1
PROCHNO 1
F2 - Acgulsition Parameters
Date_ 20130214
Time 5.46
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zgoppr
TD 65536
SOLVENT MeOD
NS 16
DS 0
SWH 5357.143 Hz
FIDRES 0.081744 Hz
RO 6.1166935 sec
RG 64
D 93.333 usec
DE 5.50 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUCL 1H
Pl 8.14 usec
PLWL 10.00000000 W
(@) (©) PLWS 0.00002650 W
(d) SFOL1 400,1319426 MH=z
F2 - Processing parameters
ST 65536
SE 400.13200099% MH=z
WDW EM
SS5B 0
LB 0 Hz
(b) GB 0
PC 1.00
(e)
] 1 |

W (| [S (= =]

Slo|=|S|a = =
R D e I D L I B
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 5.17. Espectro de RMN de *H (400 MHz, MeOD) de 5
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Figura 5.18. Expans6es correspondentes aos picos indicados pelas letras a-d no espectro de RMN de *H de 5
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Figura 5.20. Espectro de RMN *3C (100 MHz, MeOD) de 5

ppm

Current Data Parameters

NAME TSM-14.16.27.8
EXPNC 2
PROCHNO 1

F2 - Acqguisition Parameters
Date_ 20130214

Time 5.50
INSTROM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT MeCD

NS 13312

DS o]

SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.733596 Hz
2O 0.6815744 sec
RG 1150

DW 20.800 usec
DE &.50 usec
TE 300.0 K
D1 0.10100000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
NUC1 13C

Pl 15.00 usec
PLW1 80.00000000 W
SFol 100.6228293 MHz
= === CHANNEL f2 =
CPDPRG[2 waltzlé

Nocz 10
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.08l1l80200 W
PLW13 0.06626000 W
SFO2 400.1316005 Moz
F2 - Processing parameters
S1 32768

SF 100.6127690 MHz
WDW EM

S5B o]

LB 3.00 Hz
GB o]

BPC 1.40
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: U # ppm

Current Data Parameters

NAME TEM-14.16.27.8
1.0 EXPNO 100
PROCNC 1

F2 - Acquisition Parameters

[ Date_ 20130323
1 -5 Time 9.47
INETRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULFPROG cosygpprgf
@ 2.0 D 4096
- SOLVENT MeOD
NS 1@
ok 1@
SWH 5357.143 Hz
ol -25 FIDRES 1.307896 Hz
AQ 0.3822933 zec
J RG 64
@ oW 93.333 usec
DE 6.50 ussc

- 3.0 TE 300.0 K

Do 0.00000300 =mec

Dl 1.00000000 =sec

oll 0.03000000 sec

_3 5 olz 0.00002000 sec
- Dlg 0.00020000 sec

INO 0.00018665 gec

— NUCl 1H
4'0 4.07

BO usec
Pl 8.14 ussc
PLW1 10.00000000 W
PLWY 0.00002650 W
4.5 sral 400.1519413 MHz
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM([1] SMSQLl0.100
GPZ1 10.00 %
—5.0 Pl 1000.00 usec
Fl - Acquisitien parameters
TD
_5 5 SFOl 400.1319 MHZ
v FIDRES 20.926340 Hz
sW 13.388 ppm
, FnMODE QF
— F2 - Processing parameters
g 6.0 sI 1024
@ SF 400.1299971 MHzZ
g WDW SINE
55B [¢]
- 6.5 LB 0 Hz
It GB 0
PC 1.00
[ Fl - Processing parameters
7-0 5T 1024
MC2 QF
SF 400.1299981 MHzZ
L L B L I L L B L L oW SINE
55B [¢]

LE 0 Hz

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 ppm = 0

Figura 5.20. Espectro de COSY (400 MHz, MeOD) de 5
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Figura 5.21. Mapa de contorno de HSQC (400/100 MHz, MeQOD) de 5

2.0 ppm

Current Data Faramsters

NAME TSM-14.16.27.8
EXBHO 200
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130323
Time 1l.2¢
INSTRUM spect
FROEBHD 5 wmm FREBL 1H/
PULPROG hagestop

™D 4096
SOLVENT M£0D

ok 32

g 16

SWH £357.,14% Hz
FIDRES 1.307896 Hz
RO 0.3822933 sec
RG 2050

DW 93.333 us=c
DE 6.50 usec
TE I00.0 K
CHETZ 145.0000000

Do 0.00000200 sec
Dl 1.00000000 sec
Dd 0.00172414 =sec
D11 0.03000000 ssc
Dlé 0,00020000 sec
o 0.00002160 sec
ZGOPTHS

Pl 2.14 usec
P2 lé.28 uszec
pa2g 1000.00 usec
PLWL 10.00000000 W
BFOL 400,131%413 MHZ

—== CHANNEL f2 ========

CPDFRG[2 garp
nucz 13¢

P2 15.00 usec
Pd 30,00 usec
PCPD2 80.00 usee
PLW2 20.00000000 W
PLW1Z 2.81250000 W
BFO2 100.6203150 MH=z

====== GRADIENT CHRNNEL =====

GPIAM[L] aM20l0.100
GPNRM[Z] BMEQLOL.100

Gpzl 20.00 8
GPz2 20.10 %
Pl¢ 1000,00 nsec
Fl - Acquisition parameters
D

SFoL 100,620% Mz
FIDRES 50.401062 Hz
oW 230,000 ppm
FuMODE Echo-Antiecho

F2 - Processing paramsters
oI 4096

&F 400.1200089 MHz
WDW QLINE

BEB 2

LB 0 H=z

GB 0

FC 1,00
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Figura 5.22. Mapa de contorno de HMBC (400/100 MHz, MeOD) de 5

Current Data Parameters

MAME TEM-14.16.27.8
EXPHO 200
PROCHG 1

FZ - Acquisition Farameters
Date_ 20130323

Time 14.40
INSTRUM zpect
FROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hmbegplpndgf

D 4096
SOLVENT MeOD

NE 128

D& 16

SWH 5357.143 Hz
FIDRES 1.3078396 Hz
AQ 0.3822933 sec
RG 2050

DW 93,333 usec
DE 6.50 usec
TE 300.0 K
CHETZ 145.0000000
CHMSET13 10.0000000

Do 0.00000200 gec
Dl 1.00000000 sec
Dz 0.00344828 gec
D& 0.05000000 sec
Dle 0.00020000 sac
IO 0.00002080 sec
======== CHANHEL fl ========
Nucl 1H

Pl 8.14 usec
F2 16.28 usec
PLWL 10.00000000 W
SFO1 400.1319413 MHz
======== CHANNEL £f2 ========
NUCZ 13c

F3 15.00 usec
PLWZ 80.00000000 W
SFO2 100.6228293 MHz
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1] SME010.100
GPNAM[Z2] SMsQ10.100
GPNAM[3] SME010.100

GPEL 50.00 %
GPZZ 30.00 %
GPEZ 40.10 %
Ele 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
TD 256

SFO1 100.6228 MHz
FIDRES 93.%0023% Hz
SW 23%.897 ppm
FnMOoDE QF

FZ - Frocessing parameters
fehs 1024

SF 400.1300078% MHz
WDW SINE

S5B 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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Figura 5.24. Espectro de Massas de Alta Resolucéo de 5 (ESI, modo negativo)
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5.3. Determinacéo estrutural das substancias isoladas em Acacia mangium
5.3.1. SUBSTANCIA 6 (AMH-8.6)

A substancia 6 apresentou-se como um sélido branco amorfo e foi obtido
conforme o Esquema 4.7 (p. 67). Sua identificacdo foi realizada por meio dos
experimentos de RMN de *H (Figura 5.25), *3C (Figura 5.26) e HSQC (Figuras 5.27 e
5.28) e posterior comparacdo com a literatura.

O espectro de RMN de 'H dessa substancia apresentou perfil tipico de
esteroide, onde foi possivel observar, entre outros sinais, valores referentes a seis
metilas entre &4 1,03-0,55 e trés hidrogénios olefinicos em &y 5,16 (dd, J = 15,1 e
8,7, 1H), 5,03 (dd, J = 15,1 e 8,7, 1H) e 5,15 (sl, 1H).

No espectro de RMN de **C foi possivel visualizar sinais referentes a quatro
carbonos olefinicos em o¢c 139,5 e 117,3, &¢c 138,2 e 129,4, indicando duas
insaturacbes (C-8/C-7 e C-22/C-23, respectivamente). O sinal em &¢c 73,2 foi
atribuido ao carbono carbindlico (C-3) do esteroide. Com o experimento de HSQC
observou-se a correlagdo direta desse carbono com o hidrogénio em 4,70 (m, 1H),
sugerindo a presenca de uma cadeia lateral em C-3, tendo em vista a presenca do
sinal em d¢c 173,5 no espectro de RMN de '3C e o valor do deslocamento do
hidrogénio carbindlico ser mais desprotegido quando comparado com um
substituinte hidroxila.

Assim, uma analise mais detalhada nos espectros de RMN mostrou a
presenca de um grupo metilico em &y 0,88 (t; 7,1) correlacionando com o carbono
em 0y 14,2 e sinais caracteristicos de hidrogénios metilénicos o e B carbonilicos. No
entanto, somente com esses experimentos nao foi possivel determinar
completamente a identidade da cadeia lateral, sendo possivel identificar somente o

esqueleto principal desse esteroide.
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Dessa maneira, dados espectrais obtidos para o esteroide presente em 6

mostraram-se similares aos apresentados por RAGASA e LIM (2005) para o

esteroide conhecido como espinasterol e podem ser visualizados na Tabela 5.5.

RO

Tabela 5.5. Dados de RMN de **C (150 MHz, CDCls) da substancia 6

R = H: espinasterol
R = CH3(CH2),CO 6: derivado esterificado do espinasterol

Ne° 50 Ne 6C
1 36,9 16 28,7
2 31,9 17 55,8
3 73,2 18 12,3
4 39,4 19 13,0
5 40,1 20 40,9
6 29,7 21 21,5
7 117,3 22 138,2
8 139,5 23 1294
9 49,3 24 51,3
10 34,2 25 31,9
11 21,4 26 19,0
12 39,4 27 19,0
13 43,4 28 25,4
14 55,1 29 14,1
15 23,0
dem ppm
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Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

F2
Date_
Time
INSTRUM
PRCBHD
PULPROG
TD
SOLVENT

8.0

8.

5

7.5

70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25

2.0

1.5

1.0

0.5

Figura 5.25. Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCIls) de 6 com expansées

ppm

Loretta AMH-8-¢
1
1

— Accguisition Parameters

20130323
9.58
spect
5 mm CPTCI 1H-
zg
65536
CDC13
8
0
10416.6067 Hz
0.158946 Hz
3.1457281 sec
10
48,000 usec
10.00 usec
298.2 K
2.00000000 sec

CHANNEL fl ========
7.00 usec
8.39929962 W

600.233%9070 MHz

— Processing parameters

65536
600.2299746 MHz
EM
0
0 Hz
0
1.00
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Figura 5.26. Espectro de RMN de *3C (150 MHz, CDCl5) de 6

Current Data Parameters

NAME Loretta AMH-8-6
EXPNC 2
PROCNOC 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20130323

Time 9.59
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
PULPRCG zgpg30

TD 32588
SOLVENT CDC13

N3 18877

DS 0

SWH 34722.223 Hz
FIDRES 1.065491 Hz
AQ 0.4692672 sec
RG 203

DW 14.400 usec
DE 18.00 usec
TE 298.2 K

D1 0,10001000 sec
D11 0.03000000 sec
======== CHANNEL fl ========
NUC1 13C

Pl 10,10 usec
PLW1 127.00000000 W
SEC1 150.9441533 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG[2 waltzle

Nucz 1
PCPD2 70.00 usec

PLW2 8.39292062 W

PLW12 0.08886900 W
PLW13 0.04354600 W
SFO2 600.2324009 MH=z
F2 - Processing parameters
ST 32768

SE 150.9279432 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 3.00 Hz
GB 0

BC 1.40
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Figura 5.27. Mapa de contorno de HSQC (600/150 MHz, CDCI;) de 6

Current Data Parameters

HEME Loretta RMH-8-6
EXPHO 200
PROCHO 1
F2 - Requisition Parameters
Date_ 20130323
Time 14.49
INSTRUM spect
PROEHD 5 mm CPTCT 1H-
PULPROG hagoetgp

4096
SOLVENT cpels
Mg 32
Ds 16
SWH 10416.667 Hz
FIDRES 2.543132 Hz
AQ 0,1966080 sec
R 181
DW 48.000 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
CHETZ 145.0000000
oled 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
D4 0.00172414 sex
Dll 0.03000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sex
o 0.00001385 sec
EGOPTHS

HANNEL £1

wocl 1
Pl 7.00 usec
P2 14.00 usex
P28 2000.00 usec
PLWL 8.39999962 W
sFoL €00.2339070 MHz

CPDPRG[2
woc2

= GRARDIENT CHANNEL =

CHANNEL £2

10.10 usec

20.20 usec

70.00 usec
132.00000000 W
2,74799991 W

150.9430463 MHz

GPIAM[1] 5MsQL0.100
GPHAM[2] SME010.100
GPZl 80.00 §
GRL2 20.10 &
Plé 1000.00 uses
Fl - Bcquisition parameters
TD

SFOL 150,943 MHz
FIDRES 140.850357 Hz
sw 238.883 ppm
FnMoDE Echo-Rntischo

F2 - Processing paramsters
ST

sF 600.2299757 MHz
WD QSINE

EEE 2

LE 0 Hz

GB o

pa 1.00

Fl - Processing parameters
ST

Me2 echo-antiecho

sF 150.9279569 MHz
WDW QEINE

EEE 2

LB 0 Hz

GB )
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Figura 5.28. Expanséao do mapa de contorno de HSQC (600/150 MHz, CDCl3) de 6

ppm
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5.3.2. SUBSTANCIAS 7 € 8 (AMM-7.19)

O sdélido AMM-7.19 foi obtido de acordo com os fracionamentos apresentados
no Esquema 4.9 (p. 71), apresentando-se como um solido branco cristalino e
mancha roxa quando relevado em vanilina sulfarica. A avaliacdo em CCD indicou a
presenca do [-sitosterol por meio de comparacdo com amostra padrdo desse
esteroide e para confirmagdo da presenca de outros esteroides na amostra, foi
efetuada a anélise dos dados de RMN de *H (Figura 5.29) e **C (Figura 5.30).

O espectro de RMN de *H mostrou um sinal em &y 5,16 que foi atribuido ao
hidrogénio olefinico H-6 e um multipleto em &y 3,59 referente ao hidrogénio ligado ao
carbono carbindlico (H-3). Os multipletos observados em &4 5,30 e 5,05 séo
caracteristicos dos hidrogénios olefinicos H-23 e H-22, respectivamente, cujos
deslocamentos no espectro de RMN *3C foram observados em 3¢ 138,4 e 129,6 e
sdo compativeis com a estrutura do estigmasterol. No espectro de RMN de **C, o
sinal observado em &¢ 71,2 foi atribuido ao carbono carbindlico (C-3) e os sinais em
0c 139,8 e 117,7 foram atribuidos aos carbonos da dupla ligagéo entre C-5 e C-6 da
mistura dos esteroides. Assim, o sélido obtido na fracdo AMM-7.19 revelou-se como

uma mistura dos esteroides B-sitosterol (7) e estigmasterol (8).

7: B-sitosterol 8: estigmasterol
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W %

1.6978
1.6234
1.5720

4492

—

IS

4136

1.3778
1.3308
1.2604

1
1

=
T——

1355

1.0887
1.0353
0.9341

0.8437
0.8073

.

Current Data Parameters

NAME AMM-T7.19
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130816
Time 9.32
INSTRUM FOURIER3QO
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2

SWH 6103.51¢6 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.368709%1 sec
RG 31.623

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 296.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== (CHANNEL f] ========
SFO1 300.1818537 MHz
NUC1 1H

Pl .25 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SE 300.180001¢ MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

NS o e N e QW

- (o o - wnloew ‘O_ wi|o|N
| | | | | | | | | | | | | | | | |
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Figura 5.29. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl3) da misturade 7 e 8
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26.3802
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Figura 5.30. Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) da mistura de 7 e 8

Current Data Parameters

NAME AMM-T7.19%
EXPHNO 3
PROCNO 1

FZ2 - Acguisition Parameters
Time 15.05
INSTRUM FOURIER300
PROEHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg 30

TD 65536
SOLVENT CDC13

N3 2487

Ds 4

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.372529% Hz
AQ 1.3421773 sec
R 501.187

DWW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.9% K

D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 =ec
D31 0.00000875 sec
D40 0.02898005 sec
L4

L5 57

P32z 50.00 usec
TDO 1

CHRNNEL fl =
75.4878687 MHz
13¢
&.75 usea
50.00299835 W

== CHANNEL fZ ====
300,1812007 MHz
1H
waltzlé
90.00 usec
20.00000000 W

PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
S5I 32768

SF 75.4803055 MH=z
WDW EM

33B 9]

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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5.3.3. SUBSTANCIA 9 (AMM-7.13.10.6.6)

A substancia 9 caracterizou-se como um sélido branco amorfo, apresentando
fluorescéncia na luz UV (254 e 365 nm) e mancha lilas apds revelacdo em vanilina
sulfurica, sendo obtida de acordo com o Esquema 4.9 (p. 71).

No espectro de RMN de 'H (Figura 5.31) foi possivel observar sinais
referentes a trés hidrogénios aromaticos entre &y 7,08-6,91, além dos
deslocamentos de hidrogénios olefinicos em &4 7,61 (d, J = 15,9 Hz, 1H) e 6,29 (d, J
= 15,9 Hz, 1H). Essa constante de acoplamento indicou haver uma ligacdo dupla
trans dissubstituida na molécula. Adicionalmente, foi detectado um sinal de metoxila
em 0y 3,93 (s, 3H) e de um grupo hidroxila em 5,82 (s, 1H).

O mapa de contorno de HSQC (Figura 5.32) mostrou que o hidrogénio em &y
7,61 (H-7) correlacionou com o carbono em &¢ 143,9 e o hidrogénio em &y 6,29 (H-8)
correlacionou com o carbono em 115,1. Os deslocamentos dos carbonos do anel
aromatico foram estabelecidos pelas correlagbes de & 7,08—122,4 (C-6),
7,03—108,7 (C-2) e 6,91—-114,0 (C-5). A presenca da metoxila foi confirmada pela
correlacdo dos hidrogénios em &4 3,93 com o carbono em 8¢ 55,4 (3-OMe).

As multiplicidades e constantes de acoplamento dos hidrogénios aroméaticos
(Tabela 5.6) permitiram propor o padrdo de substituicio no anel, com as
oxigenagOes localizadas em C-3 e C-4. O experimento de HMBC (Figura 5.33)
permitiu inferir a posi¢cédo dos grupos metoxila e hidroxila pela correlacédo do sinal em
Oy 5,82 (OH) com o carbono em &¢ 114,0 (C-5), sendo atribuida a C-4. Dessa forma,
a metoxila foi atribuida ao carbono da posicdo 3, confirmada pela correlacdo dos

hidrogénios em &y 3,93 com o carbono em &¢ 146,2 (C-3).
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Os dados espectrais obtidos para a substancia 9 foram semelhantes aos
apresentados por YOSHIOKA e colaboradores (2004) para a estrutura do acido 3-

metoxi-4-hidroxi-cinamico (acido ferulico).

9: acido 3-metoxi-4-hidroxicindmico

(acido ferulico)

Tabela 5.6. Dados de RMN de *H (400 MHz), *C (100 MHz) e HMBC de 9 em CDCl;

Ne B Bc- HMBC
1 126,5
2 7,03 (d; 1,9) 108,7 C-1,C-2, C-6, C-7
3 146,2
4 146,1
5 6,91 (d; 8,2) 114,0 C-1,C-6
6 7,08(dd;8,2e1,9) 122,4 C-2, C-4, C-7
7 7,61 (d; 15,9) 143,9 C-1,C-2,C-6,C-9
8 6,29 (d; 15,9) 115,1 C-1,C-9
9 166,7
3-OMe 3,93 (s) 55,4 C-3
4-OH 5,82 (s) C-3,C-5

dem ppm (multiplicidade; J em Hz) *Obtido por HSQC e HMBC

129



MO MWLONOWo o~ O n = o N =D
CONW A AY A oo A m oS o Moo oo o
N0 N O o N oW N O n oy o
WNNOOODOOO MmN © N o O W0 ™ oo ooz oW
[ L i il Sl el e (e e R o T} Sosp oS o — oo o
k\§§;;§:33$§ﬁéézé;ﬁ’)&é/) l \\4// / | ‘ \\L/ Current Data Parameters
NAME AMM-T2
EXPNC 11
PROCHNO 1
F2 - Acquisition Parameters
o) o uy 00 o O \o oo [en) - .
[t} [t O o  — o o I} < Time 15.42
o @ © o g o9 BN K INSTRUM spect
o o o I o < < PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zg
] T . 0
SOLVENT ChC13
NS 32
DS o]
SWH 5357.143 Hz
FIDRES 0.081744 Hz
AQ 6.1166935 sec
RG 114
DW 93.333 usec
DE 6.50 usec
TE 299.9 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
Ijgf 2 g ] T CHANNEL £1 e
- - - -
(a) (b) (C) Pl 8.14 usec
I PLW1 10.00000000 W
3 7.60 7.05 6.90 SEO1 400,132219% MHz
F2 - Processing parameters
5T 65536
SE 400.1300100 MH=z
WDW EM
© 5B 0
LB 0 Hz
(a) (b) GB 9]
PC 1.00
1 A J “ I I L 1 ] o L .MJU i L, k--—m.n_-i---Wn-.
< (S| (=4 b4 o~ ™| [ Q0 [Ey] w
Sl [eeN (8 = = N5 @ Q| |9
™ ™(r|r ™ o o N | o g [E2]
I N R N D e e A DA B R B
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Figura 5.31. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de 9 com expansées
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Figura 5.32. Mapa de contorno de HSQC (400/100 MHz, CDClI;) de 9

Current Data Parameters

HAME BMM-TR
EXPNO 200
PROCHO 1

T2 - Requisition Paramesters
Time 17.2¢
INATRUM spect
PROBHD 5 mm PAEBL 1H/
PULPROG hsqoetgp

D 4036
SO0LVENT cDeld

oty 32

D& 16

AWH 5357.143 Hz
FIDRE:S 1.3078%6 Hz
RO 0.3822933 sec
R 2050

DW 92,233 usec
DE 6.50 usec
TE 300.1 K
CHST2 145.0000000

Do 0.00000300 z=c
Dl L00000000 sec

1
D4 0.00172414 zec
Dll 0.02000000 sec
D16 0.00020000 sec
INo 0.00002160 sec
LEOPTHE

HuUcl 1H

Pl £.14 uzec
P2 1l6.28 usec
P2 1000.00 usec
PILWL 10.00000000 W
SFOL 400.,13221%9 MHz

= CHAMNNEL f2 == =
CPDERG[2 Farg

HUCcs 13¢

P32 15.00 usec
Pd 30,00 usec
PCPD2 20.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PIW1Z 2.81250000 W
BF0Z 100.6203150 MHz

====== GRADIENT CHANNEL =====

GPHAM[1] sMEplo. 100
GPHAM[2] SMEQL0.100
GPzl 20,00 &
GPLE 20.10 8
Plg 1000,00 usec
Fl - Acquisition parameters
TD 254

SFOL 100.6203 MHz
FIDRES 20.401062 Hz
W 230,000 ppm
FnMODE Eche-Antieche
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Figura 5.33. Mapa de contorno de HMBC (400/100 MHz, CDCl3) de 9

Current Data Parameters

NAME AMM-T2
EXFPNQ 300
PROCHNG 1

FZ - Acqguisition Parameters
Tims 20,43
INETRUM spect
FROBHD 5 mm PABRI 1H/
PULPROG hrbcegplpndgf

TD 4098
SOLVENT cDCl3

N 100

Dg 16

SWH 5357.143 H=z
FIDRES 1.307396 Hz
:Xe) 0.38223933 sec
RG 2050

DW 932,333 usec
DE 6.50 nsec
TE 29%.9 K
CNETZ2 145, 0000000
CNST13 10.,0000000

Do 0,00000300 gec
D1 1.00000000 sec
Dz 0,00344328 gec
Dé 0.05000000 sec
Dle 0.00020000 =ec
IHO 0,00002080 gec
======== CHANNEL fl ========
nucl 1

Pl 2.14 usec
FZ 16.28% usec
PLWL 10.00000000 W
SEFOL 400.,1322199 MHz

CHANNEL f2 ==
13c
15.00 usec
20,00000000 W
100.6228293 MHz

====== GRADIENT CHANNEL =====

GENAMI[1] SMEQ10.100
GPNAM[Z] SME010.100
GPNAM[3] SMspl0.100
GFZL1 50,00 %
GPEZZ 30,00 %
GFZ3 40.10 %
Fle 1000.00 uszec
Fl - BRequisition parameters
TD

SFOL 100.6228 MHz
FIDRES 93.900238 Hz
SW 238,837 ppm
FnMOoDE OF
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5.3.4. SUBSTANCIAS 10 (AMM-7.20.4.8.18) e 11 (AMM-7.21.6.27)

A substancia 10 foi obtida conforme os fracionamentos cromatograficos
descritos no Esquema 4.10 (p. 73) e apresentou-se na forma de um sélido branco
amorfo. A substancia 11 apresentou-se como um soélido amarelo, de aroma
adocicado forte, obtida de acordo com os fracionamentos descritos no Esquema
4.11 (p. 74).

Os espectros de RMN de 'H das substancias 10 (Figura 5.34) e 11 (Figura
5.35) mostraram um par de dubletos na regido de aromaticos em [10: &, 7,94 e 6,84
(J = 8,8 Hz, 2H cada)], [11: &y 7,79 e 6,93 (J = 8,8 Hz, 2H cada)], indicando a
presenca de um sistema do tipo AA'BB’. Foi observado, também, um sinal
caracteristico de metoxila com deslocamento em &y 3,87 (s, 3H) no espectro de 10 e
o sinal em &y 9,86 (s, 1H) no espectro de 11 foi atribuido a um hidrogénio da funcao
aldeido.

No mapa de contorno de HSQC da substancia 10 (Figura 5.36) foi possivel
observar as correlacdes diretas entre os hidrogénios oy 7,94 (H-2/6) com o carbono
em O¢ 131,7, em Oy 6,84 (H-3/5) com o carbono em &¢ 115,5 e da metoxila em oy
3,87 com o carbono em &¢c 51,7. Com o experimento de HMBC (Figura 3.37)
verificou-se a correlacdo do sinal da metoxila com uma carbonila em &¢ 166,7 e dos
sinais dos hidrogénios aromaticos com o carbono em &¢ 159,5.

Analisando o0 espectro de massas de alta resolucdo (modo positivo de
ionizacdo) de 10 verificou-se um pico em m/z 153,0548 [M+H]", sugerindo uma
formula molecular de CgHgO3 (Figura 5.38). Para a substancia 11 foi observado o
pico m/z 123,0450 referente a molécula protonada [M+H]" (Figura 5.39), compativel

com a formula molecular de C;HgO-.
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Assim, os dados espectrais obtidos para as substancias 10 e 11, aliados aos

apresentados pela literatura, foram compativeis para a estrutura do metilparabeno,

um éster metilico do acido 4-hidroxibenzoéico,

e para a estrutura do 4-

hidroxibenzaldeido, respectivamente (FERNANDES et al., 2013; BAO et al., 2009).

Esse é o primeiro relato do isolamento e identificacdo dessas substancias no

género Acacia e é importante ressaltar que o metilparabeno € um conhecido agente

antimicrobiano empregado como conservantes de alimentos, medicamentos e

cosmeéticos, sendo comercializado com o nome de Nipagin e considerado um dos

conservantes de maior aceitacdo na industria de cosméticos em todo o mundo

(SONI et al., 2002).

@) OMe
X
1
6 2
5 3
4
OH

10: metilparabeno

Tabela 5.7. Dados de RMN (400 MHz) das substancias 10 e 11 em CDCl;

11: 4-hidroxibenzaldeido

\o 10 11
5. 5c* HMBC B
1 122,8
216 7,94 (d; 8,8) 131,7 C-1,C4  7,79(d; 8,8)
3/5 6,84 (d; 8,8) 115,0 C-1,C4 6,93 (d; 8,4)
4 159,5
co 166,7
OMe 3,87 (s) 51,7 c-1’
CHO 9,86 (s)

dem ppm (multiplicidade; J em Hz)

* Obtido por HSQC e HMBC
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\/ | \/ | ‘ Current Data Parameters
NAME AMM-TC
EXPNC 11
PROCNO 1
= g S = F'2 - Acquisition Parameters
g g g g O OMe Déte_ 20140507
. \ Time 16.20
- I INSTRUM spect
‘ ‘ ‘ ‘ PRCBHD 5 mm PABBI 1H/
1 PULPROG zof
TD 65536
6 2 SOLVENT CDC13
NS 1
3 DE] 0
5 SWH 5357,143 Hz
4 FIDRES 0.081744 Hz
20 6.1166935 sec
C)r{ RG 228
DW 93.333 usec
DE 6.50 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec

D
2.00
§_/7
&@\
oA
Il ]
I [=
I

I

n

I

]

3:5

=

=

=

=

H

=

I

I

I =
I

I

I

I

I

NUC1 1H

7.95 6.85 Pl 8.14 usec
PLW1 10.00000000 W
SFO1 400,1322199 MHz

(@ (b) F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 400.1300178 MHz
WDW EM
SSB a
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
4 . - Jw& Ll IILi

| | | |
95 90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 4.0 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Figura 5.34. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de 10 com expansées
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— SO oW
[«)] [Ip Il (o) RIS
uy o ® IS0 )
@ ow o~ [Q VNS e
o) S VT
v \ \/ Current Data Parameters
NAME AMM-TE
A = bt e EXPNO 1
g E x S PROCHNO 1
N N * < F2 - Acquisition Parameters
‘ ‘ ‘ Date_ 20140227
Time 15.22
INSTROM spect
@) H PROBHD 5 mm PARBI 1H/
\ PULPROG zZg
TD 65536
SOLVENT CDC13
1 NS 1
DS a
6 2 Swi 5357.143 Hz
FIDRES 0.081744 Hz
5 3 AQ 6,1166935 sec
RG 203
4 DW 93.333 usec
DE .50 usec
OH ﬁm’/ \jm’/ TE 299.,9 K
< ] D1 1.00000000 sec
(@ - (b) - DO ]
I I T T T T
: 7.80 7.78 3 6.94 6.92 ====——== CHANNEL fl ========
NOC1 1H
Pl 8.14 usec
PILW1 10.,00000000 W
SFO1 400,1322199 MHz
(a) ‘
F'2 — Processing parameters
ST 65536
(b) SF 400.1300178 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB a
L e L O PC 1.00

T T T T T T T T T T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 5.35. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de 11 com expansdes
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— 100
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Figura 5.36. Mapa de contorno de HSQC (400/100 MHz, CDClI3) de 10

Current Data Parameters

NAME BMM-TC
EXPNO 200
FROCHO 1

F2 - Boquisition Parameters
Date_ 20140507
Time 16.30
INSTRUM spect
FROBHD 5 mm PREEL 1H/
PULPROG hageetgp

TD 4096
SOLVENT cpcls3

N2 16

D le

EWH 5357.14% H=z
FIDRES 1.3207896 Hz
X+ 0.3822533 =zec
RG 2080

oW $3.333 usec
DE 6.50 usec
TE 300.5 K
CHNET2 145,0000000

oo 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
Dd 0.00172414 ==
oll 0.032000000 sec
ola 0.00020000 sec
INO 0.00002160 sec
ZGOPTHE

CHBMMNEL £1

2.14 usec
156.28 use<
1000.00 usec
10,00000000 W
400.1322199% MHz

CHABIMEL f2 ===
garp
1zc

15,00 usec
20,00 usec
20.00 usec
20.00000000 W
2.81250000 W
100.6203150 MHz

====== GRADIENT CHARNNEL =====

GPHAM[1] EM22l0,100
GPHAM[2] EM2(l0,100
GPZ1 20.00 %
GFEZZ 20,10 %
Blg 1000.00 usec
Fl - Roquisition paramstsrs
pye)

sFol 100.464203 MHz
FIDRES 90.401062 Hz
W 230.000 ppm
FnMODE Echo-Rntiecho
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Figura 5.37. Mapa de contorno de HMBC (400/100 MHz, CDCl3) de 10

Current Data Farameters

HAME AMM-T7C
EXPNO 300
PROCHG 1

F2Z - Acguisition FParameters
Date_ 20140507

Time 18.09
INSTRUM zpect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hmbegplpndgf

TD 4096
SOLVENT cDCL3

sl 1z0

Ds 16

SWH 5357.143 Hz
FIDRE® 1.307896 Hz
pite) 0.3822933 sec
RG 2050

DW 93.333 ussc
DE 6.50 usec
TE 300,0 K
CHET2 145.0000000
CHET1Z 10.0000000

oo 0.00000300 szec
Dl 1.00000000 s=ec
Dz 0.00344828 zec
Dé 0.05000000 zsc
Dle 0.00020000 sec
N0 0.00002080 sec
======== CHANNEL fl ========
NUCcl 1H

Fl 8.14 usec
P2 16,28 usec
PLW1 10.00000000 W
SFOL 400.,132219% MHz
======== CHANNEL 2 ========
WNUCz 13c¢

P3 15.00 ussc
PLWZ g0.,00000000 W
SFO2 100.6228293 MHz
====== GRADIENT CHAMNNEL =====
GPNAM[1] SME010.100
GPNAM[Z2] SMEQ10.100
GPMAM[3] SMS010.100

cpPal 50.00 %
L= 30.00 %
GPZ3 40.10 %
Fle 1000,00 usec
Fl - Acquisziticon paramsters
TD

SFol 100.6228% MHz
FIDRE® 93.900238% Hz
SW 238,827 ppm
FnMODE OF
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Figura 5.38. Espectro de Massas de Alta Resolucéo de 10 (ESI, modo positivo)
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Figura 5.39. Espectro de Massas de Alta Resolucdo de 11 (ESI, modo positivo)
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5.3.5. SUBSTANCIA 12 (AMM-14.7.9.18.10)

A substancia 12 foi obtida de acordo com os fracionamentos cromatograficos
apresentados no Esquema 4.12 (p. 76), sendo caracterizada por um solido amarelo
cristalino, tipo agulha, p.f. 279-280 °C, revelando com absor¢céao na luz UV 254 nm,
fluorescéncia laranja na luz UV 365 nm e mancha amarela em vanilina sulfurica.
Com o revelador NP-PEG apresentou intensificacdo da fluorescéncia laranja (UV
365 nm). Por meio dessas caracteristicas, acreditava-se se tratar de uma substancia
pertencente a classe dos flavonoides, muito comum em espécies do género Acacia.

O espectro de RMN de *H (Figura 5.40) dessa substancia mostrou um par de
dubletos na regido de arométicos acoplando em orto (J = 8,9 Hz) com
deslocamentos em &y 8,29 (2H, H-2'/6’) e &4 6,97 (2H, H-3/5’), evidenciando o
sistema AA’BB’ caracteristico de anel benzénico p-substituido, o qual foi atribuido ao
anel B de um esqueleto de flavonoide. Assim, os demais sinais de hidrogénios
aromaticos observados em &y 7,59 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-5) € 6,99 (d, J = 8,8 Hz, 1H,
H-6) foram atribuidos aos hidrogénios presentes no anel A. No espectro de RMN de
13C (Figura 5.41) foi observado um sinal na regido de carbonila em ¢ 174,9, sendo
atribuido ao C-4. Os sinais dos carbonos hidrogenados foram visualizados em &c
131,0, 116,6, 116,3 e 115,1, sendo atribuidos inequivocamente aos seus respectivos
hidrogénios através das correlacdes diretas visualizadas no experimento de HSQC
(Figura 5.42). O mapa de contorno de HMBC (Figura 5.43) mostrou as correlagdes
dos hidrogénios em &y 6,99 (H-6) e 7,59 (H-5) com a carbonila presente em C-4.

O espectro de massas de alta resolucdo da substancia 12 (modo positivo e
negativo de ionizacdo) mostrou o pico em m/z 287,0556 referente a molécula
protonada [M+H]" (Figura 5.44) e em m/z 285,0383, equivalente a molécula

desprotonada [M-H] (Figura 5.45), compativeis com a formula molecular C15H100s.
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Com as informacdes obtidas nos experimentos de RMN (Tabela 5.10),
espectrometria de massas e posterior comparacdo com os dados da literatura
(PONCE et al., 2009) foi possivel identificar a substancia 12 como 3,4,7,8-
tetrahidroxiflavona, também encontrada nas cascas de Rhus verniciflua

(Anacardiaceae) (JEON et al., 2006), sendo esse o primeiro relato no género Acacia.

12: 3,4’,7,8-tetrahidroxiflavona

Tabela 5.8. Dados de RMN (600 MHz) da substancia 12 em MeOD

Z
o

ou oc HMBC

147,7
138,2
1749
7,59 (d; 8,8) 116,6 C-4, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10
6,99 (d; 8,8) 1151 C-4,C-5,C-7,C-8,C-9
151,6
134,2
147.,8
116,3
1 124,3
2’/6° 8,29 (d; 8,9) 131,0 C-2,C-1’,C-3/5,C-4", C-6
315 6,97 (d; 8,9) 116,3 c-2,C-1’,C-2/e’, C-4’, C-5
4 160,5
& em ppm (multiplicidade; J em Hz)

O© 0o ~NOOTLPA~WN

=
o
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Figura 5.42. Mapa de contorno de HSQC (600/150 MHz, MeOD) de 12
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Figura 5.43. Mapa de contorno de HMBC (600/150 MHz, MeOD) de 12

Current Data Parameters

HMAME
EXFNO
PROCHC

AMM - 14.7.9,138.10

300
1

F2 - Acquisgition Parameters

Date_
Time
INSTRUM
PROEHD
PULFROG
TD
SOLVENT
nue

Ds

20150304

16,41

spect

5 mm CETCI 1H-
hmbegplpndgf
4096

MeCD
100
16
7211.539 Hz
1.760630 Hz
0.2839893 sec
203
69.333 ussc
10,00 usee
303.0 K
145.0000000
6.0000000
L00000300 zec
L00000000 sec
L00344828 sec
L08333334 sec
L00020000 sec
L00001390 sec

cCcoobao

CHANMEL fl ========
600,2329198 MHz
1H
7.16 usec
14.32 usec
8.39599%62 W

CHANMEL f2 ========
150.9430463 MHz
13c
10.70 usec
140.,00000000 W

====== GRADIENT CHANNEL =====

CRNAMI1]
CPNAM[Z]
CRNAMI3]
Pzl
=351
P23
Fle

SMEQL0. 100
2Ms0l0,100
£M2010,100
50.00
30.00
40,10
1000.00

=R

sec

Fl - Acqgquiszition parameters

TD
SFCL
FIDRES
SW
FnMoDE

256
150,943 MHz
140.5125%8%9 Hz
238,310 ppm
OF

145



Intenss._ +MS, 4.1-4.2min #245-251
x10

g 2870556
1.0+

0.8+
0.6
0.44

0.2
1 88.0230 210.5334

0.0

100 200 © 30 400 50 600 700 80  maz

Figura 5.44. Espectro de Massas de Alta Resolucéo de 12 (ESI, modo positivo)
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5.4. Determinacéao estrutural das substancias isoladas em Dipteryx polyphylla
5.4.1. SUBSTANCIAS 13 (DPM-5.33), 14 (DPM-5.36), 15 (DPM-5.38) e 16 (DPM-
7.11.7.8)

As substancias isoladas a partir dos residuos madeireiros de D. polyphylla
apresentaram caracteristicas semelhantes em CCD, com absorcéo na luz UV 254
nm e mancha rosa intensa apos revelacdo em vanilina sulfarica, com p.f. 87-89 °C
(13), 105 °C (14), 157-158 °C (15) e 143 °C (16), sendo obtidas conforme os
fracionamentos descritos nos Esquemas 4.13 e 4.14 (p. 79 e 81), apresentando-se
na forma de sélido amarelo (13, 15 e 16) e branco (14), ambos cristalinos.

Os espectros de RMN 1D e 2D dessas substancias mostraram-se similares,
com deslocamentos compativeis para estruturas de isoflavonoides, especificamente
de isoflavana (Figura 5.46), pelos deslocamentos caracteristicos no espectro de
RMN de *H dos hidrogénios do anel heterociclico (anel C) na regido entre [y 4,36-
4,20 (ddd), H-2eq; 4,04-3,96 (t), H-2a], [On 3,49-3,03 (M), H-3] e [dn 2,99-2,87 (dd),
H-4.; 2,90-2,80 (ddd), H-4¢4]. A magnitude das constantes de acoplamento entre
esses hidrogénios (Tabelas 5.9 e 5.11) sugerem a conformacao de H-3 na axial e o
consequente posicionamento do grupo arila ligado a C-3 na equatorial (CARVALHO

e BRAZ FILHO, 1993; KIM et al., 2009).

Figura 5.46. Esqueleto basico de isoflavana
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As substancias 13 e 15 apresentaram no seu espectro de RMN de H
(Figuras 5.47/48 e 5.60/61) deslocamentos na regido de aromaticos compativeis
para 6H, distribuidos em dois conjuntos de sinais. As multiplicidades e constantes
de acoplamento dos atomos de hidrogénio do anel A foram similares, conforme
mostra a Tabela 5.9. O padrao de substituicdo dos anéis A e B dessas isoflavanas e
as correlacbes dos hidrogénios vicinais foram confirmadas pelo mapa de contorno
de COSY (Figuras 5.49 e 5.62).

A presenca de apenas um grupo metoxila foi evidenciada pelo sinal em &y
3,82 (s, 3H, 13) e 3,72 (s, 3H, 15) nos espectros de RMN de 'H e confirmada pelo
sinal em &¢ 55,4 (13 e 15) em ambos os espectros de RMN de **C (Figuras 5.50 e
5.63) e HSQC (Figuras 5.51 e 5.64).

Os espectros de RMN de *3C das substancias 13 e 15 mostraram, ainda,
sinais referentes a seis carbonos desidrogenados, sendo quatro deles oxigenados
em [13: 8¢ 156,7, 155,0, 146,7 e 146,4] e [15: ¢ 160,5, 157,6, 156,8 e 156,2]. O
experimento de HMBC (Figuras 5.52 e 5.65) permitiu atribuir os sinais em &¢ 155,0
(13) e 156,2 (15) a C-9 e os sinais em &¢ 146,4 (13) e 160,5 (15) correlacionaram
com os hidrogénios da metoxila (Tabela 5.10). Dessa maneira, 0s valores de
carbonos oxigenados restantes sugeriram a presenca de duas hidroxilas nas
moléculas.

As correlagdes dos hidrogénios em &y 6,89 (H-5) com o carbono em &¢ 156,7
(13) e 157,6 (15) permitiram posicionar uma hidroxila em C-7 (anel A), em ambas as
estruturas.

Para a substancia 13, foi observado no mapa de contorno de HMBC que os
hidrogénios aromaticos em &y 6,81 (H-2’) e 6,75 (H-6’) do anel B mostraram

correlacio com o carbono ligado ao grupo metoxila, sendo possivel seu
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posicionamento em C-4’, o que permitiu inferir a posicao da hidroxila em C-3’. A fim
de atribuir inequivocamente a posicdo de cada uma das substituicdes do anel B, foi
realizado o experimento de NOESY (Figura 5.53), no qual verificou-se a interacao
espacial do sinal dos hidrogénios da metoxila com o hidrogénio aromatico H-5
(3,82—6,91), confirmando a posicdo do grupo metoxila em C-4’ e,
consequentemente, o grupo hidroxila em C-3'.

Para a substancia 15, as oxigenacfes do anel B foram atribuidas a C-2’ e C-
4’. A correlacdo observada no experimento de HMBC entre o sinal de hidrogénio em
Oy 3,47 (H-3) com o carbono em &¢ 156,8 permitiu 0 posicionamento da hidroxila em
C-2’. Assim, a correlacdo do hidrogénio aromatico em &y 7,05 (H-6") com o carbono
em Oc¢ 160,5 confirmou a metoxila em C-4’.

Os espectros de massas de alta resolucdo (modo positivo de ionizacdo) de
ambas as substancias mostraram o pico do ion molecular referente a molécula
protonada [M+H]" muito semelhantes, sendo observados em m/z 273,1133 para 13
(Figura 5.71a) e m/z 273,1132 para 15 (Figura 5.71c), compativeis para a formula
C16H1604.

Dessa forma, a isoflavana 13 foi caracterizada como 3’,7-dihidroxi-4’-metoxi-
isoflavana e a isoflavana 15 como 2’,7-dihidroxi-4’-metoxi-isoflavana, também
conhecida pelo nome vestitol. Os dados espectrais experimentais obtidos para 15
foram similares aos apresentados na literatura (ZHAO et al., 2011; PICCINELLI et
al., 2005) para o vestitol, sendo esse o primeiro relato no género. No entanto, néo foi
encontrado nenhum relato na literatura consultada sobre o isolamento e a

identificagcéo da isoflavana 13, cuja estrutura esta sendo descrita pela primeira vez.
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OMe OMe

13: 3’,7-dihidroxi-4’-metoxi-isoflavana 15: 2’,7-dihidroxi-4’-metoxi-isoflavana

Tabela 5.9. Dados de RMN de *H (600 MHz), **C (150 MHz) de 13 e 15 em Acetona-ds

N© 13 15
6H 60 6H ac
2eq 4,20 (ddd; 10,5;3,6;2,0) 5 423(ddd; 10,2;35;21) . ¢
2ax 3,93 (t; 10,5) ’ 3,98 (t; 10,2) ’
3ax 3,03 (M) 38,1 3,47 (m) 32,7
By 2,87 (M) 2,96 (dd; 15,5; 11,0)
Aeq 2,85 (m) 3L7 5 80(ddd: 155: 5.1:2,1) bt
5 6,89 (d; 8,2) 130,1 6,89 (d; 8,3) 131,1
6 6,36 (dd; 8,2; 2,5) 107,9 6,36 (dd; 8,3; 2,5) 108,8
7 156,7 157,6
8 6,28 (d: 2,5) 102,7 6,27 (d: 2,5) 103,7
9 155,0 156,2
10 113,0 1143
1 134,8 121,0
2 6,81 (d; 2,2) 114,2 156,8
3 146,7 6,50 (d; 2,5) 102,5
4 146,4 160,5
5 6,91 (d; 8,2) 111,8 6,42 dd (8,5; 2,5) 105,7
6’ 6,75 (dd; 8,2; 2,2) 118,2 7,05 (dd: 8,5) 128,8
4-OMe 3,82 (s) 55,4 3,72 (s) 55,4

dem ppm (multiplicidade; J em Hz)
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Tabela 5.10. Dados de HMBC (600/150 MHz) de 13 e 15 em Acetona-dg

13 15
NO S (ppm) HMBC 54 (ppm) HMBC
2 4,20/3,93 C-3,C-4,C-9, C-1’ 4,23/3,98 C-3,C-4,C-9, C-1’
o C-2, C-4, C-10,
3 3,03 C-2,C-4,C-1’,C-2’, C-6 3,47 Ct. G2 C6
C-2, C-3, C-5, C-2,C-3,C-5, C-6
4 2,87/2,85 .9, .10, C-1" 2,96/2,80 -0, C.10, -1
5 6,89 C-4,C-9 6,89 C-3,C-4,C-9
6 6,36 C-7,C-8, C-10 6,36 C-7, C-8, C-10
8 6,28 C-6, C-9, C-10 6,27 C-6, C-7, C-9, C-10
2 6,81 C-3,C-4,C-6
3’ 6,50 c-1, C-2,, C-4’, C-5’
5 6,91 Cc-1,C-3 6,42 c-1,C-3, C-4
6’ 6,75 7,05 C-3,C-2,C-3,C-4
4-OMe 3,82 c-4 3,72 c-4
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Nos espectros de RMN de 'H das substancias 14 (Figuras 5.54/55) e 16
(Figura 5.66) os sinais de cinco hidrogénios aromaticos foram observados na regiao
entre oy 7,06-6,40, sendo dois com acoplamento em orto (d, J = 8,3 Hz) em &y 6,66
e 6,40 (14 e 16), atribuidos ao anel A. Os demais hidrogénios foram atribuidos ao
anel B e seus deslocamentos e multiplicidades foram compativeis para o padrao de
substituicdo em C-3’ e C-4’. Além disso, foram observados dois sinais intensos em
singletos tipicos de metoxila em 8y 3,76 e 3,72 no espectro de RMN de 'H de 14 e
em oy 3,83 e 3,77 no espectro da substancia 16, os quais apresentaram correlacéo
pelo mapa de contorno de HSQC (Figuras 5.57 e 5.68) com os carbonos em &¢
59,4/54,2 e 56,4/60,7, respectivamente.

A andlise do mapa de contorno de HMBC indicou haver mais dois
substituintes oxigenados pelos sinais dos carbonos desidrogenados em &¢
156,1/148,6 para 14 (Figura 5.58) e 149,6/147,6 para 16 (Figura 5.69), sendo
atribuidos a dois grupos hidroxilas em cada uma das moléculas, conforme Tabela
5.12.

Considerando que no anel A de ambas as estruturas, os dois hidrogénios
aromaticos apresentaram constante de acoplamento tipica orto, confirmadas pelos
acoplamentos no mapa de contorno de COSY (Figuras 5.56 e 6.67), foi possivel
posicionar as oxigenagcdes em C-7 e C-8. O experimento de NOESY (Figuras 5.59 e
5.70), realizado para as duas substancias, indicou proximidade espacial entre os
hidrogénios da metoxila e o hidrogénio aromatico na posicéo 6 [14: (oy 3,76—6,66)],
[16: (dn 3,77—6,66)], permitindo inferir a posicdo da metoxila em C-7 e da hidroxila
em C-8.

Para o anel B, a posicao da hidroxila em C-2’ na substancia 14 foi atribuida

pela correlacdo no mapa de contorno de HMBC do sinal de hidrogénio em &y 3,49
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(H-3) com o sinal de carbono em &¢ 156,1 (C-2"), a trés ligacdes. Dessa forma, a
correlacdo do sinal em &y 7,06 com &¢ 159,5 sugere a presenca do grupo metoxila
em C-4’. O experimento de NOESY mostrou a proximidade espacial entre essa
metoxila com o hidrogénio aromatico em &y 6,42 (H-5’), o que confirmou essa
atribuicdo. O padrdo de oxigenacdo da substancia 16 foi definido por meio das
interacOes espaciais observadas no experimento de NOESY: 3,83 (OMe)—6,91 (H-
5’), posicionando a metoxila em C-4’ e o grupo hidroxila em C-3’.

O espectro de massas de alta resolucdo (modo positivo de ionizagcédo) de 14
mostrou o pico [M+H]" em m/z 303,1247, referente & molécula protonada, indicando
a formula molecular C17H1305 (Figura 5.71b).

Os deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN (Tabela 5.11)
permitiram identificar a substancia 14 como sendo 2’,8-dihidroxi-4’,7-dimetoxi-
isoflavana e 16 como 3’,8-dihidroxi-4’,7-dimetoxi-isoflavana. A isoflavana 14 foi
identificada em raizes de algumas espécies do género Astragalus, pertencente a
familia Fabaceae (GUO et al., 2014; ZHAO et al, 2008), sendo este o primeiro relato
de isolamento e identificacdo no género Dipteryx. A identificacdo da isoflavana 16

esta sendo relatada pela primeira vez.
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14: 2’,8-dihidroxi-4’,7-dimetoxi-isoflavana 16: 3’,8-dihidroxi-4’,7-dimetoxi-isoflavana

Tabela 5.11. Dados de RMN de 'H e **C das substancias 14 e 16 em Acetona-ds

\o 14 16
5, (600 MHz) 5+ 5, (400 MHz) ot

2eq 4,35(ddd; 10,1, 35;21) ., 431(ddd;10,4,36;18) _
2ax 4,03 (t; 10,1) : 3,98 (t; 10,4) ’
3 3,49 (m) 31,5 3,10 (m) 38,8
Ao 2,99 (ddd; 15,5; 11,0; 0,7) 2,93 (m)
Aeq 2,81 (ddd; 15,5; 5,2; 2,1) 30,3 2,90 (m) 32,8
5 6,40 (d, 8,3) 107,2 6,40 (d, 8,3) 108,8
6 6,66 (d: 8,3) 123,6 6,66 (d; 8,3) 124.8
7 135,7 136,6
8 148,6 149,6
9 147,6 148,7
10 114,7 115,4
1 119,8 135,7
2 156,1 6,82 (d; 2,2) 115,2
3 6,51 (d; 2,5) 101,3 147,6
4 159,5 147.4
5 6,42 (dd; 8,5 e 2,5) 104,6 6,91 (d; 8,2) 112,7
6’ 7,06 (d; 8,5) 127,5 6,77 (dd; 8,2; 2,2) 119,2

7-OMe 3,76 (s) 59,4 3,77 (s) 60,7

4-OMe 3,72 (s) 54,2 3,83 (s) 56,4

dem ppm (multiplicidade; J em Hz) * Obtidos por HSQC e HMBC
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Tabela 5.12. Dados de HMBC de 14 e 16 em Acetona-dg

14 16
NO S (ppm) HMBC 54 (ppm) HMBC
4,35/4,03 C-3, C-4, C-9, C-1’ 4,31/3,98 C-3,C-4, C-9, C-1’
C-2, C-4, C-10, C-2, C-4, C-10,
3 3,49 c-1,C-2, C-¢’ 3,10 C-1,C-6
C-2, C-3, C-9, C-2,C-3,C-6
4 2,99/2,81 10, G-t 2,93/2,90 C-0, C10, .1
5 6,40 C-7, C-9, C-10 6,40 C-7,C-10
6 6,66 C-7,C-8 6,66 C-5, C-7, C-8
2 6,82 C-3,C- 4, C-6’
3 6,51 C-1,C-2,C-4,C-5
5 6,42 c-1,C-3, C-4 6,91 c-1,C-3, C-¢
6’ 7,06 C-3,C-2,C-4 6,77 C-3,C-2, C-4
7-OMe 3,76 C-7 3,77 C-7
4-OMe 3,72 Cc-4 3,83 c-4
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Current Data Parameters
NAME DPM-5-33
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acgulsition Parameters
Date_ 20150505
Time 13.20
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT Acetone
NS 16
DS 0
SWH 7352.941 Hz
FIDRES 0.112197 Hz
AQ 4.4564481 sec
RG 64
DW 68.000 usec
DE 10.00 usec
TE 298.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== (CHANNEL fl ========
U) SEOL 600,2333048 MHz
nNucl 11
(a) Pl 7.25 usec
PLW1 8.39999962 W
F2 - Processing parameters
(d) ST 55536
SF 600.2300104 MHz
WDW EM
(b) SSB 0
LB 0 Hz
(©) GB o
(e) PC 1.00
@

0.94
0.94
0.82
0.95
0.12
0.85
0.69
0.95
1.00
3.00
119 —
33.75

L
0.64 [

| | | | | | | | |
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

I I I I I
25 20 15 1.0 05 ppm

W
o

Figura 5.47. Espectro de RMN de *H (600 MHz, Acetona-dg) de 13
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Figura 5.48. Expans0fes correspondentes aos picos indicados pelas letras a-g no

espectro de RMN de *H de 13
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Figura 5.49. Mapa de contorno de COSY (600 MHz, Acetona-ds) de 13 e expansao
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[Ts] oo oo - Wy o F o om
g g [;7 g gg % ;g % g % g g g g g Q [‘[: : Current Data Parameters
[as] O o oM ~ O — N O oo [Ty} o} =D o NAME DPM-5-33
o G 9w - o oo 0 e ) EXPNO 2
=) 0w S o, EEaEaEaR=K=! o o © o PROCNO 1
™~ B e — L B e B B | e u oy N
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 201505086
Time 9.17
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
PULPROG zgpg30
TD 32588
SOLVENT Acetone
NS 61440
DS 0
SWH 34722.223 Hz
FIDRES 1.065491 Hz
pate] 0.4692672 sec
RG 203
DwW 14.400 usec
DE 18.00 usec
TE 298.0 K
D1 0.10010000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 150.9437536 MH=z
NUC1 13C
Pl 10.10 usec
PLW1 127.00000000 W
======== CHANNEL {2 ========
SFC2 600.2324009 MHz
Nucz2 11
CPDPRG[2 waltzlée
PCPD2 70.00 usec
PLWZ2 86.39999962 W
PLW12 0.088869%00 W
PLW13 0.04354600 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SE 150.,9279590 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 3.00 Hz
GB 0
BC 1.40
H | 1 [— 5 J\\w
Lol e W ~
I j I ! T ! T ! I j I ! T j T ! I j I !
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 5.50. Espectro de RMN *3C (150 MHz, Acetona-ds) de 13
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Figura 5.51. Mapa de contorno de HSQC (600/150 MHz, Acetona-dg) de 13

Current Data Parameters

NAME DPM-5-3232
EXFNO 200
FROCNO 1
F2 - Bequisition Paramsters
Date_ 20150505
Time 14.52
INSTRUM spect
FROEBHD 5 mm CPTCI 1H-
PULEROG hsgeetgp
TD 4096
SOLYVENT Acetone
Na 18
D le
SWH 7352.941 Hz
FIDREZ 1.7%5152 Hz
jXs] 0.2785280 sec
RG 121
oW 6R.000 usec
DE 10,00 usec
TE 228.0 K
CN&T2 145,0000000
oo 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
od 0.00172414 s=c
Dl1l 0.03000000 sec
olé 0.00020000 sec
INO 0.00001290 sec
ZGOPTH S
======== CHRNNEL fl ===
AF0l 600.2333048 MHz
NuUcl 1
Pl 7.25 usec
P2 14.50 usec
P28 2000,00 usec
PLWL 8.29995%62 W
CHRMHEL f2z =
150.%4%0463 MHz
NuUc2 1zc
CEDPRG[2 garp
B3 10.70 usec
P4 21,40 ussc
PCFDZ T0.00 usec
PLW2 140.00000000 W
PLW1Z 3F.27110004 W
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPHAM[L1] SMEgl0.100
GPHRM[Z] 2M210.100
GPZ1 20.00 %
GPZ2 20.10 8
Plé 1000.00 uszec
Fl - Acquisition parameters
D
sFol 150,943 MHz
FIDRER 140,51258% Hz
W 238.310 ppm
FnMODE Echo-Antisecho




Current Data Farameters

NAME DFM-5-33
EXPNO 300
ppm PROCNO 1
. F2 - Acqguisition Parameters
Date_ 20150505
Time 16.22
—_— o> »* g INETRUM cpect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
Lad » b - 40 PULPROG hrbegplpndgf
TD 4096
SOLVENT Acetone
HE 33
— D& 1e
] * * - 60 SWH 7352.%41 Hz
FIDRES 1.79%2152 Hz
AD 0.,2785230 sec
— R RS 203
DW 68.000 usec
DE 10.00 usec
- 80 TE 298.0 ¥
CHET2 145.0000000
CHST13 10,0000000
Do 0.,00000300 sec
Dl 1.00000000 =zec
~100 D2 0.00344828 szec
* Dé 0.05000000 gec
— D1é 0.00020000 zec
— - - - Mo 0.00001330 zeo
B » ~120 ======== CHANNEL fl ========
B SFOl 600.,233304% MHz
NUcl 1H
T L Fl 7.25 usec
— - * o P2 14,50 uszec
_140 PLW1 8.39999962 W
= ) . ======== CHANNEL {2 ========
M SFOZ 150.9430463 MHz
NUCzZ 13¢
E i had P2 10.70 nsec
—160 PLWZ 140.00000000 W
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1] 5ME010.100
GPNAM[Z] 5MSQ10.100
180 CPHAM[Z] SMEol0,100
GPEL 50,00 %
GPZ2 30,00 %
GFZ3 40,10 %
Plé 1000.00 usec
200 Fl - Acquisition parameters
-* TD
ﬁ sFol 150,943 MHe
FIDRES 140.512589 Hz

7.5

7.0

——
6.5

6.0

5.5

—_—
5.0

T
45 4.0

3.5

3.0

2.5

] i

2.0 ppm

238.310 ppm
FnMOoDE OF

Figura 5.52. Mapa de contorno de HMBC (600/150 MHz, Acetona-dg) de 13
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Figura 5.53. Mapa de contorno de NOESY (300 MHz, Acetona-dg) de 13
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7.0691
7.0550
6.6670
6.6532

6.6516

6.5092
6.5050
6.4334

6.4292
6.4194

6.4151

6.4029
6.3891
4.3532

4.3497

4.3474

4.3439

4.3361

4.3326
4.3303
4.3269
4.0464

4.0295
4.012¢
3.7639
3.7226
3.5118

3.5060
3.5033
3.4972
3.4942
3.4871
3.4797
3.4770
3.4709%
3.4684
3.4625
3.0157
3.0145
2.9974
2.9%962
2.9898
2.9886
2.9716
2.9702
2.8435
2.8425
2.84086
2.8320
2.8178
2.8145
2.8092
2.805%

S e ([

Current Data Parameters

NAME DPM-5-36
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150503
Time 15.21
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
PULPROG zqg
TD 65536
SOLVENT Acetcne
NS 8
DS 0
SWH 7352.941 Hz
FIDRES 0.,112197 Hz
A0 4,4564481 sec
RG 64
DWW 68,000 usec
DE 10,00 usec
TE 298.,0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 600,2333048 MHz
nNuc1 1H
P1 7.25 usec
PLW1 8.39999962 W
(C) F2 - Processing parameters
51 65536
(d) ) SF 600.2300103 MHz
WDW EM
a SSB 0
@ o o i
GB 0
(e) (9) BC 1.00
NNy
(=] [ |[N|© <N [=3 Kl di s -
o |o|0|0|® ol |e|s[elef (NN
ol Ielololo o N[O -o
R D D N e e I T B
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Figura 5.54. Espectro de RMN de *H (600 MHz, Acetona-ds) de 14
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Figura 5.55. Expans0fes correspondentes aos picos indicados pelas letras a-g no

espectro de RMN de *H de 14
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[ Current Data Parameters
e F NAME DPM-5-36
[ EXPNC 100
[ PROCHNO 1
-1
F F2 - Acquisition Parameters
F Date_ 20150503
r Time 15.25
f [ INSTRUM spect
5 F PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
i -2 PULPROG cosygpaf
L TD 4096
[ SOLVENT Acetone
0 r s g
[ DS 2
@ '_3 SWH 7352.941 Hz
) [ FIDRES 1.795152 Hz
N pite) 0.2785280 aec
e @ ] @ & F RG 64
ﬁgﬂ L DW 68.000 usec
—3 o 4 L DE 10.00 usec
— e 6 @& - @ -4 TE 298.0 K
J - ' F Do 0.00000300 sec
¢ o ® ® [ D1 1.00000000 sec
. L D13 0.00000400 sec
¢ L ole 0.00020000 sec
'_5 INO 0.00013600 sec
[ ======== CHANNEL fl ========
ol OH L SEOL 600.2333048 MHz
r NUC1 1H
[ PO 7.25 usec
-6 Pl 7.25 usec
L PLW1 £.39999362 W
4° 0 3
L ====== GRADIENT CHANNEL =====
4, 4 N GPNAM[1] SMEQ10.100
L s F GPZ1 10.00 %
& @ =7 P16 1000.00 usec
[ Fl - Acquisition parameters
E TD 256
OMe [ SEOL 600.23233 MH=z
'_8 FIDRES 28.722427 Hz
[ = 12.250 ppm
r FnMODE QF

T T T T T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 ppm

Figura 5.56. Mapa de contorno de COSY (600 MHz, Acetona-dg) de 14
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Figura 5.57. Mapa de contorno de HSQC (600/150 MHz, Acetona-dg) de 14

Current Data Parameters

IAME DPM-5-36&
EXFHIO 200
FROCNOC 1

F2 - Bequisition Paramsters
Date_ 20150503

Time 1e.10
INZTRUM spect
FROEBHD 5 mm CPTICI 1H-
PULPROG hsgeetgp

TD 4026
SOLVENT RAcetone

Jurc) 8

De 16

BWH 7352.241 Hz
FIDRES 1.795152 H=z
X4 0.2785280 sec
RG 181

DW 68.000 usec
DE 10.00 usec
TE 25%2.0 K
CHETZ 145.,0000000

oo 0.00000300 s=c
ol 1.00000000 sec
Dd 0.00172414 sec
Dll 0.03000000 sec
Dléa 0.00020000 s=c
ING 0.00001330 sec
ZGOPTHE

======== CHANNEL fl ========
SFOl &00,2332048 MHz
NUCl 1H

Pl 7.25 usec
P2 14.50 uszec
P22 2000.00 usec
FLWL 2.33993362 W
======== CHANNEL £2 ========
2F02 150.,5420463 MH=z
nucz 1zc
CPDERG[2 garp

P3 10.70 usec
Pd 21.40 usec
PCPD2 T0.00 usec
PLWZ 140.00000000 W
FLWlzZ 3.27110004 W
====== GRRDIENT CHRNNEL =====
SEHAM[L1] EMEQl0.100
GPHAM[2] EMeQlo.100
GPEL 20.00 &
GPZ2 20.10 %
Plg 1000.00 usec
Fl - Roquisition paramsters
TD 254

BFOL 150,243 MHz
FIDREZ 140,51258% Hz
AW 2382.210 ppm
FnMODE Echo—Antieche
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Current Data Parametsrs

[ Ppm HAME DPM-5-26

EXFNO 300
PROCHO 1
FZ - Rcquisition Paramsters
Date_ 20150503
- 20 Time 16,56
INSTRUM spect
. e s L PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
e L : o e PULPROG hmbegplpndgf
D 4096
— 40 SOLVENT Acetons
us 64
DS 16
[ SWH 7352.,%41 Hz
[ EIDREZ 1.795152 Hz
| 2O 0.2785230 sec
Ce 60 RG 203
DW 63,000 ussc
- x F DE 10.00 usec
TE 298.0 K
CNST2 145.0000000
— 80 CNST13 10.0000000
Do 0.00000300 sec
L Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344328 zac
D& 0.05000000 sec
. . ~100 D16 0,00020000 sec
o INQ 0,000013%0 sec
i ======== CHANNEL fl ========
G @ SFOL 600.2333048 MHz
e © - NUCL 1H
P 120 Fl 7.25 usec
FZ 14.50 usec
F PLW1 8.39998962 W
.
v { | ======== CHANNEL f2 ========
140 gFo2 150,9430463 MHz
jjefeel 13c
L - o e L B3 10.70 usec
¢ PLW2 140.00000000 W
Q
© .- ¢ —160 GRADIENT CHANNEL —====
] 5M5010.,100
| ] EMEQ10,100
] 5M5010.100
50,00 %
~180 30,00 %
40,10 %
1000.00 usec

Fl - Acguisition parameters

- 200 D 256
SFol 150,943 MHz
9 FIDRES 140512589 Hz
r SW 238,310 ppm
EnMODE oF

80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 pPpm

Figura 5.58. Mapa de contorno HMBC (600/150 MHz, Acetona-dg) de 14
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Figura 5.59. Mapa de contorno de NOESY (300 MHz, Acetona-dg) de 14
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7.0544
7.0403
6.8941
6.8803
6.5030
6.4988
6.4262
6.4220
6.4121
6.4073
6.3664
6.3623
6.3528
6.3487

2771
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4.2274
4.2239
4,2216
4,2181
3.8923
3.8753
3.8584
3.,7185
3.4772
3.4704
3.4627
3.4603
3.4514
2.9832

6.,

. 9649
2.9574
2.9390
2.8196
2.8166
2,.8113
2.,8081
2.7939
2.79%07
2.7854
2,7822
2.0704
2.0668
2.0631
2.,0574
2.0537
2.0500
2.0464
2.,0427
1.2862
0.8870
0.8756
0.8637
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Figura 5.60. Espectro de RMN de *H (600 MHz, Acetona-dg) de 15

Current Data Parameters

NAME
EXPNC
PROCHO

2
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

bs

SWH
FIDRES
AQ

DPM—-5-38
1
1

— Acquisition Parameters

20150504
7.02
spect
5 mm CPTCI 1H-
g
65536
Acetone
8
a
7352.941 Hz
0.112197 Hz
4.4564481 sec
&4
68.000 usec
10.00 usec
298.0 K
1.00000000 sec

CHANNEL f1
600.,2333048 MHz
1H
7.25 usec
8.39999962 W

— Processing parameters

65536
600.2300104 MHz
EM
0
0 Hz
0
1.00
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Figura 5.61. Expans6es correspondentes aos picos indicados pelas letras a-e no espectro de RMN de *H de 15
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Figura 5.62. Mapa de contorno de COSY (600 MHz, Acetona-ds) de 15

Current Data Parameters

WAME DPM-5-38
EXPHO 100
PROCHO 1

FZ - Rcquisition Parameters
Date_ 20150504

Time 7.03
INSTRUM spect
PROEHD 5 mm CPTCI 1H-
PULPROG cosygpgt

TD 4086
SOLVENT Acetone

N3 8

D3 8

SWH 7352.941 Hz
FIDRES 1.795152 Hz
AQ 0.2785280 sec
RG 54

DW 68.000 usec
DE 10.00 usec
TE 298.0 K

Do 0.00000300 sex
D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
Dlg 0.00020000 sec
ING 0.00013600 sec
======== CHANNEL fl ========
SFOL 600.2333048 MHz
NUC1 1H

PO 7.25 usec
P1 7.25 usec
PLW1 8.39992962 W
====== GRADIENT CHANWNEL =====
GPMNAM[1] SM5Q10.100
GPZ1 10.00 %
Ple 1000.00 usec

Fl - Roquisition parameters

D
SFOL
FIDRES
W
FnMODE

256
600.2333 MHz
28.722427 Hz
12,250 ppm
QoF
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Cur

rent Data Parameters

8 g x g g 3 g ? S % g g E =] i} [e R = NAME DEM-5.38
o ol M ~ o @ A Nm w0 = ~N MW o~ EXPNO 2
m e S| MR EY b = o8 2 o PROCNO 1
[+ [Nt RiNe] o O o MmN .o .
8 E S 2 2 2 ﬁ Sj : 3 S S S g g s 2 2 i F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150504
W T IRV
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
PULPROG zgpg30
TD 32588
SOLVENT Acetone
NS 18736
DS 0
SWH 34722.223 Hz
FIDRES 1.065491 Hz
20 0.4692672 sec
F1() 8 RG 203
DY 14.400 usec
DE 16.00 usec
TE 298.0 K
D1 0.10010000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 150.9437536 MHz
NUC1 13¢C
Pl 10.10 usec
PLW1 127.00000000 W
======== CHANNEL f2 ========
SFC2 600.2324009 MHz
nuc2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPDZ 70.00 usec
PLW2 8.39999962 W
PLW12 0.08886900 W
PLW13 0.04354600 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 150.%2278078 MOz
WDW EM
SS5B Q
LB 3.00 Hz
GB 0
“m”mmwwwhk“wd BC 1.40
I I I I I I I I I
180 160 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 5.63. Espectro de RMN de **C (150 MHz, Acetona-dg) de 15
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J’ ppm Current Data Farameters

HAME DEM-5-38
EXPNO 200
- 0 PROCHO 1
F2 - Bcquisition Parameters
r Date_ 20150504
. Tims 7.48
_4 Ps — 20 INETRUM spect
N . PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
3 N PULPROG hsqgestap
e ——— o e a L 'io r D 4096
E0LVENT Roetone
-3 @ | ms 3
40 b 16
BWH 7352.741 Hz
B FIDRES 1.7%5152 Hz
’ RO 0.2785280 sec
. - RG 181
k 60 ow 62,000 usec
DE 10,00 useg
s & . I TE 292.0 K
CHET2 145.0000000
— 80 Do 0.00000300 se¢
Dl 1.00000000 =ec
Dd 0.00172414 s=<
r Dll 0.03000000 sec
Dle 0.00020000 sec
‘ —100 IHo 0.00001330 sec
— 0! ZGOPTHS
e i ======== CHRNNEL fl ========
— BP0l 600,.2333048 MHz
1 — 120 HuUcl 1H
Pl 7.25 usec
H P2 14.50 usec
L] [ p22 2000.00 usec
PLWL B.39399962 W
140 ======== CHRNNEL f2 ========
Broz 150.2430463 MHz
i NUCZ 13c
CPDPRG[2 garp
— —160 P2 10.70 usec
pd 21.40 usec
PCPDZE T0.00 usec
I PLW2 140.00000000 W
FPLWLlZ2 3.27110004 W
180 ====== GRADIENT CHRMNEL =====
GPNAM[1] SM2L10.100
i GPHAM([2] EME10.100
GPRL 80.00 %
—200 GPZZ 20.10 &
¥ Plé 1000.00 usec
%
1 ' I Fl - Rcquizition parameters
. ! D 256
- r--r-r-r-r-r-r-r-frr-rrrrrrrr—|rr-rr—rr-rrrmrrrr—rr—r—rrrrrrrrrr%¥r-rrrrrrrrrrryrr- sFol 150.243 MHz
I I I I ! I ! ! 220 FRms  Lao.s13see me
8 7 6 5 4 3 2 1 0o ppm ¥
FnMODE Echo-Antischo

Figura 5.64. Mapa de contorno de HSQC (600/150 MHz, Acetona-dg) de 15
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Figura 5.65. Mapa de contorno de HMBC (600/150 MHz, Acetona-dg) de 15

Current Data Parametsars

NEME DPM-5-38
EXBHO 200
PROCHNO 1

F2 - Requisition Paramsters
Date_ 20150504

Time 7.48
INSTRUM spect
PROEHD 5 mm CPTCL 1H—
PULFROG heqgeetgp

™ 4096
SOLVENT Restons

o 2

D& 1s

SWH 7352.941 Hz
FIDRES 1.795152 Hz
AQ 0.2785280 sec
RG 121

Dw 68,000 usec
DE 10,00 usec
TE 298.0 K
CHST2 145.0000000

Do 0.,00000300 see
Dl 1.00000000 see
Dd 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D16 0.00020000 sec
MO 0.00001350 sec
ZGOBTHS

======== CHANNEL fl ========
srol €00.2333048 MHz
Nucl 1H

Pl 7.25 usee
P2 14.50 usec
P28 2000.00 usec
BLWl 8.39999962 W
======== CHANNEL f2 ========
aroz 150.9430463 MHz
NUcz 13¢
CPDPRG[2 garp

B3 10.70 usec
pd 21,40 usec
PCPD2 70.00 usec
PLWZ2 140.00000000 W
PLW1Z2 3.27110004 W
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPHAM[1] sM3010.100
GPHAM[2] sM3010.100
Pzl 80.00 8
eGPz 20,10 &
Blé 1000.00 usec
Fl - Requisition paramsters
™ 256

srol 150,943 MHz
FIDRES 140.512589 Hz
sw 238,310 ppm
FnMODE Echo-Antiecho
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6.59243
6.7733
6.7583
6.753%9
6.7527

2 9454
2 0848

Current Data Parameters
NAME DPM-7-11-A
EXPNO 1
R B R e S R o & PROCNG 1
N ONNQ>D> DWW, WA 0N S S - o
[ o o B e e A S  l n e B e I\ o BN e RN e ] =,
OO0 OGO OE WO GO OO e G % F2 - Acquisition Parameters
‘ ’ Date_ 20150511
NS V= Epe e i b e e Tine .27
§ INSTRUM spect
l\\i\\\///// PRCBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT Acetone
NS 16
' DS 0
i SWH 5434.783 Hz
| FIDRES 0.082928 Hz
) AD 6.0293121 sec
il RG 32
| D 92.000 usec
pMUYY Uy P DE 6.50 usec
~— TE 298.0 K
) D1 3.00000000 sec
— TDO 1
0 [ [+:] o] b= 3’/) ======== CHANNEL fl ========
&sf ﬁ H H (b) H © ﬁ—' NOC1 1
T T T T T T T T Pl 8.14 usec
15 3.10 3.05 3.00 PLW1 10.00000000 W
6.9 6.3 6.7 6.6 6.4 SFO1 400.1323867 MHz
F'2 — Processing parameters
(@) (b) ST 65536
SE 400.,1300069 MHz
WDW EM
SSB 0
(c) LB 0.30 Hz
GB o]
=31 E=2K=11=] O |NO|M~ 0= ]
Slrlre|+ | [~lesled -l -
I I I I I I I I I I I I I I I I I
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

Figura 5.66. Espectro de RMN de *H (400 MHz, Acetona-ds) de 16 com expansdes
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ppm

r Current Data Parameters
F HAME DPM-7-11-A
[ EXPNO 100
1 PROCHO 1
[ F2 - Acquigition Parameters
- Date_ 20150511
[ Tims 8.31
I INSTRUM spact
__2 PROBHD 5 mm PABEI 1H/
N PULPROG cosygpygt
L TD 4088
r SOLVENT Acetons
3 NS g
[ D& 1e
o F SWH £5434.783 Hz
__3 FIDRES 1.326851 Hz
r AQ 0.3768320 sec
[ RG 64
[ DW 92.000 usec
F DE 6.50 usec
N TE 298.0 K
-4 oo 0.00000300 sec
[ D1 1.00000000 sec
[ D13 0.00000400 sec
- Dle 0.00020000 sec
) [ INO 0.00018400 =ec
&t
'_5 ======—== CHANNEL fl ========
N Noucl 1H
[ PO 8.14 usec
[ Pl 8.14 usec
F PLWL 10.00000000 W
[ SEOL 400.1323867 MHz
__6 ====== GRADIENT CHANNEL =====
N GPNAM[1] SMSQl0.100
OH - GPZl 10.00 %
[ Ple 1000.00 usec
[ Fl - Acquisiticon paramsters
/ -7 TD 256
[ SEOL 400.1324 MHz
N N FIDRES 21.229622 Hz
OMe [ SW 13.582 ppm
[ FnMODE QF

| T | | T T T | | T | | | T |
75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 ppm

Figura 5.67. Mapa de contorno de COSY (400 MHz, Acetona-dg) de 16
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Figura 5.68. Mapa de contorno de HSQC (400/100 MHz, Acetona-dg) de 16

Current Data Parameters

HRME DPM-7-11-R
EXPNO 200
PROCHO 1

F2 - Roguisition Paramsters
Date_ 20150511

Time 5.19
INSTRUM speect
PROBHD 5 mm PAEBI 1H/
PULFROG hesgeetyp

D 4098
SOLVENT Rostone

He )

D& 1&

SIWH 5434,783 Hz
FIDRE& 1.326851 Hz
RO 0.3768320 sec
RG o

D 92.000 usec
DE 6.50 usec
TE 292.6 K
CH&TZ 145,0000000

Do 0.00000300 zec
Dl 1.00000000 s=c
Dd 0.00172414 zec
D1l 0.03000000 sec
D16 0.00020000 sec
o 0.00002160 sec
LGOPTNS

======== CHANNEL £l ==

Hucl 1E

Pl 2.14 usec
P2 1l6.28 uzec
P28 1000,00 usee
PLWL 10,00000000 W
&F0l 400.1323867 MHz
======== CHANNEL £2 ========
CPDPRG([2 Farp
NUCZ 13¢

P3 15.00 usec
Pd 30,00 usec
PCPD2 20.00 usec
PLWZ 80.00000000 W
PLWlz 2,81250000 W
SF02 100.6203150 MHz
====== GRADIENT CHRMNEL =====
GPNAM[1] £ME8010.100
GPNAM[2] £ME8010.100
GPZ1 20.00 &
GPLZ 20,10 %
Ple 1000.00 usec
Fl - Roguisition parameters
D

SF0L1 100,6203 MHz
FIDRE& §0,401062 Hz
W 220,000 ppm
FnMODE Echo-Antischo
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Figura 5.69. Mapa de contorno de HMBC (400/100 MHz, Acetona-dg) de 16

Current Data Farameters

HAME DPM-7-11-2&
EXPMO 300
PROCHO 1

F2 - Acguiszition Parameters
Data_ 20150511

Time 10.03
INMSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hmbegplpndgf

TD 4096
SOLVENT Acetone

ng &4

Ds 186

SWH 5434,783 Hz
FIDRES 1.326851 H=z
AQ 0.3763320 gec
RG 2050

DW 92,000 uzec
DE 6.50 nzec
TE 298.0 K
CNET2 145.0000000
CNET13 10,0000000

Do 0.00000300 =zec
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 zec
Dé 0.05000000 sec
Dle 0.,00020000 =zec
INO 0.00002080 sec
======== CHANNEL fl ========
HNucl 1H

Fl #.14 usec
P2 16.28 usec
FLWL1 10.00000000 W
SFOL 400.1323867 MHz
======== CHANNEL f2 ========
NUCz 13c

F3 15.00 usec
PLW2 30.,00000000 W
SFOZ 100.6228293 MHz
====== GRADIENT CHAMNNEL =====
GPNAM[1] SMER10.100
GPNAM[Z] SHMEQ10.100
GPMAM[Z] SMEQ10 ., 100

GPZL1 50,00 %
GPZ2 30,00 %
GFZ3 40,10 %
Flé 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
TD 211

SFOL 100.6228% MHz
FIDRES 113.,926353 Hz
SW 238.897 ppm
FnMODE QOF
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Figura 5.70. Mapa de contorno de NOESY (300 MHz, Acetona-ds) de 16
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Figura 5.71. Espectros de Massas de Alta Resolugéo das substancias 13 (a), 14 (b) e 15 (c)
(ESI, modo positivo)
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5.5. Atividade antifungica

As substancias testadas frente as cepas Cryptococcus neoformans
(VN1PCNG6) e Candida albicans (ATCC 36232) foram as naftoquinonas 1-3, as
lignanas 4-5 e a flavona 12 (Quadro 5.2). O teste de sensibilidade antifingica foi
realizado por meio da técnica de microdiluicdo em caldo empregando-se microplaca

com multiplos pocos e a leitura da CIM foi baseada nos scores 0-4 (Tabela 4.12, p.

83).
Quadro 5.2. Substancias utilizadas no ensaio antifingico

|| | ||

o] o o]
| A |

=

| ] ]

o] o]

1: desidro-a-lapachona 2: desidro-iso-a-lapachona 3: a-lapachona

OH
MeO
U
OH
HO
l OMe

OH

5: cicloolivil

12: 3,4’,7,8-tetrahidroxiflavona
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Nos testes com as cepas de C. neoformans, a naftoquinona desidro-a-
lapachona (1) apresentou 100% de inibicdo de atividade com a concentracao inicial
de 320 pg/mL (poco 1). Na primeira diluicdo realizada (po¢co 2 - 160 ug/mL),
observou-se uma inibicdo de aproximadamente 75% do crescimento fungico. Para o
poco 3, a concentracao inibitéria minima (CIM) foi de 80 pg/mL, com inibicdo de
aproximadamente 50%. A naftoquinona desidro-iso-a-lapachona (2) apresentou
maior atividade inibitéria, pois sua CIM foi observada em 40 pug/mL, mostrando-se
mais efetiva em relacdo a naftoquinona 1 (Tabela 5.13). Entre as lignanas,
paulownina (4) foi a que apresentou maior atividade, com CIM de 80 ug/mL, isto €,
nessa concentracdo, a lignana inibiu 50% do crescimento de C. neoformans. A
lignana cicloolivil (5), no entanto, ndo mostrou inibicdo na maior concentracao
testada, indicando que sua concentracao inibitéria minima pode estar acima da
concentracdo inicial testada (> 320 pjg/mL). Para a flavona 3,4,7,8-
tetrahidroxiflavona (12) foi observada a CIM de 160 ug/mL.

Com relacdo as cepas de C. albicans, somente as naftoquinonas 2 e 3
mostraram inibicdo do crescimento do fungo, sendo que a desidro-iso-a-lapachona
(2) apresentou atividade com CIM de 160 pg/mL e foi a Gnica naftoquinona a
apresentar completa inibicdo de crescimento na concentragéo inicial do ensaio. As
lignanas 4 e 5 e a flavona 12 n&o apresentaram atividade em nenhuma das
concentracoes testadas.

A desidro-iso-a-lapachona, quando comparada com a desidro-a-lapachona,
possui, dentre outros aspectos, a presenca de um anel de 5 membros (furano). Este
anel é tensionado quando comparado ao anel de 6 membros (pirano) e muito mais
reativo, tendendo a estabilidade ao reagir em sistemas biologicos, o que poderia

justificar a maior reatividade da naftoquinona 2 frente a 1.

182



Tabela 5.13. Resultados da CIM das substancias sobre cepas dos fungos

Cryptococcus neoformans e Candida albicans

CIM (pg/mL)
Substancia C. neoformans C. albicans
VN1PCN6 ATCC 36232

(1) desidro-a-lapachona 80 > 320
(2) desidro-iso-a lapachona 40 160
(3) a-lapachona 160-80 320-160
(4) paulownina 80 > 320
(5) cicloolivil > 320 > 320
(12) 3,4',7,8-tetrahidroxiflavona 160 > 320

183



6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizado o estudo fitoquimico com os residuos madeireiros
de trés espécies botanicas, sendo possivel o isolamento e a identificacdo de
dezesseis substancias.

No extrato metandlico de T. serratifolia foram identificadas trés naftoquinonas
(a-lapachona, desidro-a-lapachona e desidro-iso-a-lapachona) e duas lignanas
(cicloolivil e paulownina). Ressalta-se que as naftoquinonas representam uma classe
importante de metabdlitos secundarios, apresentando grande variedade de
atividades biologicas, como antimalarica, antifangica, antibacteriana e anticancer.

Os estudos com a espécie A. mangium permitiram a identificacdo de trés
esteroides, além de compostos fendlicos como uma flavona, da classe dos
flavonoides e o metilparabeno, um éster derivado do &cido p-hidroxibenzoico muito
utilizado como conservante pela industria de alimentos, cosméticos e farmacéutica,
pois apresenta um amplo espectro de acdo antimicrobiana, baixa toxicidade e é
efetivo em baixas concentracdes.

O estudo fitoquimico com o extrato metandlico de D. polyphylla permitiu o
isolamento de quatro isoflavanas, sendo 3’,7-dihidroxi-4’-metoxi-isoflavana e 3’,8-
dihidroxi-4’,7-dimetoxi-isoflavana inéditas na literatura.

No ensaio antifangico frente as cepas de Cryptococcus neoformans, a
naftoquinona desidro-iso-a-lapachona apresentou maior atividade inibitéria entre as
substéancias testadas e o cicloolivil (lignana) ndo apresentou atividade em nenhuma
das concentracOes testadas. No ensaio com as cepas de Candida albicans, um
fungo oportunista com certa resisténcia aos antifingicos comerciais se nédo tratado

corretamente, somente duas naftoquinonas, das seis substancias testadas,
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mostraram atividade, o que revela a importancia pela busca de novas substancias
capazes de atuar no combate aos varios tipos de enfermidades.

Os resultados desse presente trabalho contribuem de forma significativa para
0 conhecimento quimico e biologico das trés espécies estudadas, enfatizando a
qualidade dos residuos descartados pelo setor madeireiro, 0s quais podem

apresentar uma fonte de substancias com potencial bioldgico.
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