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RESUMO

O presente trabalho relata o estudo fitoquimico-biolégico da madeira da espécie
Dalbergia glaucescens. O espécime foi coletado na Reserva Florestal da Vale (ES)
Mata Atlantica em julho de 1996. O isolamento dos metabdlitos especiais dos
extratos em hexano, diclorometano, metanol e metanol-agua (8:2) da madeira foi
realizado através de técnicas cromatograficas tradicionais e de cromatografia contra
corrente de gotas, resultando na identificacao de trés triterpenos: lupeol, lupenona e
acetato do é&cido oleandlico. Trés esterdides: campesterol, f-sitosterol e
estigmasterol; trés neoflavonoides: 9-hidroxi-6,7-dimetoxidalbergifenol e 6,7-diidroxi-
9-metoxidalbergifenol e dalbergina; um pterocarpandide, medicarpina; um derivado
da benzofenona: 2,5-diidroxi-4-metoxibenzofenona; uma flavona: 6-(C-B-D-
glicopiranosil)-4’,5,7-triidroxiflavonol; um isoflavondide: 6,8-di-(C-B-D-glicopiranosil)-
4’ 5,7-triidroxiflavona e um metabdlito da classe dos furanos: 5-hidroximetilfurfural.
Pelo melhor do nosso conhecimento o estudo fitoquimico-biolégico de Dalbergia
glaucescens estd sendo citada pela primeira vez na literatura. A determinacao
estrutural das substéncias foi realizada através da obtencdo e interpretacdo de
espectros na regido do infravermelho (IV), espectros de ressonancia magnética
nuclear de *H e **C (RMN) a uma (1D) e duas (2D) dimensées bem como através de
informacOes obtidas no espectro de massas dos produtos detectados por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrébmetro de massas (CG-EM) e por
comparacao com dados da literatura.Os extratos brutos foram avaliados quanto a
citotoxidade (ensaio contra larvas de Artemia salina Leach) apresentando resultados
positivos; atividade antimicrobiana (ensaio contra espécies de Candida,
Sthapylococcus aureus e Escherichia coli) no qual o extrato em metanol
apresentou-se ativo contra Candida parapsilosis; o potencial antioxidante dos
extratos também foram avaliados através do método do radical livre DPPH verificou-
se que todos os extratos apresentaram-se promissores quanto as atividades

testadas.
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ABSTRACT

The present work reports a phytochemical and biological studies of the wood of
Dalbergia glaucescens. The specimen was collected in Reserva florestal da Vale
(E.S) in july 1996. The isolation of special metabolits from the wood was carried out
from hexane extracts, dicloromethane, methanol and methanol-water (8:2) extracts.
Tradicional chromatography techniques and droplet counter-current chromatography
that resulted in the identification of of three triterpenes: lupeol; lupanone and
oleanolic acid acetate; three steroids: campesterol, S-sitosterol and stigmasterol,
three neoflavonoids: 9-hidroxy-6,7-dimetoxydalbergifenol and 6,7-dihidroxy-9-
metoyidalbergiphenol and dalbergin; one pterocarpanoid, medicarpin; a
benzophenone derived: 2,5-dihidroxy-4-metoxybenzophenone; one flavone: 6-(C-g-
D-glicopiranosil)-4’,5,7-triidroxiflavonol; one isoflavonoid: 6,8-di-(C-B-D-
glucopiranosyl)-4’,5,7-trihidroxyisoflavone and a metabolite to class of furans: 5-
hidroxymetilfurfural. For the best of our knowledge the phytochemical-biological
studies of Dalbergia glaucescens is the first time in the literature. The structure of the
compounds were determined using infrared data, one-and-two-dimensional *H and
13C NMR spectroscopy, as well from information gathered from the mass spectra
recorded using a spectrometer coupled to a gas chromatograph, which were
compared with the literature data. The crude extracts were assessed as citotoxicity
(assays with Artemia salina Leach) and showed positive results; antimicrobial activity
(assays with Candida species, Sthapylococcus aureus and Escherichia coli) that
metanolic extract give positive results assays with Candida parapsilosis; the
antioxidant potential was evaluated using the DPPH free radical method a and all

extracts were considered promissors as the activities tested.
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1.0 - Introducéao

Diferentes culturas dos mais distintos lugares, desenvolvidas ou nao,
conhecem e utilizam o potencial terapéutico dos vegetais no tratamento de
doencas, praticas essas que acompanham o homem desde a pré-histéria e que
evoluiram com ele ao longo dos anos (Coutinho et. al., 2004).

As plantas sdo os principais componentes da medicina tradicional, segundo
a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a medicina tradicional consiste em
praticas saudaveis, baseadas no conhecimento de substancias existentes em
plantas, animais e minerais, utilizadas como misturas ou ndo com o objetivo de
tratar ou prevenir doencas.

Ao longo dos anos, as observa¢fes populares conduziram ao acumulo de
informacdes relevantes sobre a eficacia e os efeitos medicinais das plantas, todo
esse conhecimento continua sendo valido para estimular o uso dos vegetais como
medicamentos e assim promover a perpetuacao desta cultura. Além de despertar
grande interesse por pesquisas que conduzam a identificagdo de substancias
naturais bioativas, tanto é verdade que a sociedade ocidental passou a
reconsiderar as virtudes terapéuticas de plantas e outros produtos naturais
derivados destes organismos. Nesse contexto, as pesquisas sobre a atividade de
plantas e a bioprospeccdo de seus respectivos principios ativos foram
intensificados (Scheuermann & Cunha, 2006).

As plantas apresentam a capacidade de biossintetizar os mais variados
tipos de estruturas moleculares (Scheuermann & Cunha, 2006). Esse potencial
quimico estimula o interesse das industrias farmacéuticas (como fonte de
farmacos), agroquimica (pelo fornecimento de inseticidas e fungicidas naturais),
alimenticia (para a obtencdo de substancias naturais utilizadas para dar cor e
sabor aos alimentos) e cosmética.

Vale ainda destacar que as propriedades terapéuticas dos vegetais sao
pouco exploradas para fins veterinarios. No entanto, recentes restricbes ao uso de
antibioticos promotores de crescimento na producdo animal, tém incentivado a
busca por novos aditivos alternativos. Sendo assim, cresce em importancia a
possibilidade de exploracdo do potencial antimicrobiano de plantas e seus

metabolitos secundarios (Scheuermann & Cunha, 2006).
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Porém, um dos principais problemas do mundo moderno € a destruicdo do
meio-ambiente, principalmente, dos ecossistemas florestais, o que resulta numa
grande perda de toda riqueza que esses ecossistemas constituem (Silva, 2001).
As florestas tropicais, embora ocupem apenas 7% da superficie da Terra,
provavelmente sustentam mais da metade da vida do planeta (Laurance et.
al,1997). Estudos recentes demonstram que a megadiversidade de paises como:
Brasil, Australia, Colémbia, Equador, Madagascar, China, india, Malasia, México,
Peru e Zaire encontra-se seriamente ameacada, justificando a utilizacdo das
plantas de modo sustentavel para conservacao e reparacao de areas degradadas
(Nodari & Guerra, 2003).

O Brasil é o principal pais dentre aqueles detentores de megadiversidade,
possuindo de 15 a 20% do numero total de espécies da Terra. A Mata Atlantica e
0S ecossistemas associados a ela ocupavam, no Brasil, originalmente uma éarea
de 1.360.000 Km?, distribuidos por 17 estados e aproximadamente 50% dos
municipios brasileiros (Brasil, 2000).

Atualmente o bioma esta reduzido a fragmentos dispostos de modo
esparso ao longo da costa brasileira e no interior do pais, e representam menos
de 8% de sua extensdo original. Em conjunto, os mamiferos, aves, répteis e
anfibios que ocorrem na Mata Atlantica, somam 1807 espécies, sendo 389
endémicas. Isso significa que a Mata Atlantica abriga, aproximadamente, 7% das
espécies conhecidas no mundo nesses grupos de vertebrados. Nesse cenario de
rigueza e endemismo observa-se, por outro lado, elevado nimero de espécies
ameacadas de extin¢ao (Brasil, 2000).

A fragmentagdo, processo nos quais grandes blocos de habitat sdo
quebrados em blocos pequenos e isolados, € uma das maiores ameacas a
biodiversidade (Laurance et. al., 1997).

Assim, a destruicdo acelerada das florestas tropicais e o0 intenso processo
de exploracéo extrativista, tém inserido muitas espécies de interesse econémico e
conservacionista no grupo de espécimes ameacadas de extingdo, dentre elas
algumas espécies do género Dalbergia (Varty, 1998). A espécie Dalbergia

glaucescens (Mart. ex Benth.) Benth. foi objeto de estudo deste trabalho.
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1.1 - Revisao de Literatura

Os metabdlitos especiais presentes em plantas, frequentemente,
apresentam atividades bioldgicas interessantes. Do ponto de vista farmacéutico,
ha um grande interesse na descoberta por novas substancias
farmacologicamente importantes, com diferentes finalidades terapéuticas. Entre
as atividades biolégicas das plantas medicinais, podemos citar: antifungica,
antibacteriana, antiparasitaria, antiinflamatoria, toxicolégica, alelopatica,
antioxidante, entre outras (Simdes et. al, 2001).

As doengas infecciosas continuam a ocupar posi¢cao de destaque como
causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo, apesar dos avangos
técnico-cientificos. Um dos principais fatores que explicam essa lideranca € a
capacidade que 0s microorganismos possuem para a aquisicdo de mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos. Essa habilidade impde a necessidade
permanente de pesquisas e o desenvolvimento de novos farmacos a serem
utilizados no combate e/ou controle dos microorganismos (Ayres et. al, 2008).
Muitas plantas brasileiras pertencentes a biomas como, mata-atlantica, cerrado e
floresta amazonica tém sido utilizadas como farmacos naturais pela populagéo no
tratamento de varias doencgas tropicais como a malaria, esquistossomose,
infeccbes bacterianas e fungicas (Alves et. al., 2000).

O conhecimento das atividades biolégicas de plantas, assim como, o da
sua composigcdo quimica pode contribuir positivamente no controle de
fitoterapicos. Pois, somente com estas informagdes pode-se avaliar tecnicamente,
desde o inicio do processo, na elaboragdo dos extratos vegetais até a obtengéo
do produto final (Trevisan, 2010).

1.1.1. - Consideragoes sobre as Infecgoes

Segundo o Ministério da Saude (Brasil, 2000) infeccdo consiste na
penetracdo, alojamento e, em geral, multiplicagdo de um agente etioldgico
animado no organismo de um hospedeiro. Esse mecanismo produz danos com ou
sem o aparecimento de sintomas clinicamente reconheciveis. Outra definigdo
para infeccdo é a agdo exercida no organismo animal ou vegetal por agentes

patogénicos (fungos, bactérias, virus e protozoarios) (Pasquale, 2009).
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As infecgdes hospitalares ou nosocomiais compreendem as infecgoes
causadas por fungos e bactérias que sdo adquiridas pelos pacientes ou mesmo
pelos profissionais da saude, dentro do ambiente hospitalar, constituindo uma
causa crescente de mortes em todo o mundo, podendo ser responsavel por até
30% de mortalidade dependendo do grupo de pacientes acometidos pela infecgcédo
(Craven et. al, 1998).

Varios processos patoldgicos, fisioldégicos ou traumaticos podem facilitar a
colonizagao e posterior infec¢gado hospitalar por fungos do género Candida. Dentre
0S mais comuns citamos: imunossupressao por varias causas, neutropenia,
desnutricdo, quimioterapia antineoplasica, entre outras causas (Jarvis, 1995).
Outros fatores facilitam a entrada do microorganismo no hospedeiro: o uso
continuo de cateteres, queimaduras, cirurgias intensas e, ainda, fatores
combinados a antibioticoterapia, nos quais a levedura possa se multiplicar e, a
partir dai, entrar na corrente sanguinea levando a um processo grave chamado
candidemia (Colombo et. al., 2006).

As infec¢des hospitalares causadas por fungos constituem um problema
crescente de saude publica em muitos paises, estudos da etiologia dessas
infeccbes mostraram que a espécie C. albicans é a principal responsavel por

candidemia Tabela 1.

Tabela 1 - Porcentagem de espécies de Candida identificadas em casos de
candidemia em varios paises do mundo.

Espécimes de Candida (Rex et. al, 1994) (Wingard, 1995) (Pfaller, 1996)

C. albicans 56% 54% 59%
C. glabrata 17% 25% 12%
C. tropicalis 13% 8% 1%
C. parapsilosis 10% 7% 10%
C. krusei 2% 4% 3%

Fonte: Maluche & Santos, 2008.

Pesquisas realizadas no Brasil mostram que a espécie C. parapsilosis

destaca-se como o segundo maior causador de candidemias (Tabela 2, p. 5).
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Tabela 2 - Frequéncias das espécies de candida observadas em casos de
candidemia no Brasil, de acordo com varios autores.

Espécimes de cidndida (Colombo et. al.,, 1999) (Godoy et. al., 2003)  (Antunes et. al, 2004)

C. albicans 37% 42% 48,3%
C. parapsilosis 25% 21,3% 25,8%
C. tropicalis 24% 24.2% 13,3%
C. glabrata 4% 7,7% 3,3%
C. krusei 2% 2,9% 1,7%

Fonte: Maluche & Santos, 2008.

1.1.2 - Consideragoes sobre os agentes de infec¢oes

1.1.2.1- Micrébios

O universo microbiano é extremamente complexo, sabe-se que existem
milhares de diferentes tipos de micrébios vivendo em nosso corpo, dentro dele e a
sua volta, centenas dos quais produzindo graves doengas ao homem. Os
micrébios podem ser subdivididos em quatro grupos: virus, bactérias, fungos e
protozoarios, cada um deles apresentando seu préprio nivel de complexidade
(Murray et. al., 1994). Estudos sobre as atividades antimicrobianas de produtos
naturais tém sido enfatizados, isso se deve ao fato de que, a cada dia as drogas
existentes se tornam menos eficazes devido aos mecanismos de resisténcia
desenvolvidos por esses microorganismos através de mutag¢des (Coutinho et. al.,
2004). Nesse sentido, a descoberta de novas fontes de substancias obtidas de
espécimes vegetais que apresentem atividade antimicrobiana e baixa toxicidade
pode ser uma alternativa viavel para o tratamento de infecgbes provocadas por

microbios.

1.1.2.2 - Fungos

Os fungos sdo extremamente comuns na natureza, onde levam uma
existéncia como saprobios de vida livre. Constituem importantes patégenos de
plantas, e com frequéncia, causam deterioragdo dos alimentos e outros produtos
(Murray et. al., 1994).
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Sao seres eucariontes, e em seu nucleo observam-se DNA cromossdémico
e um nucléolo ricos em RNA, ambos envoltos por membrana nuclear. Podendo
apresentar reproducao assexuada ou sexuada (Spicer, 2000).

As infeccbes fungicas podem ser classificadas como: infecgbes superficiais
(que abrangem as infecgbes limitadas as camadas mais externas da pele e
pélos), as infecgbes cutaneas (infecgbes que estendem mais profundamente na
epiderme, incluindo doengas invasivas dos pelos e unhas), as infec¢des
subcuténeas (afetam a derme, tecidos subcutdneos, musculos e fascia) e as
infecgdes sistémicas que atingem as areas mais profundas do organismo (Murray
et. al., 1994).

Nos ultimos vinte e cinco anos, a frequencia nas infecgdes fungicas
sistémicas tem aumentado de forma muito significativa, tanto em incidéncia como
em gravidade associada a mortalidade, o que torna os fungos um dos principais
causadores de morte de individuos imunocomprometidos, principalmente em
recém-nascidos pré-maturos e em doentes com cancer. O que acompanha esse
crescimento € a disseminacdo de espécies de Candida n&o-albicans e a
explicacdo para esse fato € terapéutica, uma vez que espécimes nao-albicans,
em geral, apresentam menor sensibilidade e/ou resisténcia aos antimicrobianos
usuais (Pigatto et. al., 2009).

1.1.2.2.1 - O género Candida

Candidas s&o fungos microscoépicos e unicelulares de forma redonda que
se reproduzem de forma assexuada, por brotamento. Sao classificados de acordo
com a assimilagdo e fermentagdo dos carboidratos (Spicer, 2000). Podem ser
denominados, ainda, como microorganismos eucariotos classificados como
bolores e leveduras (Pigatto et. al., 2009).

Do ponto de vista taxondmico, cerca de 200 espécies de Candida sao
conhecidas, sendo que destas aproximadamente 10% podem provocar infecgbes
em seres humanos, sem contar o potencial para infectar os demais animais
(Yarrow, 1998).

Varias espécies de Candida estao implicadas na candidiase: C. albicans,
C. stellatoidea, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. kefyr, C. guilliermondi, C. krusei,

C. glabrata, C. viswanathii e C. lusitaniae. Os 6rgaos mais frequentemente
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afetados incluem pulmdes, baco, rins, figado, coragdo e cérebro (Murray et. al.,
1994). As espécies de Candida tém a habilidade de produzir uma variedade de
enzimas hidroliticas, como proteases, lipases, esterases, fosfolipases e fosfatases
que facilitam a invasao de hifas e disseminacéo de candidiase. No passado estas
substancias receberam atengdo especial, pois sua presenga facilitava a
identificacdo de patogenias causadas por Candida (Luo et. al., 2001).

A espécie C. albicans é a que tem sido frequentemente relatada em
diversos paises do mundo como a principal causadora de candidiase. E uma
espécie habitual do trato gastrointestinal, genital e cutdneo dos seres humanos e,
em geral, é transmitida de forma enddgena (Maluche & Santos, 2008).

A espécie C. parapsilosis recentemente tem sido apontada como a
segunda principal causa de candidiase principalmente em paises da América
Latina, entre eles o Brasil. E encontrada frequentemente na pele, sendo de
transmissao frequentemente exogena, sua incidéncia também é alta em recém-
nascidos pré-maturos em unidades de terapia intensiva (Maluche & Santos,
2008).

A espécie C. glabrata é a quarta principal causa de infecgbes fungicas no
Brasil (Tabela 2, p. 5). Embora seja relatada com menos frequéncia que em
paises da Europa, Estados Unidos e Canada, ela esta associada tanto a casos de
candidemia em pacientes idosos, como em casos de candiduria (Antunes, 2004).

A espécie C. tropicalis apresenta forma de transmissdo essencialmente
endoégena. Esse espécime acomete, em geral, pacientes neutropénicos que
apresentam doengas neoplasicas, doencas hematolégicas, ou que sejam

receptores de medula 6ssea (Maluche & Santos, 2008).

1.1.3 - Algumas consideragdes a respeito dos antifungicos

A lista de substancias quimicas com atividade antifungica é bastante
extensa, mas ainda muito restrita ao ser comparada com o numero de drogas
antibacterianas disponives (Alves, et. al.,1999).

As drogas antifungicas exercem papel fungistaticos ou fungicidas direta ou
indiretamente. Os antifungicos possuem caracteristicas especiais quanto ao
mecanismo de agao, via de administragdo e quanto a sua agdo em infecgdes

sistémicas e/ou superficiais, e podem ser classificadas de acordo com o sitio de



Revisao de Literatura 8

acao ou de acordo com a estrutura quimica que a substancia apresenta. Atuam
em sua maioria na membrana celular (azois, anfotericina, nistatina), outros como
a fluocitosina e a grisefluovina, atuam na sintese do acido nucléico (Nobre et. al.,
2002).

Segundo Lacaz & Negro (1991) dentre os agentes quimicos utilizados

como antifungicos, destacam-se :

Sais de metais pesados (mercurio, prata, zinco, cobre);

Substancias contendo ions oxidantes (permanganato de potassio, agua
oxigenada, cromatos);

» Sais quaternarios de amoénio,

= Acidos graxos,

» Tintura de iodo a 1%;

» Tinturas a base de funcina e cloroiodoidroquinoleina;

» Substancias sulfuradas e halogenadas, e seus derivados.

Dentre os diversos antifungicos destacam-se as drogas imidazolicas,
descobertas em 1949, porém sua utilizacdo s6 aconteceu a partir de 1967.
Apresentam anel imidazélico unido a outros anéis através de ligagdo N-C, em

geral na posi¢ao 1 (Figura 1) (Alves et.al., 1999).

Imidazol Cetoconazol

Figura 1 - Anel imidazol e o antifungico cetoconazol.

Atualmente ha um grande numero de drogas imidazodlicas (Tabela 3, p. 9).
O principal mecanismo de acdo dos azdis € a inibicdo da biossintese do

ergosterol (esteréide importante para a manutencdo da fungdo da membrana
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celular dos fungos), interferindo no citocromo P59 da levedura, trazendo como
consequéncia a permeabilidade e fluidez da membrana citoplasmatica do fungo,
prejudicando a captagao de nutrientes, o que se traduz na inibigdo do crescimento
fungico, originando alteragdes morfoldgicas que causam a necrose celular (Alves
et.al., 1999).

Tabela 3 - Indicagdes dos antifungicos mais utilizados em animais.

Antifungicos Indicagoes

Captan Dermatofitose

Clotrimazol Dermatofitoses, otites, aspergilose nasal,
candidiase, Malasseziose.

Econazol Dermatofitoses, Malasseziose, candidiase.

Miconazol Malasseziose, candidiase, mastite fungica
bovina, queratomicoses de equinos.

Cetoconazol Micoses superficiais e sistémicas.

ltraconazol Micoses superficiais e sistémicas.

Fluconazol Micoses superficiais e sistémicas.

Nistatina Micoses superficiais, otites e metrites,
principalmente candidoses.

Nistatina lipossomal Micoses sistémicas, principalmente na

candidose, criptococose e aspergilose em
pacientes debilitados, imunossuprimidos ou
quando houver resisténcia a outro antifungico

Natamicina Mastites fungicas bovinas e queratomicose de
equinos
Griseofluvina Dermatofitose

Fonte: Nobre et. al, 2002.

Os antibiéticos poliénicos possuem um anel lactbnico macrociclico e
semelhante aos macrolidios antibacterianos como a eritromicina, e sdo chamados
de macrolidios poliénicos sendo a estrutura ativa o anel macrolidio com sua parte
rigida lipofilica e a parte flexivel hidrofilica. A anfotericina B (Figura 2, p. 10) é um
exemplo desse tipo de estrutura. Ela atua na ligagdo dos esterois da membrana
celular, provocando uma alteragdo funcional com a saida de metabolitos

essenciais levando a morte celular (Nobre et. al., 2002).
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CH;

Figura 2 - Estrutura da Anfotericina B

1.1.4 - Bactérias

As bactérias sdo fundamentalmente diferentes de todos os outros seres
vivos, sdo procariontes, apresentando DNA de dupla fita circular sem membrana
nuclear. Esse microorganismos n&do apresentam mitocéndrias ou outras organelas
envoltos de membrana e sua reprodugao € assexuada por biparticdo (Murray et.
al.,1994). Elas podem ser classificadas por varios critérios: forma; coloragao e
capacidade de crescer com ou sem oxigénio (Spicer, 2000).

Quando a forma as bactérias podem ser classificadas em:

= Gram-positivas (com espessa camada de peptidoglicano circundando a
membrana citoplasmatica);

= Gram-negativas (contém duas camadas externas & membrana
citoplasmatica, uma fina camada de peptidoglicano e uma mebrana lipidica

externa).

1.1.4.1 - O género Staphylococcus

O género Staphylococcus compreende patégenos humanos comuns
versateis e importantes. Dentre os relatos mais antigos citam-se casos de
osteomielite evidenciado através do exame de mumias egipcias (Spicer, 2000).

O nome Staphylococcus provém da palavra grega staphylé, que significa

‘cacho de uvas” (Murray et. al, 1994). Os aglomerados microscopicos
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semelhantes a "cachos de uva” foram descritos por Robert Koch em 1878 e
cultivados por Louis Paster em 1880 (Spicer, 2000).

Os cocos Gram-positivos formam um grupo heterogéneo de
aproximadamente 16 géneros que colonizam os seres humanos. Esses
microorganismos s&o encontrados na pele e nas mucosas dos seres humanos,
bem como na pele e mucosas de outros mamiferos e aves. Staphylococcus é um
importante patégeno no ser humano que pode provocar uma ampla gama de
doencas incluindo doengas sistémicas potencialmente fatais, infec¢des cutaneas,
infecgbes oportunistas e doengas das vias urinarias. A espécie mais associada a
doencas humanas e mais conhecida do género é a S. aureus (Murray et. al.,
1994).

A infecgdo estafilocécica apresenta-se como uma ampla variedade de
sindromes afetando muitos tecidos e é causada por trés mecanismos: destruicdo
local, disseminagao pela corrente sanguinea e producao de toxina (Spicer, 2000).

Staphylococcus aureus é reconhecida mundialmente como a principal
causa de infecgao intramamaria em vacas leiteiras. Esse espécime produz uma
gama de toxinas extracelulares, fato que contribui para sua viruléncia e

patogenicidade (Akineden et. al., 2001).

1.1.4.2 - O género Escherichia

O género Escherichia consiste em cinco espécies de bactérias Gram-
negativas. A Escherichia coli € a mais comum e clinicamente importante, € uma
bactéria anaerdbia facultativa, pertencente a microbiota normal do trato intestinal
de animais e homens (Bonten et. al., 1990). Este microorganismo esta associado
a uma variedade de doencas incluindo gastroenterite, meningite neonatal,
infecgbes das vias urinarias (sendo responsavel por 80% de todas as infecgbes
das vias urinarias adquiridas e pela maioria das infec¢goes hospitalares) (Murray
et. al., 1994).

A resisténcia a ampicilina e cotrimoxazol é comum atualmente, sendo
assim, novas substéncias devem ser testadas com o objetivo de se encontrar
novas drogas mais eficientes (Spicer, 2000).

A infeccdo por E. coli (colibacilose) € uma das principais doengas da

avicultura industrial moderna, devido aos grandes prejuizos econémicos causados
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no mundo inteiro, por perdas com septicemia, pericardite e salpingite entre outros
(Ferreira & Knobl, 2000).

Segundo Zanatta e colaboradores (2004) a resisténcia a drogas
antimicrobianas é uma ameaca a saude publica mundial, pois, E. coli € um dos
patogeno transmitidos pelo consumo de alimentos contaminados. Desta forma,
essa bactéria € alvo de estudo de novas substancias antibacterianas para

aplicagao na area médica humana e veterinaria.

1.2 - Atividade biolégica

Embora as industrias quimicas e farmacéuticas tenham produzido uma
grande variedade de diferentes medicamentos nos ultimos tempos, cada vez mais
tem se observado a necessidade de novos farmacos com eficacia no combate a
diversas doencgas. Nesse contexto, tem-se procurado substancias que sejam
capazes de atuar contra doengas associadas a radicais livres, queda de
imunidade e também na habilidade genética que algumas espécimes de bactérias
e fungos possuem em adquirir resisténcia a drogas utilizadas como agentes

terapéuticos.

1.2.1 - Avaliagao da atividade citotoxica frente a larvas de Artemia salina

A grande necessidade de encontrar substancias anticancerigenas tem
estimulado o uso sistematico do bioensaio de citotoxicidade frente a larvas de
Artemia salina Leach na avaliagéo prévia de extratos de plantas conhecidas como
antitumorais, e as fracbes ativas podem ser posteriormente testadas em
diferentes culturas de células tumorais, obtendo-se uma boa correlagéo entre sua
atividade citotoxica e antitumoral (McLaughlin et. al., 1982; Siqueira, et. al., 1998).

O ensaio de citotoxicidade frente as larvas de Artemia salina foi proposto
por McLaughlin e colaboradores, 1982 ,como um ensaio simples para determinar
a DLsp (ug/mL) de substancias puras e extratos brutos sendo considerados ativos
os extratos que apresentarem DLsg inferior a 1000 ppm e as substancias puras
que apresentarem DLsg inferior a 20 ppm.

Testes biolégicos mais especificos, por exemplo, contra células

cancerigenas, sao caros e mais elaborados necessitando de uma infra-estrutura



Revisao de Literatura 13

apropriada para sua realizagdo. Por outro lado, instituicdes que dispéem de tais
condigdes, requerem algum indicio de que a substancia possa ter alguma
atividade biolégica para a realizagao de testes mais especificos, principalmente
devido o alto custo das analises. Testes bioldgicos que utilizam culturas de
células in vitro, sdo extremamente importantes na pesquisa de anticancerigenos
(Hostettmann et al., 2003).

Uma das primeiras etapas na busca de moléculas anticancerigenas
consiste em encontrar moléculas citotoxicas ou que inibem o crescimento de
células tumorais de origem humana. Ha um grande numero de substancias ativas
in vitro que agem sobre células cancerosas isoladas, porém nao se tornam
medicamentos utilizaveis em quimioterapia. De um modo geral, essas substancias
ou sdo bastante tdxicas para as células sadias ou nédo atingem o local onde
deveriam agir, no caso o tumor (Hostettmann et al., 2003).

A literatura cita que varias substancias bioativas foram testadas com A.
salina, mostrando boa correlagéo entre citotoxicidade larval e atividade biologica
(Holmans et al., 1970; Siqueira et al., 1998; Cité et al., 2003). Por exemplo,
atividades fungicida, viruscida e antibacteriana, (Macrae et al. 1998); parasiticida
(Sahpaz et al., 1994; Zani et al., 1995) e antitumoral ( Cité et al., 2003).

O ensaio de citotoxicidade frente as larvas de Artemia salina é de baixo
custo, rapido e nao exige técnicas assépticas. A praticidade e simplicidade que o
envolvem favorece sua utilizacdo sistematica dentro de um laboratério de
pesquisa e vem sendo utilizado por diversos pesquisadores para a avaliacdo da
citotoxicidade de extratos ou substancias puras isoladas.

O microcrustaceo de agua salgada, A. salina, pertence a classe
Anostracea, € utilizado como alimento para peixes e cujos ovos podem ser
facilmente encontrados em lojas de piscicultura.

A técnica baseia-se no principio da toxicidade que as substancias
bioativas apresentam em altas doses. Deste modo, a mortalidade in vivo de
organismo de maior simplicidade na escala zoolégica pode indicar a bioatividade
de novas substancias. O resultado funciona como uma avaliacdo preliminar de

possivel atividade bioldgica.
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1.2.2 - Avaliagao da atividade antimicrobiana

Varios trabalhos tém sido publicados relatando a atividade antimicrobiana
de diversos extratos de plantas e 6leos essenciais, o que tem confirmado o
grande potencial de plantas nativas de diversas regiées do mundo.

Recentemente um trabalho publicado por Duarte e colaboradores, 2004,
mostrou que varias plantas estudadas sao eficientes no combate de fungos que
provocam infecgdes superficiais, bactérias que provocam infec¢des bucais, uma
série de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. No Brasil, estudos com a
mesma finalidade sdo de grande importadncia uma vez que plantas medicinais tém
sido utilizadas como uma alternativa de tratamento.

Dentre as metodologias utilizadas para se detectar a atividade
antimicrobiana de plantas medicinais, destacam-se: método da difusdo em disco e
meétodo da difusdo em agar.

No método da difusdo em disco avalia-se o resultado da atividade
antimicrobiana pela medida do tamanho do halo de inibicdo de crescimento
formado ao redor de um disco de papel impregnado com extrato ou com a
substéncia a qual se deseja testar. Assim, o microorganismo padronizado é
inoculado sobre uma placa de petri contendo o meio de cultura sélido, nesta placa
sdo acondicionados os discos impregnados com as diferentes amostras a serem
avaliadas (Romeiro, 2001).

No método de difusdo em agar sdo produzidos pogos no préoprio meio de
cultura sdlido nos quais sao colocados diversos extratos a serem avaliados
(Romeiro, 2001).

1.3 - Atividade antioxidante

Atualmente tem-se evidenciado um aumento significativo no uso e na
avaliagcao da capacidade antioxidante, tanto de farmacos e cosméticos quanto de
alimentos e produtos naturais. Esse interesse comecgou a se expandir em meados
da década de 90, quando comecgou a ser amplamente conhecida a influéncia
benéfica de muitos produtos naturais na saude humana associados ao

decréscimo da atividade oxidante. Huang e colaboradores (2005) relataram que o
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numero de publicacbes sobre antioxidantes e estresse oxidativo quase
quadruplicou na ultima década.

Os antioxidantes sado substancias que, mesmo presente em baixas
concentragdes em relagado ao substrato oxidante sdo capazes de adiar, retardar
ou prevenir o processo de oxidagao lipidica (Sies, 1993). Essa caracteristica
permite a aplicacdo de antioxidantes em diversas areas. Por exemplo, o
armazenamento de produtos alimenticios por longos periodos sem os danos
nutricionais, organolépticos e toxicos, com aplicabilidade na industria alimenticia
possibilitando aumentar a vida util destes em até 200% (Schirch et. al., 2000, Mc
Carthy et al, 2001).

Na industria alimenticia, a oxidacgao lipidica € inibida por sequestradores de
radicais livres. As substancias mais utilizadas para este fim sdo: butilidroxianisol
(BHA), butilidroxitolueno (BHT), tercbutilidroxiquinona (TBHQ), triidroxibutilfenona
(THBP) e o galato de propila (GP). Estudos tém mostrado a possibilidade destes
antioxidantes sintéticos apresentarem algum efeito téxico, e por este motivo,
varias pesquisas tem se voltado para o estudo de antioxidantes naturais para
substituigdo aos sintéticos atualmente utilizados (Souza et. al.; 2007).

O oxigénio molecular tem um significado fundamental para os organismos
aerobios, pois participa na obtencdo de energia na forma de ATP através da
cadeia respiratoria como aceptor final de elétrons. E ainda, participa de varias
reagcdes metabodlicas como a biossintese de prostaglandinas, esteroides e na
oxidagdo de muitas substancias aromaticas entre outras reagdes (Fleschin et. al.,
2000).

Os radicais livres sédo definidos como moléculas que contém elétrons
desemparelhados sédo geralmente instaveis e altamente reativos: superodxidos,
hidroxila, peroxil (ROy’), alcoxil (RO), hidroxiperoxil (HO ), éxido e didxido de
nitrogénio (Zhong et al., 2002); e outros derivados ativos do oxigénio sao
inevitavelmente coproduzidos nessas reagdes biolégicas e exercem papel
fisiolégico importante. No entanto, estdo envolvidos em varios processos
deletérios ao organismo humano como o cancer, arteriosclerose, diabetes
mellitus, artrite reumatodide, distrofia muscular, catarata, desordens neuroldgicas e

processo de envelhecimento (Nordberg & Arner; 2001).
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Espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) podem reagir
com lipidios, proteinas e com o DNA, conduzindo a um dano estrutural e/ou
funcional nas células, enzimas e material genético (Barreiros et. al.; 2006).

A presencga de radicais livres tem sido correlacionada com um grande
numero de doengas, mas ndo como agentes etioldgicos e sim como fatores que
participam diretamente dos mecanismos fisiopatoldgicos, os quais determinam a
continuidade e as complicagdes de diversos estados patoldgicos (Rover et. al.;
2001).

Os organismos aerobios, desde as cianobactérias até o homem,
desenvolveram uma série de mecanismos fisioldégicos e biomoleculares de defesa
contra os efeitos das EROs. As células de organismos fotossintetizantes séo
alvos primarios para efeitos deletérios oxidativos por possuirem lipidios néo
saturados como elementos estruturais majoritarios. Portanto, varios mecanismos
de protecdo sdo desenvolvidos nestas células (Rocha et. al.; 2007). Deste modo,
organismos fotossintetizantes tém sido extremamente pesquisados quanto ao seu
potencial antioxidante.

Muitos antioxidantes naturais ja foram isolados de diferentes tipos de
materiais provenientes de plantas, e sdo considerados como uma fonte
promissora de novas substancias com atividade antioxidante, e de fato, nos
ultimos anos pesquisas realizadas tem mostrado que o enriquecimento dos
sistemas orgénicos com antioxidante naturais pode corrigir a homeostasia viciada
(Tiwari, 2002).

Algumas propriedades biolégicas como antimicrobiana, antiinflamatéria e
antinociceptiva, estdo diretamente relacionadas a atividade antioxidante

desempenhado por substancias fendlicas (Rice-Evans et. al., 1997).

1.3.1 - Substancias fenélicas como agente antioxidante

As substancias fendlicas de plantas enquandram-se em diversas
categorias, como: fendis simples; acidos fendlicos (derivados do acido benzdico e
cindmico), cumarinas, flavondides, estilbenos, taninos condensados e

hidrolisaveis, lignanas e ligninas (Naczk & Shahidi, 2004).
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Segundo Shon e colaboradores, 2003, foi observado que compostos
fendlicos tém neutralizado radicais livres em varios sistemas modelos, incluindo
vitaminas, pigmentos e flavondides, sobretudo por inibirem a peroxidagao lipidica
e a lipooxigenase in vitro (Haslam, 1996). Entre os antioxidantes naturais os
flavondides merecem destaque, pois, eles sdo capazes de destruir radicais livres
oxigenados pela doagao de hidrogénio ao elétron livre do radical (Wanasundara &
Shahidi, 1996).

A atividade antioxidante de fendlicos deve-se principalmente a suas
propriedades redutoras e a sua estrutura quimica. Essas caracteristicas possuem
um papel fundamental na neutralizagdo dos radicais livres e na quelagao de
metais de transicdo, podendo agir em diversas etapas do processo oxidativo. Os
intermediarios que se formam pela agdo de antioxidantes sdo em geral,
relativamente estaveis devido a ressonadncia no anel aromatico presente na
estrutura destas substancias (Souza et.al.; 2007).

Estudos com animais tém mostrado que uma dieta com fitoquimicos
antioxidantes sdo capazes de remover radicais livres. Dentre as substancias
fendlicas testadas, os flavondides sdo as que tém exibido maior potencial. Os
flavondides atuam inicialmente ligando-se as células vermelhas do sangue
tornando-as resistentes ao estresse oxidativo eficientemente, como sequestrante
de radicais livres do tipo superdxido e hidroxil, inibindo modificagbes nas

lipoproteinas de baixa densidade (Decker, 1995).

1.3.2 - Biossintese de substancias fenolicas

Substancias fendlicas sdo geralmente biossintetizados pela via do
chiqguimato e parte pela via do acetato. O alongamento das substancias Ce-Cs
ocorrem em cada etapa pela adicdao de duas unidades de carbono o que € um
procedimento comum em plantas, originando as estirilpironas (Cs-C3 + 2x malonil-
CoA), estilbenodides, flavonodides e isoflavonoides (Cg-C3 + 3x malonil-CoA). Em
alguns casos ocorre inicialmente uma p-oxidagdo formando (Ce-C4) seguido da
adicdo de (3x malonil-CoA), o que ocorre com as xantonas (Bruneton, 1995;
Dewick, 2006) (Esquema 1, p. 18).
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Esquema 1 - Rota biossintética de algumas substancias fendlicas.
Fonte: Dewick (2006) & Brutenon (1995).

1.3.3 - Caracteristicas gerais dos Flavonéides

Os flavonodides sao substancias fenolicas isoladas de um grande numero
de plantas vasculares com cerca de 10000 compostos conhecidos e uma grande
diversidade de atividades bioldgicas (Tahara, 2007). A estrutura basica de um

flavondide compreende o nucleo flavano, que consiste em 15 atomos de carbono
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arranjado em trés anéis (Cs-C3-Cg) que sdo designados como A B e C. Algumas
estruturas basicas enumeradas sao apresentadas na Figura 3.

Esqueleto 3-fenil-cromano Esqueleto 1,2-difenil-propano

Figura 3 - Estruturas basicas de flavondides. Fonte: Tahara, 2007.

A grande quantidade de flavondides no reino vegetal ndo ocorre
acidentalmente, eles ndo agem apenas como atrativos para polinizadores, mas
agem como inibidores enzimaticos, precursores de substancias toxicas,
defensivos contra a radiagao ultravioleta, quelante de metais nocivos as plantas e
como agentes redutores. Além disso, os flavondides estdo envolvidos nos
processos de fotossensibilizagdo, transferéncia de energia, determinagdo
morfogénica e sexual, niveis de respiracdo e fotossintese, podem agir como
horménio ou regulador hormonal (Di Carlo et. al., 1999).

Flavonoides s&o derivados de benzo-y-pirona e podem ser classificados de
acordo com a presencga de diferentes substituintes nos anéis A e B ou de acordo

com o grau de saturagao do anel benzo-y-pirona (Figura 4, p. 20).
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Figura 4 - Classificacao de flavondides. Fonte: Agrawal, 1989.

Pesquisas com flavondides tém mostrado que eles exercem efeitos
benéficos a uma variedade de doengas, incluindo cancer, doencgas
cardiovasculares e doengas neurodegenerativas. Dentre as diversas atividades

bioldgicas atribuidas aos flavondides a atividade que mais tem sido estudada
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atualmente € antioxidante, devido a habilidade que os flavondides tém de reduzir
a formacgao de radicais livres ou agirem como sequestrantes de radicais livres
(Pietta, 2000).

Muitas das suas atividades bioldgicas tém sido atribuida ao seu potencial
antioxidante e sua capacidade de influenciar nas reacdes oxidativas que ocorrem
em nivel intracelular. O mecanismo de protegcdo com que os flavondides agem
ainda ndo € completamente conhecido. No entanto, estudos recentes mostram
que a explicagdo classica de que a doacdo de hidrogénio seria o principal
responsavel pela atividade antioxidante, ao contrario do que se pensava, nédo é o
principal responsavel pelo seu efeito na célula. Essa premissa € baseada em
diversas razdes, dentre elas, pode-se citar que os flavondides séao
extensivamente metabolizados in vivo, resultando em uma significante alteragéo
no seu potencial redox. Esse fato pode ser explicado observando que a forma
bioativa do flavondide é diferente da forma com que ele € encontrado na planta
(Williams et. al.; 2004).

Segundo William e colaboradores (2004) o mecanismo com que O
flavondide atua in vivo é dependente do tipo de célula onde ele ira atuar.
Geralmente alguns grupos presentes em anéis flavonoidicos sao extremamente
importantes para que a reagdo se desenvolva com eficiéncia, entre elas,
destacam-se:

e A presenga de conjugagao em sua estrutura, o que intensifica a sua
atuagao in vivo ao se ligar com moléculas como GSH formando
adutos e conjugagao com grupos tidis entre outros;

e A presenca de dois grupos hidroxila (em posigédo orto) no anel B do
flavondide, conhecido como grupo catecol; capaz de doar elétron
rapidamente para a estabilizagao de radicais;

e A presenca de insaturagao entre os carbonos 2 e 3 em conjugagéao
com a funcao 4-oxo;

e A presenca de grupos funcionais no anel C que sejam capazes de

complexar com ions de metais de transicao.

Na Figura 5, p. 22, apresentam-se as principais caracteristicas que podem

definir um flavondide com potencial antioxidante.
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Figura 5 - Estrutura do flavonol quercetina com as caracteristicas

que o torna um antioxidante. Fonte: Spencer et. al.; 2003.

1.3.4 - Os ensaios antioxidantes

Os testes antioxidantes disponiveis podem ser classificados basicamente
em duas categorias: os métodos diretos (ensaios baseados em estudos da
cinética quimica das reacgdes) e os métodos indiretos (ensaios mediados pela

transferéncia de elétrons) (Tomei & Salvador, 2007).

1.3.4.1 - Redugao do Radical livre 2,2- difenilpicrilidrazil

O teste de reducédo do radical livre DPPH surgiu em meados de 1950,
apos algum tempo ele foi utilizado para determinar atividade antioxidante de
fendis, alimentos e amostras biologicas. O método se baseia na capacidade do
DPPH em reagir com doadores de hidrogénio, na presenga de antioxidantes o
DPPH recebe H* sendo ent&o reduzido. O radical DPPH é um radical estavel e de
coloragdo purpura, porém, quando reduzido passa a ter coloracdo amarela.
(Bondet et. al.; 1997).
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1.3.4.2 - Ensaio com o Reagente de Folin-Ciocalteau (RFC)

O ensaio com RFC, segundo Tomei & Salvador (2007), foi desenvolvido
em 1965 por Singleton e colaboradores e em 1999 o ensaio foi delineado e
padronizado para quantificagdo de fendis totais. Atualmente é utilizado para
mensurar a capacidade antioxidante de uma amostra a partir de similaridades
quimicas existentes entre as substancias antioxidantes presentes na amostra
testada e o acido galico, utilizado como padréao (Tomei & Salvador, 2007).

O reagente RFC consiste na mistura dos acidos fosfomobilidico e
fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de
oxidagdo (+6). Porém, em presenga de certos agentes redutores, como o0s
compostos fendlicos, mudam seu estado de oxidagao, em geral, para (+5) o que é
acompanhado de mudanca de coloragdo permitindo a determinacédo da
concentracdo de substancias redutoras presentes através de analise por

espectrometria de ultravioleta-visivel (Naczk, 2004)

1.4 - A espécie Dalbergia glaucescens (Mart. ex Benth.) Benth.

A espécie Dalbergia glaucescens (Mart. ex Benth.) Benth. € conhecida
popularmente como mussutaiba, nativa de mata atlantica e pertencente a familia

Fabaceae.
1.4.1- A familia Fabaceae

A familia Fabaceae Lindl. (antiga Leguminosae Juss.) é a terceira maior
familia de angiospermas compreendendo aproximadamente 727 géneros e
19.325 espécies (Lewis et. al.; 2005). E inferior em nimero de espécies apenas
das familias Orchidaceae e Asteraceae (Doyle & Luckow, 2003). O esquema de
classificagdo de Cronquist (1981, 1988) considerou as leguminosas como trés
familias independentes, as subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (Faboideae) (Judd, et. al.; 1999).

A subfamilia Papilionoideae é a maior das trés, onde estdo descritos
aproximadamente 482 géneros e cerca de 12000 espécies de ampla distribuigdo

nas regides temperadas e tropicais (Barrozo, 1991). Os principais géneros estao
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distribuidos em 31 tribos, das quais, algumas possuem importancia medicinal (Di
Stasi & Huruma-Lima; 2002). A subfamilia Papilonoideae representa o grupo mais
evoluido dentro da familia Fabaceae e é de distribuicdo mundial. A maioria dos
seus representantes arboreos sdo encontrados nos trépicos e hemisfério sul, e os
arbustivos e herbaceos em regiées temperadas do globo (Heywood, 1971). Em
Mimosaceae encontram-se 77 géneros com aproximadamente 3.000 espécies
(Doyle & Luckow, 2003). Caesalpinioideae apresenta cerca de 170 géneros e
cerca de 3.000 espécies (Doyle, 1995). Entre as trés subfamilias observa-se
grande diversidade em sua morfologia, compartilhando alguma similaridade
apenas entre Papilionoideae e Mimosoideae (Tucker, 2003).

A riqueza das leguminosas ndo pode ser resumida apenas a sua
importancia ecolégica ou ao grande numero e a distribuicdo das suas espécies,
pois, economicamente seu potencial € bastante elevado uma vez que contém
especimes alimenticias, medicinais, madeireiras, ornamentais, produtoras de
fibras e 6leos, além de promover a fixagdo de nitrogénio ao solo (Wojciechowski,
et. al., 2004).

Do ponto de vista fitoquimico, a subfamilia Papilonoideae caracteriza-se
por conter cerca de 90% dos isoflavondides de origem vegetal até hoje
identificados (Ingham, 1979). Apesar da distribuicdo restrita dos isoflavondides
dentro do reino vegetal, a variagdo estrutural encontrada nessa subfamilia é
grande, e isso se deve tanto ao numero e complexidade de substituintes no
sistema 3-fenilbenzopirano, como também aos diferentes niveis de oxidagéo,
assim como a presenga de anéis heterociclicos extras nesse esqueleto basico
(Dewick, 2006).

1.4.1.2 - Género Dalbergia

O género Dalbergia compreende arvores de pequeno a meédio porte,
arbustos e lianas com larga distribuicdo nas regides tropicais da América Central
e do Sul. Muitas espécies de Dalbergia sao usadas para decoragéao, fragrancia e
Oleos aromaticos. As espécies do género sdo conhecidas por possuirem
pigmentos de varias cores (Blanca, et. al., 2004). Algumas espécies de Dalbergia
sdo importantes arvores tropicais de madeira de lei, que apresentam modo de

dispersdo de sementes principalmente pelo vento. Algumas espécies do género
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Dalbergia sao conhecidas como jacarandas, suas valiosas madeiras sao
conhecidas desde o Brasil colonial e sua importancia ja vem sido descrita na
literatura desde o inicio daquele periodo (Rouet, et. al., 2003).

Esse género distribui-se dentro de duas séries especificas: Dalbergiae
pantropicales que ocorre nos continentes Asiatico, Africano e Americano, e esta
caracterizada pela presenga de neoflavondides, e Dalbergiae brasilianae que
ocorre apenas no continente Americano e esta caracterizada pela produgao de
isoflavondides e neoflavondides em menor proporgao (Seshadri, 1972).

O género Dalbergia possui cerca de 100 espécies de distribuicao
pantropical, sendo considerado o segundo maior da tribo Dalbergiae. No Brasil
existem 40 espécies de Dalbergia distribuidas em areas representativas dos
diferentes ecossistemas brasileiros. E possivel encontrar espécies de Dalbergia
nos mais variados tipos de vegetacdo, como: Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e
Campos Rupestres. O género €& ainda dividido em cinco segdes:
Pseudoecasthapillum, Triptolemea, Ecasthapillum, Selenolobium e Dalbergia
(Carvalho, 1997).

A madeira de algumas das suas espécies sao duras e resistentes ao
ataque de insetos sendo, portanto, usadas para manufatura de instrumentos
musicais e na carpintaria em geral (Blanca, et al., 2004). Devido a necessidade
crescente da industria naval em minimizar seus gastos causados pela
bioincrustacado e/ou perfuragdo causadas por organismos marinhos em cascos de
navios, foram testados um total de 150 corpos de prova de arvores submetidos por
um periodo de 90 meses a aguas tropicais no canal do Panama, regidao onde ocorre
muitas correntes e diversos organismos marinhos. Dentre as espécies testadas, as
que apresentaram melhores resultados contra os organismos dos géneros
Limnoria, Teredo e Pholad foi a espécie Dalbergia retusa (Bultman & Southwell,
1972). Outros experimentos foram realizados com a madeira de Dalbergia retusa e
D. latifolia onde foi possivel observar que as mesmas apresentaram atividade
contra incrustacdo por organismos marinhos, mais especificamente contra as
espécies do género Limnoria (Cragg, et.al., 1999). Esse conjunto de dados coloca
algumas madeiras do género Dalbergia e/ou substancias bioproduzidas pelo seu
metabolismo especial como possivel inibidor de bioincrustacdo marinha. Ainda
aliado ao fato de que algumas madeiras de arvores do género sao resistentes ao

apodrecimento, mesmo em areas quentes e umidas de regides tropicais, podendo
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de alguma forma,apds realizagdo de estudos mais especificos, ser possivel sua

utilizag&o pela industria naval (Almeida, 2001).

Muitas espécies do género sao utilizadas na medicina chinesa para o

tratamento de disturbios sanguineos, outras sao uteis no tratamento de artrite,

gonorréia e reumatismo (Singh, 1966; Hajare, et. al.; 2001). Outras espécies podem

ser utilizadas devido ao seu efeito antibidtico ou devido sua atividade citotdxica

(Yahara et al., 1985; Ansari et al., 2000; Hamburger et. al., 1988), como pode ser

visto na Tabela 4.

Tabela 4 - Atividades bioldgicas atribuidas a espécies do género Dalbergia

Espécie

Atividade biolégica

Referéncia

D. odorifera

D. sissoo

. lanceolaria

. peniculata

. Stipulacea

. volubilis

. louvelii

. cochinchinensis
retusa

OCoO0O0O0OU0O O

. latifolia
. louvelii
. lanceolaria
. frutescens

OO0

Antioxidante.

Antimicrobiana;
antiinflamatoéria;

larvicida e repelente de
mosquitos (vetor da
malaria);

disturbios intestinais.
Disturbios intestinais e
tratamento de reumatismo.
Disturbios intestinais.
Disturbios intestinais.
Disturbios intestinais.
Antiplasmadico.
Anti-androgénica
Antimicrobiana
Antiincrustante

Antiincrustante
Antiplasmaddica
Antidiarréica
Antigiardia

(Wang et. al, 2000;
Cheng, et. al.,, 1998 e
(Yu et. al., 2007).
(Hajare, et. al., 2001)

( Ansari, et. al., 2000)
(Mujumdar, et al., 2005)

(Mujumdar, et al., 2005)

(Mujumdar, et al., 2005)
(Mujumdar, et al., 2005)
(Mujumdar, et al., 2005)
(Beldjoudi, et. al., 2003)
(Patak et. al.,1997)
(Gary & Jurd, 1977)
(Bultman & Southwell,
1972 e Cragg, et. al,
1999)

(Cragg, et. al., 1999)
(Beldjoudi et. al., 2003)
(Mujundar et. al., 2005)
(Hajare, et. al., 2001)

1.4.1.3 - A fitoquimica do género Dalbergia

Investigagdes fitoquimicas do género Dalbergia t€m mostrado a ocorréncia

de isoflavondides, neoflavondides e cinamoilfendis (Mathias et al., 1998; Gregson

et. al., 1978), e ainda um limitado numero de oligbmeros com uma mistura de
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mondmeros de isoflavonoides-neoflavondides e isoflavonoides-cinamoilfendis
Bekker, et.al., 2002; Hamburguer, et. al., 1988), furanos, benzofenonas, estirenos
e triterpendides (Hajare, et. al., 2001), rotendides (Pathak, et. al., 1997).

Dentro da classe geral de flavondides destacam-se os neoflavondides que
devido a sua ocorréncia no género foram denominados dalbergindides (Chawla
&Chibber, 1981). O primeiro neoflavondide isolado de fonte natural foi o
calofilolido (Figura 6), no ano de 1951 de um extrato de sementes de Calophyllum
inophyllym sua estrutura sé foi totalmente elucidada em 1957 (Garazd. et. al;
2003). Porém, o termo neoflavonoide foi sugerido pela primeira vez por Swain e
empregado em 1965 por Ollis para descrever uma classe de produtos naturais

com o esqueleto 4-arilcromano (Harbone et. al.; 1975).

Figura 6 - Calofilolido.

A estrutura unica, a distribuicdo em diversas plantas medicinais e as
propriedades farmacoldgicas fazem dos neoflavondides substancias de grande
interesse. Representam um grupo de flavondides cuja estrutura baseia-se no
esqueleto 4-arilcumarina e compreendem quatro subclasses: 4-arilcumarinas, 4-

arilcromanos, dalbergionas e dalbergiquinois (Figura 7).

OcH,0 I O CHs0 0 CH;O ] OR,

4-Arilcumarinas 4-Arilcromanos Dalbergionas Dalbergiquinéis

Figura 7 - Estruturas bases dos neoflavonoides. Fonte: Chawla &Chibber, 1981.
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Na Figura 8 apresentam-se algumas substancias que foram isoladas de

plantas do género Dalbergia.
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Figura 8 - Substancias isoladas de espécies do género Dalbergia.
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Figura 8 - Continuagao
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Figura 8 - Continuacéo
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Figura 8 - Continuagao
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Posicionamento sistematico da espécie estudada

Super-Reino: Eucariota
Reino: Plantae
Sub-Reino: Viridiplantae
Filo: Estreptofita
Classe: Equisetopsideae

Sub-Classe: Magnoliidae

Superordem: Rosanae

Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Papilionoideae
Tribo: Dalbergieae
Género: Dalbergia

Espécie: Dalbergia glaucescens

(Mart. ex Benth.) Benth

Benth.

Basionimo: Miscolobium glaucescens Mart. ex

Figura 9 - Posicionamento sistematico de Dalbergia glaucescens.

Fonte: (Sayers, et. al.; 2009).




2.0 - OBjetivos



Objetivos 46

2.0 - Objetivos Gerais

O principal objetivo deste trabalho visou o isolamento, purificacdo e
identificacdo estrutural dos constituintes quimicos bioproduzidos pelo
metabolismo especial de um espécime de Dalbergia glaucescens (Mart. ex
Benth.) Benth.

2.1 - Objetivos especificos

» |solar metabolitos especiais dos extratos brutos da madeira de um
espécime de D. glaucescens através de técnicas cromatograficas
classicas;

» Elucidar as estruturas dos metabdlitos especiais isolados de D.
glaucescens por meio de analise de espectros obtidos por técnicas
espectrométicas usuais (IV, CGEM, UV e RMN);

= Avaliar a atividade citotdxica frente a larvas de Artemia salina dos extratos
brutos;

» Avaliar a atividade antifungica e antibacteriana dos extratos brutos;

» Avaliar o potencial antioxidante dos extratos brutos;

» Quantificar o teor de fendlicos totais e flavonoides totais presentes nos

extratos brutos de D. glaucescens.



3.0 - Materiais e
Métodos
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3.0 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Equipamentos Utilizados

= Aparelho de ponto de fusdo, MQAPF - 301, Microquimica;

= Balanga analitica, AG-2000, Gehaka,;

= Camara escura com lampada de luz ultravioleta (254 e 365nm), Cienlab;

» Cromatégrafo gasoso acoplado ao espectrdbmetro de massas CG/MS-
QP-5050, Shimadzu. Diametro da coluna 0,25 mm, comprimento da
coluna 30 m. Temperatura de injecdo 350 °C, temperatura da coluna
350 °C, gas carreador Hélio, fluxo 3 mL/min;

= Cromatografo contra-corrente de gota DCC-3000, EYELA. 300 colunas
de 3,4 mm de diametro conectadas por tubos de teflon (2, 5x 1,5 mm),
loop de 20mL;

= Evaporadores rotativos, Buchi B-480 e Fisatom 802;

= Espectrometro Perkin Elmer FT-IR 1600;

» Espectrometro de massas de alta resolucdo LCMS-IT-TOF equipado
com fonte de ionizacao por electronspray, Shimadzu;

» Ressonancia Magnética Nuclear operando a 400 MHz, Bruker Avance

operando a uma frequéncia de 400 MHz para hidrogénio e 100 MHz
para carbono;

= Espectrometro de ressonancia magnética nuclear, operando a uma
freqiiéncia de 400 MHz para *H e 100 MHz para **C, Jeol Eclipse;

= Espectrofotdmetro na regido do ultravioleta, Bel Photoonics 1105;

= Micropipetas de volume ajustavel de 10 - 100 yL — LABMATE;

= Moinho tipo Wiley;

= Vortex QL-901, Biomixer.

3.2 - Reagentes e material de consumo

= Acetato de etila P.A., Synth e Vetec;

= Agar Sabouraud dextrose, Acumedia, EUA;
= Agar Muller-Hinton, Acumedia, EUA;

= Alcool etilico PA, Synth e Vetec;
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= Amberlite XAD 2, Supelco, Sigma-Aldrich;

» Anidrido acético P.A.,Vetec;

= Cloreto de aluminio hexaidratado, 99,5%; Vetec;
= Cloreto férrico hexaidratado, 99,0 %; Vetec;

= Cloroférmio P.A., Synth e Vetec;

= Cloroférmio deuterado, CIL - Cambridge Isotope Laboratories, Inc;

= Cromatofolhas de silica gel 60 GF,s4, Merck;

= Cromatofolhas de silica RP-18 Fys4, Merck;

= Cromatofolhas de Celulose, Merck;

= Diclorometano P.A., Synth e Vetec;

= 2,2-difenilpicrilidrazil (DPPH), Sigma-Aldrich;

= FEter etilico P.A., Synth e Vetec;

= Eter de petréleo P.A., Synth e Vetec;

» Hidroxido de potassio, 85%; Vetec;

= Hexano P.A., Synth e Vetec;

= Metanol P.A., Synth e Vetec;

» Metanol deuterado, CIL - Cambridge Isotope Laboratories, Inc.;

= N-butanol P.A., Synth e Vetec;

» Papel de filtro qualitativo de 3 micras, Nalgon Equipamentos cientificos
LTDA,;

» Pipetas de pasteur (vidro);

» Piridina P.A., Control Tec;

» Reagente de Folin-Ciocateau, Merck;

= Sephadex LH-20, Pharmacia,

= Silica gel 60G (0,063-0,200mm; 70-230 mesh ASTM), Merck);

» Silica gel 60G (0,04-0,063mm; 230-400 mesh ASTM), Merck;

= Sulfato de sodio anidro, 99,0 %; nuclear.

3.3 - SolucbGes reveladoras cromogénicas empregadas nos

procedimentos cromatograficos em camada delgada

* Vanilina sulftrica;
» Solucéo alcodlica de Cloreto de aluminio;

» Solucao alcodlica de Cloreto feérrico.
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3.4 - Experimental

3.4.1 - Coleta do material vegetal

A madeira do espécime D. glaucescens foi coletado na Reserva
Florestal Vale do Rio Doce - Linhares (ES) (herbario da CVRD), em regiao
de mata atlantica, em julho de 1996 onde sua exsicata encontra-se

depositada com o codigo 259.

3.4.2 - Secagem do material vegetal e preparagao dos extratos brutos

O caule de D. glaucescens foi seco a temperatura ambiente, moido
em moinho de martelo e pesado. Subsequentemente o material
pulverizado foi submetido a maceracdo exaustiva com hexano,
diclorometano, acetato de etila, metanol e metanol-agua (8:2). Os extratos
obtidos foram concentrados sob pressao reduzida em evaporador rotatério.
O resumo de todo o procedimento experimental realizado para a obtencao
dos extratos brutos encontra-se no Esquema 2, p. 50.
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‘ Madeira de D. glaucescens (1,20 Kg) ‘

\
‘ CeH1s ‘

| * |
* .
Extrato em CgHq4 (1,84 g) Residuo
\
‘ CH,Cl, ‘
[
[ |
Extrato em CH,Cl, (4,75 g) ‘ ‘ Residuo ‘
[
‘ AcOEt ‘
| %
[ |
‘ Extrato em AcOEt (2,13 g) ‘ ‘ Residuo ‘
\
‘ MeOH ‘
| %
[ |
‘ Extrato em MeOH (72,00 g) ‘ ‘ Residuo ‘
i
‘ MeOH/H,0 (8:2) ‘
[ x
* = maceragdo \ |
‘ Extrato em MeOH/H,0 (8:2) (6,35 g) ‘ ‘ Residuo ‘

Esquema 2 - Preparacao dos extratos brutos de D. glaucescens.

3.4.2.1 - Fracionamento cromatografico do extrato em hexano de D.
glaucescens

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico (Esquema 3, p.
51) de D. glaucescens produziu as seguintes substancias: DG-1, DG-3,
DG-4 e DG-5.

Uma aliquota de 1,50 g do extrato bruto foi submetido a
Cromatografia em Coluna (CC) em gel de silica utilizando como eluente
(CeH14, CH2CIy, AcOEt e MeOH) em gradiente crescente de polaridade.
Todas as fragdes obtidas do fracionamento cromatografico do extrato em
hexano foram monitoradas através de Cromatografia em Camada Delgada
Analitica (CCDA) de silica gel, as cromatofolhas foram observadas sob luz
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visivel e ultravioleta (254 e 365 nm) antes e apos revelagdo com vanilina
sulfurica e reunidas de acordo com a semelhanca de Rf. As fragdes
reunidas foram evaporadas e transferidas para frascos previamente
pesados.

As fragbes de n° 6-8 (368 mg) apresentaram grande quantidade de
material graxo e ndo foram trabalhadas.

As fragbes de n°® 9-37 (112 mg) mostraram-se como uma mistura
rica em antracenos e hidrocarbonetos aromaticos apds analise por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CGEM) e
consulta da biblioteca do equipamento, portanto, tal fracdo nao foi
purificada.

As fragdes de n° 38-60 (240 mg) foram submetidas a CC em gel de
silica utilizando como eluente CHyCl, em gradiente crescente de
polaridade com ACoEt e MeOH, resultando num total de 206 subfrag¢des.
As subfragbes foram analisadas através de CCDA (em gel de silica) e
reunidas de acordo com a semelhanca de Rf.

A subfragdo n° 139-176 (125 mg) foi submetida a CC tipo flash
utilizando como solvente CHCl,: CgHg (3:1) resultando nas substancias
DG-1 e DG-3, DG-4 e DG-5 que ap6s analisadas por CCDA e eluidas com
vanilina sulfurica revelaram-se como uma uUnica mancha de coloracao
azulada.

A subfragcdo n° 61-106 (446 mg) apresentou quantidades adicionais
de DG-3, DG4 e DG-5.

Extrato em CgH44 (1,50 g)

‘ 1- CC gel de silica (gradiente de polaridade crescente)

9-37 %

6-8 * 61-106
(368 mg) (112 mg) (446 mg)
Mater;gl graxo o 20* 21-60 * 61-100% | | 139-176 177-206%
(26 mg) (24 mg) (32 mg) (125 mg) (30 mg)

DG-1 DG(3, 4 e 5)

* = Fracbes ndo-trabalhadas (10 mg) (15 mg)

Esquema 3 - Fracionamento do extrato em hexano de D. glaucescens.
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3.4.2.2 - Fracionamento cromatografico do extrato em diclorometano
de D. glaucescens

O fracionamento do extrato em CH,Cl, foi realizado através de
técnicas cromatograficas usuais e resultou no isolamento e purificagao das
seguintes substancias DG-2, DG-6, DG-7, DG-8, DG-9 e DG-13
(Esquema 4, p. 53), DG-2 e DG-7 (Esquema 5, p. 54).

Uma aliquota de 2,82 g do extrato (Esquema 4, p. 53 foi submetido
a CC aberta em gel de silica utilizando como eluente CgH14, CH2Cl,, AcOEt
e CH3;0H em gradiente crescente de polaridade. Todas as fragbes obtidas
do fracionamento cromatografico do extrato em diclorometano foram
monitoradas através de (CCDA) de silica gel, as cromatofolhas foram
observadas sob luz visivel e ultravioleta (254 e 365 nm) antes e apos
revelacdo com vanilina sulfurica e reunidas de acordo com a semelhanca
de Rf. As fragbes reunidas foram evaporadas e transferidas para frascos
previamente pesados.

A subfragdo n°® 37-44 (191 mg) foi submetida a CC aberta utilizando
(CH.CI,, AcOEt e CH30H) em gradiente crescente de polaridade obtendo-
se um total de 28 subfragcdes que foram reunidas de acordo com a
semelhanga de Rf em CCDA. A subfragdo de n° 9 -14, resultou no
isolamento de DG-2 (6 mg).

As fragbes de n°® 45 - 68 (790 mg) foram reunidas e submetida a
coluna CC em gel de silica eluida com (CH.Cl,, AcOEt e CH3;0H) em
ordem crescente de polaridade resultando um total de 108 fragbes. A
fracdo de n° 27-68 (87 mg) foi submetida a uma coluna em silica gel eluida
com CHCl, para permitir o isolamento das duas substancias DG-6 (6 mg)
e DG-9 (5 mg).

As fragdes de n° 69-88 (651 mg) apresentaram quantidades
adicionais de DG-3, DG-4 e DG-5.

As fragdes de n° 89 -112 (494 mg) foram reunidas e submetidas a
CC em gel de silica utilizando (CH2Cl,, AcOEt e CH30H) como eluente. A
subfracdo 1-19 (48 mg) apresentou-se como quantidade adicional de DG-
3, DG-4 e DG-5. A subfragdo de n° 20 (101 mg) foi submetida a uma
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cromatografia em coluna tipo flash utilizando CH.CIl;:AcOEt (4:0,5) no
isolamento de DG-8 (8 mg). A subfragdo de n° 96-108 (103 mg) foi
submetida a CC flash utilizando a mistura CH,CIl»:AcOEt (5:1) resultando
no isolamento adicional da substancia DG-9 (5 mg). As fragcdes de n°® 113-
144 (615 mg) foram reunidas e submetidas a CC em gel de silica utilizando
como eluente CH2Cl,:AcOEt (4:1) resultando em 48 subfragdes (Esquema
4). subfragdes de 40-48 (32 mg) foram reunidas e submetidas a filtragao
em gel de Sephadex LH-20 eluida com CH,Cl,:CH30H (2:8) resultando em
quatro subfragdes. A subfragdo de n°3 (14 mg) foi submetida a CC de gel
de silica utilizando CH,Cl, como eluente o que permitiu o isolamento da
substancia DG-13 (6 mg).

‘ Extrato em CH,Cl,(2,82 g)

‘ 1- CC gel de silica (gradiente de polaridade crescente)

1-36 % 37-44% 45-68 69-88 9-112 113-144
(85 mg) (191 mg) (790 mg) (651 mg) (494 mg) (651 mg)
9-14 15-28 [14-25| | 27- 68* 69 83 89108\M/1 19 % 20* 21 95 96108
(10 mg % % (87 mg) (48 mg)|| (87 mg)
B (=
(6 5 m
mg) ( g 4347
%
47-49
3
* = Fragbes nao-trabalhadas
DG-8
(8 mg)

Esquema 4 - Fracionamento cromatografico do extrato em CH,Cl,.

Apos ter trabalhado as fragcbes do extrato diclorometanico, as
fracoes que nao resultaram em substancias isoladas foram reunidas e
incorporadas a cerca de 200 mg de extrato bruto em diclorometano. Esse
novo material, 270 mg foi submetido a um novo procedimento
cromatografico com o objetivo de isolar outras substancias que poderiam
estar contidas em menor quantidade nas fracdes inicialmente trabalhadas.

Para tanto, foi utilizado como eluente CH,Cl,, AcOEt e CH3;OH em
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gradiente de polaridade crescente, resultando no isolamento de mais duas
substancias DG-2 (4 mg) e DG-7 (6 mg) (Esquema 5).

Extrato em CH,Cl, (270 mg)

1-7 *

20-42 *

1- CC gel de silica (gradiente de polaridade crescente)

8-15 43-47 48-55
(19 mg) (11 mg) (35 mg) (24 mg) (68 mg)
| |
DG-2 | | | |
(4 mg) 1-32 33-44 45-59 60-62

% * % (26 mg)

. . DG-7

* = FragOes nao-trabalhadas (6 mg)

Esquema 5 - Refracionamento cromatografico de CH,Cl,

3.4.2.3 - Fracionamento cromatografico do extrato em metanol de D.
glaucescens

O extrato em metanol foi redissolvido em uma pequena quantidade
de MeOH, posteriormente adicionou-se CH,Cl, até a formacdo de um
precipitado. Este foi separado do sobrenadante através de filtragcao
simples. A este precipitado foi adicionado AcOEt e em seguida efetuou-se
nova filtragdo, onde obteve-se duas fragbes uma soluvel em AcOET
(sobrenadante) e outra insoluvel (precipitado). Procedeu-se em seguida
solubilizacdo deste outro precipitado com n-BuOH possibilitando a
formacdo de duas fazes uma soluvel em n-BuOH eoutro precipitado de

acordo com o Esquema 6, p. 56.

A fragcdo em CH,Cl, (sobrenadante - 1,19 g) foi parcionada em éter
de petrdleo resultando em duas subfragdes: uma fracdo soluvel e outra
insoluvel em éter de petréleo (Esquema 6, p. 56). Esta fracdo foi
submetida a cromatografia contracorrente de gotas utilizando como fase
estacionaria a fase aquosa do sistema de eluente, éter de petroleo:
acetato de etila: alcool etilico:agua (10:4:8:2), e como fase moével a fase

organica.
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O cromatégrafo contracorrentede gotas foi preenchido inicialmente
com a fase estacionaria seguida da inje¢cao da fragédo insoluvel em éter de
petréleo (Esquema 6, p. 56) e posterior introdu¢cdo da fase médvel sob o
modo ascendente. O fluxo escolhido foi de 0,70 mL/min, foram recolhidas
um total 1110 fragdes de 5 mL cada. A similaridade das fragbes foi
verificada através de CCDA, apds observacgao de similaridade de Rf.

As fragbes de n° 835-966 foram submetidas a filtragcdo em Sephadex
LH-20 usando MeOH como eluente o que resultou em 70 fragdes, destas,
as fracdes de n° 5-58 quando resubmetidas a filtracdo em Sephadex LH-20
utilizando o mesmo eluente permitiu o isolamento da substancia DG-10 (8
mg). As fragdes de n° 967-1042 foram submetidas ao mesmo
procedimento anterior resultando no isolamento da substancia DG-14 (3
mg) (Esquema 6, p.56).

A fragdo soluvel em AcOEt (1,81 g) (Esquema 6, p. 56) foi entdo
solubilizada em AcOEt e submetida a CC de silica utilizando como eluente
acetona:acetato de etila (1:1) totalizando 26 fragbes que foram analisadas
através de CCDA. A fragcdo de n° 8 foi novamente submetida a CC em
silica utilizando como eluente CHCI3:AcOEt (4,5:1,5), obtendo-se um total
de 35 fracoes. As fracbes de n° 16-25 foram submetidas a CC de
Sephadex LH-20 utilizando como eluente CHCI3:MeOH (1:1) resultando no
isolamento de quantidade adicional de DG-14 (3 mg).

Uma aliquota da particao do extrato metandlico soluvel em n-BuOH
(1,8 g) foi submetida a CC em celulose eluida com o sistema MeOH:H,0O
(1:2) resultando em 3 fragdes. A subfracado 2 (381,0 mg) foi submetida a
CC de celulose com o0 mesmo sistema de eluente obtendo-se 40 fragdes. A
fragdo 29 - 34 apds filtragdo em gel Sephadex LH-20 resultou no
isolamento da substancia DG-11 ( 3,0 mg) (Esquema 6, p.56).
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‘ Extrato em MeOH (54,04 g) ‘

1- MeOH 2- CH,Cl, 3- Filtragdo

Sobrenadante (soluvel
em CH,Cl, -1,19 g)

‘ Precipitado ‘

Sobrenadante (soluve Precioitad Sobrenadante (soluvel| .
em éter de petroleo) recipitado em ACOET- 1,81 g) Precipitado
1-CC 1- n-BuOH
1-n-BuOH AcOEt:Acetona (1:1) ‘ 2- FiItragé‘o
‘ 2- Filtragao 26 fracs
[ ‘ ‘:’@ Sobrenadante (soluvel Residuo final
Sobrenadante (soluvel Precipitado 1- CCDA emn-BuOH -1499¢
em n-BuOH - 14,99 g) P Fracdo 8 1-CC

MeOH:H,0 (1:2)

|
(2]

1-CC [

CH3CI:AcOEt (4,5:1,5) [ 1*} [ 3 %k ]
1
35 Fragdes 1-CC
‘ 1- CCDA MeOH:HZO (1:2)

40 Fragoes
] 1- CCDA

1110 fragbes

| |
EXRRETE
DG-11 (3 mg)

‘967-1042‘ ‘ 1043;;1110‘

1-834
*
\

5-58

DG-10
8 mg

835-966

Esquema 6 - Fracionamento do

| DG-14
60 (3 mg)
%k

OBS: Todas as fracbes tiveram
seu volume reduzido em
evaporador rotatorio e somente
apés este procedimento foram
pesadas.

extrato em MeOH de D. glaucescens.
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Do residuo final (Esquema 7) obtido do processo de particdo do
extrato metandlico retirou-se uma aliquota de 800 g e procedeu-se a
solubilizagao utilizando MeOH, o que resultou em 2 fragdes uma soluvel e
outra insoluvel em MeOH (Esquema 10).

Cerca de 350 mg da fragao soluvel em MeOH (A) 58) foi solubilizado
em MeOH/H,O (8:2) e submetido a CC em celulose utilizando como
eluente, MeOH/H,O (1:1) resultando num total de 3 fragbes. A fragdo de
n° 2 foi novamente submetida a CC em celulose utilizando como eluente a
fase superior da mistura [n-butanol - acetato de etila - agua (4:1:5)]
produzindo um total de 30 fragcdes. A subfracdo de n° 17-25 foi reunida e
posteriormente submetida a filtragdo em gel de Sephadex LH-20 utilizando
metanol como eluente. Uma aliquota de 250 mg do precipitado (B)
(Esquema 11, p. 58) foi solubilizado em agua e submetido a filtragdo em
Sephadex LH-20 utilizando MeOH:H,O (2:8) como eluente. Este
procedimento resultou em 25 fracdes. A fracdo 13 depois de um periodo de
repouso apresentou cristais, que foram submetidos a nova filtragcdo com
sephadex LH-20 com o mesmo sistema de eluente resultando no
isolamento da substancia DG-12 (9 mg).

Residuo final do fracionamento
do ext. em MeOH (800 g)

1) MeOH
Fragao soluvel em MeOH (A) ‘ . ‘
(370 mg) Precipitado (B) (230 mg)
1-CC 1- Sephadex LH-20
MeOH: HzO (1:1) MeOH:H,0 (2:8)
| | |
7 (]
DG-12
(9 mg)

|

Esquema 7- Fracionamento do residuo do extrato em metanol de D.

glaucescens.
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3.5 - Atividade Biolégica

3.5.1 - Avaliagao da atividade citotéxica frente a larvas de Artemia

salina

3.5.1.1 - Materiais

o Balb6es volumétricos de 5 e 1000 mL;

e Béqueres;

o Estantes de tubo de ensaio;

e 28 Tubos de ensaio;

e Micropipeta automatica de 10 -100 uL, LABMATE;
e Pipeta Pasteur;

e Um mini-aquario de acrilico (7,5 x 14,0 x 9,0 cm);
e Luminaria de lampada fria;

e Ovos de Artemia salina, Zooloja, Campos dos Goytacazes -RJ.

3.5.1.2 - Reagentes

e Brometo de potassio, 99,0%; Vetec;

e Cloreto de sodio, 99,0%; Rio Lab

e Cloreto de calcio diidratado, 99,0%; Vetec;

e Cloreto de magnésio hexaidratado, 99,0 %; Vetec;

e Cloreto de potassio, 99,0%; Vetec;

e Dicromato de potassio, 99,0%; Control Tec;

e Dimetilsulféxido P.A., Vetec;

e Hidrogenocarbonato de sédio, 99,7 %; Vetec;

e Sulfato de sodio anidro P.A.; Nuclear.

e Tween 80, fornecido pela farmacia de manipulacido Nascente em

Campos dos Goytacazes - RJ.
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3.5.1.3 - Protocolo Experimental

A metodologia utilizada no bioensaio consistiu em diluir as amostras
e o controle positivo e negativo pelo método de diluicées aritméticas em
solucdo aquosa de sal marinho artificial com 1% de DMSO (V/V).

= Para o preparo de 2L de agua do mar artificial foram utilizados os

seguintes reagentes: NaCl (48,0 g), CaCl,.2H,0 (3,0 g), KBr (0,2 g),

KCI (1,4 g); NaxSO4 (8,0 g), NaHCO3 (0,4 g), MgCI.6H,0 (22,0 g) e

agua destilada.

= Para o controle positivo utilizou-se K,Cr,05.

= Para o controle negativo utilizou-se a mistura de solventes
H,O:DMSO (3:2).

= Utilizou-se para eclosdo dos ovos de A. salina um mini-aquario de
acrilico (7,5 x 14,0 x 9,0 cm).

Para a realizacdo do teste os ovos de Artemia salina foram
colocados para eclodir em agua do mar artificial por um periodo de 48
horas. Utilizou-se um total de 28 tubos de ensaio contendo um volume total
de 5,0 mL onde foram acondicionados a solugcdo aquosa de sal marinho
artificial, 15 larvas de A. salina e os extratos brutos solubilizados em
H,O:DMSO (3:2). Os extratos brutos foram analisados nas seguintes
concentragdes: 50, 100, 200, 300 e 500 ppm.

Apods 24 horas de contato com os extratos brutos a temperatura
ambiente, o numero de organismos mortos e sobreviventes foi
contabilizado e os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica

através do programa Probit para obteng&o da DLso (ug/mL).
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3.5.2 - Avaliagao da atividade antimicrobiana
3.5.2.1 - Materiais

e Alca de Drigalsky;

e Capela de Fluxo laminar;

e Densitémetro, densimat, Biomérieux;
e Estufa bacteriologica, Quimis;

e Paquimetro;

e Suabe;

e Placas de Petri;

e Tubos de ensaio;
3.5.2.2 - Reagentes

e Cloreto de Sadio, 90 %, Vetec;

e Agar Saboraud dextrose, Acumedia, EUA;

) Agar Muller-Hinton, Acumedia, EUA;

e Nitrato de Miconazol (Vodol®) lote 606401, Unido Quimica, Brasil;

e Gentamicina, Sigma-Aldrich, (EUA).
3.5.2.3 - Protocolo Experimental

Os testes foram realizados no Laboratério de Sanidade Animal LSA-
UENF. Foi empregada a técnica de difusdo em agar (Hadecek & Greger,
2000), utilizando os microorganismos apresentados na Tabela 5, p.61, que
foram submetidos a extratos brutos da madeira de D. glaucescens

conforme a Tabela 6, p. 61.



Material de Métodos 61

Tabela 5 - Microorganismos utilizados nos ensaios.

Espécies Descrigcao
Candida albicans ATCC 36802
Candida inconspicua ATCC 16783
Candida glabrata ATCC 2001

Candida tropicalis ATCC 13803
Candida krusei ATCC 34135
Candida guilliermondii ATCC 6260

Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida lusitaniae ATCC 34449
Candida spp. ATCC 34147
Staphylococcus aureus ATCC25923
Escherichia Coli ATCC 25922

Tabela 6 - Extratos brutos da madeira de D. glaucescens.

Caddigo Extrato bruto em
DGD Diclorometano
DGA Acetato de etila
DGM Metanol

DGMH Metanol-agua (8:2)

O meio de cultura utilizado foi o agar sabouraud dextrose para o
teste com fungos e para bactérias foi agar Muller-Hinton que foram
adicionados a placas de Petri de 15 cm de diametro até atingir uma
espessura de 5 mm de agar.

Com o auxilio de um suabe foi semeada sobre o meio de cultura
uma aliquota de 100 pL do indéculo dos microorganismos (Tabela 5)
previamente preparado com uma suspensao de células em solucéo salina.
A padronizacado da solugao foi realizada pela escala de McFarland n° 0,2

(0,6x10° células/mL) para as cepas de fungos e 0,3 McFarland para as
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cepas das bactérias, que foram obtidas por meio da leitura de densidade
optica de 550 nm no densitdbmetro. Apdés a semeadura do microrganismo,
foram feitas perfuragcbées (pogos no meio de cultura), que receberam um
volume de 30 yL das amostras (extratos brutos na concentracédo de 10
mg/mL). Uma disténcia de aproximadamente 1,5 cm foi mantida para que
nao ocorresse sobreposicdo dos halos. Como controle positivo foi utilizado
uma solucdo 20 ug/mL de Nitrato de Miconazol (Vodol®) para fungos e
Gentamicina 0,5 mg/mL para as bactérias, como controle negativo foi
utilizado cada um dos solventes em que foram solubilizados os extratos
brutos testados.

Apds aplicagdo das amostras e do controle as placas foram
incubadas em estufa por um periodo de 24-36 h a 37 °C.

A leitura dos resultados foi realizada medindo-se o diametro dos
halos de inibigdo, considerando-se ativa as amostras que apresentaram
um halo de inibigdo = 10,0 mm de diametro (Lima et al., 2006). O ensaio foi

realizado com trés repeti¢cdes e em triplicata.

3.6 - Teste Quimico para Fenodlicos
3.6.1 - Materiais

= Béqueres;
= Camara com lampada de luz ultravioleta;
= Estantes com tubos de ensaios;

3.6.2 - Reagentes

= Cloreto férrico hexaidratado, Vetec;
= Alcool etilico P.A., (Vetec);

3.6.3 - Protocolo Experimental

Preparou-se uma solucéo alcodlica de FeCl; 5% e procedeu-se a
CCDA. As amostras (DGM e DGMA) foram eluidas com CHCI;:MeOH



Material de Métodos 63

(1:9), apos a eluigdo a cromatofolha foi revelada com o uso da solugao
recém-preparada de FeCl; 5%.

3.7 - Avaliacao da atividade antioxidante
3.7.1 - Avaliagao do teor de fendlicos totais
3.7.1.1 - Materiais

= Béqueres;
= Espectrofotdbmetro de luz Ultravioleta 482 FEMTO faixa espectral
(240 -1000 nm);

=  Estantes com tubos de ensaios.

3.7.1.2 - Reagentes

= Acido galico P.A., Vetec;
= Reagente de Folin-Ciocalteau; Sigma-Aldrich;
= Carbonato de sodio, 99,0 %; Vetec.

3.7.1.3 - Protocolo Experimental

Foi elaborada uma curva padrédo com a solugéo de acido galico nas
concentragbes de 10 a 350 pg/mL, medindo-se as absorbancias da
solugédo de acido galico em metanol ap6s reacao com 500uL de RFC, e
realizacdo do seguinte procedimento: adicionou-se 6 mL de agua
destilada seguida de agitagdo em vortex por um minuto; adicionou-se 2
mL de Na,CO3 15% seguido de agitagédo por 30 segundos. Completou-se
o volume para 10 mL com agua destilada deixou-se o sistema em repouso
por duas horas. Apds este periodo efetuou-se as medidas das
absorbancias a 750 nm.

Os extratos brutos a uma concentracdo de 0,15 mg/mL foram
solubilizados em metanol e o procedimento do teste foi realizado da

mesma forma que foi feito para a construcédo da curva padrao.
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3.7.2 - Avaliagao da atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH
3.7.2.1 - Materiais

= Béqueres;

= Estantes com tubos de ensaios;

= Espectrofotdbmetro de luz Ultravioleta 482 FEMTO faixa espectral
(240 -1000 nm);

» Pipeta automatica; 10 - 100 uL, LABMATE.

3.7.2.2 - Reagentes

= DPPH (2,2-difenilpicrilidrazil), Sigma-Aldrich;
= Alcool etilico PA (Vetec);
= Rutina (Sigma-Aldrich)

3.7.2.3 - Protocolo Experimental

As analises foram realizadas reagindo-se 1 mL de solugao etandlica
de DPPH 0,3 mM com 2,5 mL da amostra solubilizada em etanol nas
seguintes concentragdes 25, 50, 125 e 250 pg/mL. Apdés 30 minutos
mediu-se as da absorbancia a 518 nm.

Todas as analises foram realizadas em ftriplicata. O controle
negativo foi feito com 1,0 mL de solugdo de DPPH e 2,5 mL de etanol. A
leitura do branco foi realizada com 2,5 mL de solugdo das amostras mais
1,0 mL de etanol. Como padréo foi utilizado a substancia rutina, efetuando-

se o mesmo procedimento realizado para os extratos brutos.

3.8 - Avaliagao do teor de flavondéides totais
3.8.1 - Matériais

= Béqueres;
= Espectrofotdbmetro de luz Ultravioleta 482 FEMTO faixa espectral
(240 - 1000 nm);

= Estantes com tubos de ensaios;
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3.8.2 - Reagentes

= Alcool etilico PA, Vetec;

= Cloreto de aluminio hexaidratado, 99,5 %, Vetec
=  Metanol, P.A., Synth;

= Rutina, Sigma-Aldrich.

3.8.3 - Protocolo Experimental

Os extratos foram submetidos a dosagem de flavondides totais de
acordo com a metodologia proposta por Rio modificada (Rio, 1996) onde
se utilizou a rutina (7,5-15 pg/mL) em solugédo de AICl; como padrdo. Uma
concentracdo de 12 pug/mL dos extratos solubilizados em metanol/agua
70% foram acrescidos de 1mL de solugédo metandlica de AICI3 5%. Apos
repouso de 30 minutos fez-se a leitura a 425 nm. Os dados de absorbancia
foram comparados com uma curva padrao feita a partir de concentracoes

crescentes de rutina. A analise foi realizada em triplicata.



4.0 - Resultados e
D1scussoes



Resultados e Discussoes 66

4.0 - Resultados e Discussoes
4.1 - Constituintes Quimicos isolados da espécie D. glaucescens (Mart.
ex Benth.) Benth.

O estudo fitoquimico da madeira de um espécime de D. glaucescens

resultou no isolamento e/ou identificacdo de quatorze substancias.

Lupeol

Massa: 10 mg

Procedéncia: Ext. em hexano
Isolamento: p. 50 e 51
Identificacdo:70 4 75

Lupenona

Massa:10 mg

Procedéncia: Ext. em diclorometano
Isolamento: p. 52 e 54
Identificagéo: p. 76 a 83

Acetato do acido oleandlico

Massa: 6 mg

Procedéncia: Ext. em diclorometano
Isolamento: p. 52 e 53
Identificagdo: 158 a 163
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< Campesterol

Procedéncia: Ext. em hexano
Isolamento: p. 50 e 51
Identificacdo: p. 84 a 89

HO

Estigmasterol

Procedéncia: Ext. em hexano
Isolamento: p.50 e 51
Identificagcéo: p. 84 a 89

N B-sitosterol

Procedéncia: Ext. em hexano
Isolamento: p. 50 e 51
Identificacdo: p. 84 a 89

HO

CH3Q OH 9-hidroxi-6,7-dimetoxidalbergifenol

Massa: 6 mg

CH30 Procedéncia: Ext. em diclorometano
Isolamento: p. 52 e 53

Identificagdo: p. 90 a 99
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HO OCHj
HO

HO 0

OH

CH30. — I
OH O

CH30 0 0

=
HO

6,7-diidroxi-9-metoxidalbergifenol

Massa: 6 mg

Procedéncia: Ext. em diclorometano
Isolamento: p. 52 e 54
Identificagdo: p. 100 a 107

Medicarpina

Massa: 8 mg

Procedéncia: Ext. em diclorometano
Isolamento: p. 52 e 53
Identificagdo: 108 a 117

2,5-diidroxi-4-metoxibenzofenona

Massa: 5 mg

Procedéncia: Ext. em diclorometano
Isolamento: p. 52 e 53
Identificacdo: 118 a 124

Dalbergina

Massa: 8 mg

Procedéncia: Ext. em metanol
Isolamento: p. 55 a 56
Identificagéo: p. 125 - 131
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OH @)

6-(C-B-D-glicopiranosil)-4’,5,7-triidroxiflavonol
Massa: 3 mg

Procedéncia: Ext. em metanol

Isolamento: p. 56 e 57

Identificagdo: p. 132 a 142

OH

6,8-di-(C-B-D-glicopiranosil)-4’,5,7-triidroxiflavona

Massa: 9 mg

Procedéncia: Ext. em metanol
Isolamento: p. 57 e 58
Identificacdo: 143 a4 157

5-hidroximetilfurfural

0 Massa: 6 mg

Procedéncia: Ext. em metanol
HO \ / Isolamento: p. 56
Identificacao: p. 166 a 171
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4.2 - Determinacédo Estrutural de DG-1

A partir do fracionamento cromatografico do extrato hexanico do caule de
D. glaucescens foi possivel o isolamento e a purificacdo da substancia DG-1,
que foi obtida na forma de cristais brancos soluveis em cloroférmio e que
apresentou uma boa resolucdo ao ser analisada através de CCDA. DG-1
apresentou ponto de fusdo 209 °C, o critério de pureza adotado foi a
observacdo de uma uUnica mancha com varios eluentes, ao ser revelada com
vanilina sulfdrica seguido de aquecimento, observando-se uma Unica mancha
de coloracdo azulada que sugeriu tratar-se de uma substancia triterpenoidica
(Wagner et. al., 1983).

A formula estrutural C3oHs0O foi deduzida por andlise dos espectros
obtidos por: CG/EM, RMN *H e *C e pode ser confirmada com a analise do
espectro de 1V,da amostra e analise comparativa com dados da literatura.

Através da andlise por CG/EM obteve-se 0 espectro de massas da
amostra DG-1 (Figura 10) obtido por IE (70eV) foi possivel observar o pico do

ion-molecular em m/z 426, e fragmentos a m/z 218, m/z 207 e m/z 189 u.m.a
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Figura 10 - Espectro de massas da substancia DG-1.
O espectro de RMN *H (Figura 11, p. 71) mostrou sete sinais simples

entre oy (0,76-1,68) correspondentes aos grupos metilas, sendo que o sinal em
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foi atribuido aos hidrogénios da metila 30, uma vez que esta se encontra mais
desprotegida devido ao grupo estar ligado a carbono sp2_ Na regidao de
hidrogénios olefinicos observou-se dois sinais em oy 4,57 e 4,69 referente aos
hidrogénios H-29. Foi observado também um sinal centrado em &y 3,19

referente ao hidrogénio carbindlico.
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Figura 11 - Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) de DG-1.

O espectro de RMN "C-APT (Figura 12, p. 73) apresenta sinais
caracteristicos de triterpeno pentaciclico de esqueleto lupanico, por exemplo,
os sinais em d¢: 79,01; 109,3 e 150,99 atribuidos ao carbono carbindlico C-3 e
ao C-29 e C-20 respectivamente, os sinais em 109,3 e a 150,99 ppm séao
caracteristicos da presengca de dupla ligacdo dissubstituida. A posicao da
hidroxila presente na estrutura foi estabelecida a partir de comparagdo com
dados da literatura, onde se verifica que hidroxilas com estereoquimica («)

apresentam de deslocamento quimico em torno de 76,0 ppm enquanto que as
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hidroxilas com estereoquimica (f) apresentam deslocamento quimico acima de
78,0 ppm (Mahato & Kundu, 1994). O Esquema 12, p. 73 apresenta uma
proposta para a fragmentacdo da substéncia DG-1, que é coeferente com a
proposta estrutural .

O grupamento hidroxila foi confirmado através do espectro de
infravermelho ( Figura 13, p. 74) onde se observou a presenga da banda em
3419 cm™ referente a estiramento de OH, em 2852 cm™ e 2926 cm™ observa-
se o estiramento de CH, aciclico, CHz e CH em hibridizacéo sp® (Crews, et. al.,
1998). Em 1641 cm'observa-se o estiramento C=C em 1456 cm™ e 1383 cm
bandas referentes a deformagdo angular assimétrica e simétrica de CHj;
respectivamente. Em 1099 cm™ é possivel observar o estiramento de C-OH e
em 798 cm” a deformacdo angular fora do plano de C-H (Silverstein &
Webster, 2006), o que veio a confirmar a presengca de uma dupla terminal
(Carrazoni, 2003).

Figura 12 - Espectro de RMN "*C - APT (100 MHz, CDCl;) de DG-1.
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O Esquema 8 apresenta a proposta para alguns fragmentos de massas
de DG-1.

A
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Esquema 8 - Proposta de alguns fragmentos de massas para DG-1.
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Figura 13 - Espectro na regido do IV da substancia DG-1.

O resumo dos deslocamentos quimicos atribuidos aos carbonos da

substancia DG-1 encontram-se na (Tabela 7, p. 75).

Na Tabela 8 apresentam-se algumas atividades biolégicas atribuidas
ao lupeol de acordo com artigos publicados na literatura nos ultimos anos.
Estudos farmacobotanicos realizados com lupeol e com alguns derivados tem
demonstrado atividades biolégicas bastante interessantes (Freire, et. al., 2004).

Tabela 8 - Algumas atividades biologicas atribuidas ao lupeol

Atividade biologica Literatura
Citotoxica (Noldin, et. al., 2003)
Diurética (Noldin, et. al., 2003)
Antibacteriana (Virtuoso, et. al., 2005)
Tripanomicida (Ambrozin, 2004)

HO
Antiviral (Flekhter, 2004)
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Tabela 7 - Atribuicgo do espectro de RMN '3C obtido para a substancia DG-1
e comparacao com dados da literatura.

DG-1 *Lupeol
C 5(; 5C
4 38,7 38,8
8 40,0 40,7
10 37,3 37,1
14 41,9 42,7
17 42,8 42,9
20 150,9 150,8
CH
3 79,0 78,9
5 55,3 55,2
9 50,4 50,3
13 38,0 38,0
18 48,2 48,2
19 47,9 47,9
CH;
1 38,6 38,6
2 27,3 27,3
6 18,3 18,2
7 34,2 34,2
11 20,9 20,9
12 25,0 25,0
15 27,4 27,4
16 35,5 35,5
21 29,7 29,8
22 39,9 39,9
29 109,3 109,3
CH;
23 14,6 27,9
24 15,4 15,3
25 16,2 16,1
26 15,9 15,9
27 27,4 14,5
28 17,9 17,9
30 18,3 19,2

Fonte:* Mahato & Kundu, 1994.
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4.3 - Determinacédo Estrutural de DG-2

Do extrato diclorometanico do caule de D. glaucescens foi isolada a
substancias DG-2 na forma de cristais brancos que ao serem analisados por
CCDA seguida de revelacdo com vanilina sulfdrica observou-se uma Unica
mancha de coloracdo azul. DG-2 apresentou ponto de fusdo de 203 + 1°C.

A amostra foi submetida as espectrometrias de: IV, CG/EM e RMN *H e
13C, obtendo-se assim espectros compativeis com a substancia (Lupenona) de
formula molecular C3oH4s0.

Pela andlise e interpretacdo do espectro na regido do infravermelho
(Figura 14), observa-se as bandas em 2856 cm™ e 2925 cm™ referentes aos
estiramentos de CH; aciclico, CHs e CH em hibridizacdo sp® (Crews, et. al.,
1998). A banda de absorcdo em 1650 cm™ caracteristica de estiramento C=C,
uma banda em 1725 cm™ que corresponde ao estiramento C=0O de cetona e as
bandas em 1458 e 1380 cm™ correspondentes das deformacdes angular
assimétrica e simétrica de CHj; respectivamente (Pavia et. al.;1995). A
existéncia de uma dupla ligacéo terminal pode ser confirmada com a presenca

do sinal em 881 cm™ (Carrazzoni, 2003).
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Figura 14 - Espectro na regido do IV da substancia DG-2.
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Através da analise por CG/EM obteve-se o espectro de massas onde se

observa o pico do ion molecular em m/z 42.

Figura 15 - Espectro de massas da substancia DG-2.

Através da analise do espectro de RMN 'H (Figura 16, p. 78) foi possivel
identificar sinais simples para sete grupos metilicos 6y (0,81-1,69), o que
sugere o isolamento de uma substancia triterpénica. O sinal em o4 1,69 foi
atribuida ao grupo metila ligado a carbono sp?. Observa-se ainda, os sinais em
on 4,58 e 4,70 de hidrogénios olefinicos, indicativo que o triterpeno em questéo
apresenta uma dupla ligagdo. Ao comparar com dados apresentados na
literatura observa-se que tais sinais s&o caracteristicos de esqueleto
triterpénico pentaciclico do tipo lupanico, porém, ndo se observou a presenca
do sinal de hidrogénio carbindlico em &y 3,19, portanto DG-2 trata-se de uma
estrutura similar ao lupeol, porém, com posi¢édo 3 nao hidrogenada.

Pela analise do espectro de RMN "*C (Figura 17, p. 78) foi possivel
observar quarenta e trés sinais distribuidos entre 11,04-218,32 ppm.
Analisando o espectro observa-se alguns sinais que confirmam o esqueleto
triterpénico pentaciclico lupano: os sinais de carbono sp? em 109,5 e150,9
atribuidos respectivamente a C-29 e C-20, o sinal d¢c (218,8) caracteristico de

cetona ciclica.
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Figura 16 - Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) de DG-2.
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Figura 17 - Espectro de RMN "*C-HBBD (100 MHz, CDCl5) de DG-2.
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O deslocamento quimico de C-3 (218,2 ppm) mostra uma grande
diferenca em relagdo ao deslocamento quimico de C-3 (78,9 ppm) da molécula
anterior, DG-1. A presenca da carbonila em C-3 € responsavel pela diferencga
nos deslocamentos quimicos dos carbonos adjacentes C-2 e C-4, além de
influenciar também no deslocamento quimico do grupamento metilico C-23.
Isto se deve ao efeito desprotetor da carbonila aos carbonos a-posicionados e
ao efeito protetor aos grupos B-posicionados, (Garcez et. al., 1981), conforme
pode ser verificado na Figura 18.

Pelo mapa de correlagéo heteronuclear HMQC (Figura 19, p. 80) assim
como pela ampliaggo do mapa HMQC (Figura 20, p. 80) foi possivel
correlacionar alguns sinais de carbono aos atomos de hidrogénio ligados
diretamente a ele, tais como: o sinal em 109,5 ppm esta correlacionando com
dois atomos de hidrogénios em &y 4,58 (H-30a) e d4 4,70 (H-30b). Observa-se
a correlacédo dos grupamentos metilas em 64 1,06 (H-23) com &¢ 26,6 (C-23); a
correlacao direta do sinal 4 1,68 (H-30) com &¢ 19,3 (C-30), o4 0,89 com &¢
14,1 (C-23).
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Figura 18 - Comparacéo de alguns deslocamentos quimicos dos triterpenos
de esqueleto lupano (a), (b) e (c). Fonte: (Mahato & Kundu, 1994).

Pelo mapa de correlagao heteronuclear HMBC (Figura 21, p. 81) pode-
se observar que o sinal em 150,9 ppm esta correlacionando a duas ligagdes
com Oy 1,68 confirmando o posicionamento C-20 e da metila C-30. Observa-se
a correlacao do sinal em 109,5 ppm com o sinal em torno de oy 1,68 a trés
ligagdes. E finalmente, a correlagao a trés ligagdes do sinal 218,32 ppm com &y

1,06, o que indica a correlagao do C-3 com o H-23.
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Figura 20 - Ampliagdo do mapa de correlagédo heteronuclear (HMQC) de
DG-2.
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Figura 21 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x *C (HMBC) de DG-2.

Pelo espectro de massas foi possivel observar o pico do ion molecular
de DG-2 que € coerente com a estrutura quimica proposta como pode ser
observado no Esquema 9, p. 82.

A Tabela 9, p. 83, apresenta os demais dados obtidos pela analise do
espectro de RMN BCce comparagao com dados apresentados na literatura.

A literatura ndo cita nenhuma atividade especifica a lupenona, mas,
foram publicados nos ultimos anos alguns trabalhos que comprovam a
atividades bioldgicas do lupeol, que apresenta como diferenga a posigao C-3
contém um grupo hidroxila no lugar do grupo carbonila como em DG-2.
Segundo Geetha, & Varalakshmi (2001), o lupeol e alguns derivados

apresentam atividades antiinflamataria.
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Esquema 9 - Proposta de alguns fragmentos de massas substancia DG-2.
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Tabela 09 - Atribuicdo do espectro de RMN '*C da substancia DG-2 e
comparagao com dados da literatura.

'H-"*c-HMQC 'H-*C-HMBC Lupenona#
C dc B 2Jcn *Jen ¢
3 218,8 ) ) 1,06 2179
4 47,4 ) ] ] 47,3
8 41,0 - - - 40,9
10 37,0 - - 36,9
14 43,1 ] _ _ 42,9
17 43,0 - - - 429
20 150,9 1,68 - 150,7
CH
5 55,0 - - - 55,3
9 49,9 - - - 49,8
13 38,8 - - - 38,2
18 48,3 4.5 - - 48,3
19 48,0 4.7 - - 47,9
CH;
1 39,7 - 39,6
2 34,4 - - - 34,1
6 19,8 4,58e 4,7 - - 19,6
7 33,7 - - 33,6
11 21,6 - - - 21,5
12 25,2 - - - 25,2
15 27,5 - - - 27,4
16 35,6 - - - 35,6
21 30,4 - - - 29,9
22 40,1 - - - 40,0
30 1095 1,68 1,68 109,7
CH;
23 26,6 1,06 - ; 26,6
24 21,1 - - - 21,0
25 16,0 - - - 15,8
26 16,1 - - - 15,9
27 14,1 0,89 - - 14,4
28 18,1 - - - 18,0
29 19,3 4,58 e 4,70 - - 19,3

Fonte:* Ahmad & Rahman, 1994.
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4.4 - Determinacéo Estrutural de DG-3, DG-4 e DG-5

As substancias DG-3, DG-4 e DG-5 foram isoladas do extrato hexanico
como um material sélido cristalino, que apdés varias andalises por CCDA com
sistemas de eluentes diferentes, revelou-se como uma unica mancha de
coloracdo azulada, que apOs ser analisada por CG verificou tratar-se da
mistura de substancias esteroidais. Observou-se 0s seguintes tempos de
retencdo: 18,94 minutos para a substancia DG-3; 19,59 minutos para a
substancia DG-4 e 20,83 minutos para a substancia DG-5 (Figura 22). Esses
esterdides sao frequentemente encontrados no reino vegetal, e quase sempre
sdo encontrados na forma de misturas devido sua grande semelhanga
estrutural (Budzikiewiez, et. al., 1964) o que ndo permite o seu isolamento com
0 uso de técnicas cromatograficas classicas como cromatografia em coluna
aberta de silica, mas € possivel sua separacao e identificacdo com o uso de

técnicas mais modernas como CG por exemplo.

1.286.359

10 20 30

Figura 22 - Cromatograma da mistura esteroidal: DG-3, DG-4 e DG-5.

Através da analise dos espectros de massas foi possivel identificar o
pico do ion-molecular dos trés esterdides: DG-3 m/z = 400 referente ao
esterdide campesterol (C,gH4s0) Figura 23, p. 85; DG-4 m/z = 412 referente ao
esterdide estigmasterol (Co9H4s0) Figura 24, p.85 e DG-5 m/z = 414 referente
ao esterdide f-sitosterol (C,9Hs00) Figura 25 p. 86.
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Figura 23 - Espectro de massas a 70 eV de DG-3.
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Figura 24 - Espectro de massas a 70 eV de DG-4.
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Figura 25 - Espectros de massas a 70 eV de DG-5.

Pela observacdo do espectro de RMN 'H (Figura 26 p. 87) da mistura
esteroidal, foi possivel verificar um sinal largo em &y 5,35 indicativo de
hidrogénio olefinico. A presengca de dois sinais referentes a hidrogénios
vinilicos em 6y 5,03 e &y 5,13. Observa-se também um sinal multiplo em dy
3,51 referente a hidrogénio carbindlico, um acumulo de sinais entre dy (0,68-
1,03) que se referem aos hidrogénios metilicos e 6y (1,03-2,28) referente a
hidrogénios metilénicos e metinicos.

A analise dos espectros de RMN'™C-APT (Figura 27, p. 87) permitiu
identificar sinais caracteristicos dos esterdides de esqueleto estigmastano e
campestano em &¢ 121,73 referente a C-6 e &¢ 140,74 referente a C-5 e para o
estigmasterol e campesterol os sinais de carbono sp2 em 129,30 ppm e
138,29 ppm pertencentes aos C-23 e C-22 respectivamente, conforme pode
ser visto na (Figura 28, p. 88). Os demais sinais atribuidos a cada um dos
esteroides identificados estdo apresentados na Tabela 10, p. 89; assim como
os dados da literatura para estes trés esterdides identificados, o que

corroboram para a confirmacgao das propostas estruturais apresentadas.
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Figura 26 - Espectro de RMN "H ( 400 MHz, CDCls) da mistura de esteroides.

Figura 27 - Espectro de RMN "*C - APT (100 MHz, CDCl3) da mistura
esteroidal.
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Figura 28 - Alguns deslocamentos quimicos caracteristicos.

Sendo assim, DG-3, DG-4 e DG-5 é uma mistura contendo os

esterdides: campesterol, estigmasterol e -sitosterol.

Segundo Cechinel-Filho (1999) esteréides como estigmasterol, -

sitosterol e campesterol foram relatados como substancias que apresentaram

importantes atividades antiinflamatérias, e estudos tem mostrado que a

associacdo destes com outros esterdides apresentam efeito positivo na

hiperplasia benigna de prostata, doenga que atinge acima de 50% dos homens

com idade superior a 50 anos.
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Tabela 10 - Atribuicdo do espectro de RMN *C para as substancias: DG-3,

DG-4 e DG-5 comparados com dados da literatura.

DG-3 Campesterol * DG-4  Estigmasterol**x DG-5  B-Sitosterol *#

C OS¢ &¢c OS¢ &¢c S¢c &¢c
5 140,75 140,73 140,75 140,80 140,75 140,80
10 36,50 36,40 36,50 36,16 36,50 36,54
13 42,29 42,29 42,29 42,35 42,29 42,35
CH
3 71,81 71,89 71,81 71,83 71,81 71,83
6 121,73 121,72 121,73 121,70 121,73 121,70
8 31,88 31,82 31,88 31,94 31,88 31,94
9 50,11 50,12 50,11 50,20 50,11 50,20
14 56,75 56,75 56,85 56,81 56,85 56,81
17 56,03 56,05 55,93 56,12 55,93 56,12
20 36,14 36,16 40,50 39,82 40,50 39,82
22 33,93 33,94 138,93 138,29 33,93 33,93
24 45,82 45,83 51,23 50,20 51,23 45,90
25 26,03 26,03 31,88 31,70 29,70 29,68
CH:
1 37,25 37,25 37,25 37,29 37,25 37,29
2 31,65 31,64 31,65 31,94 31,65 31,94
4 42,29 42,29 42,29 42,35 42,29 42,35
7 31,92 31,89 31,92 34,00 31,92 34,00
11 21,06 21,08 21,06 21,10 21,06 21,10
12 39,76 39,78 39,68 39,82 39,76 39,82
15 24,30 24,38 24,38 24,32 24,30 24,32
16 28,24 28,24 28,24 28,90 28,24 28,90
23 39,12 39,12 129,26 129,30 28,92 26,19
28 - - 25,41 25,40 23,04 23,12
CH;
18 11,86 11,87 11,86 11,99 11,86 11,99
19 19,38 19,38 19,38 19,39 19,38 19,39
21 19,01 19,03 19,01 19,06 18,77 18,79
26 18,77 18,76 21,20 21,20 19,81 19,80
27 19,81 19,81 19,01 19,80 19,01 19,80
28 23,04 23,06 - - - -
29 - - 11,99 11,99 12,25 11,87

Fonte: * Goulard, et. al.,(1993); ** Breitmaier et al., (1987).
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4.5 - Determinacgao Estrutural de DG-6

A substédncia DG-6 foi isolada do extrato diclorometédnico como um
solido amarelo avermelhado, soluvel em cloroférmio, que ao ser analisada por
CCDA se apresentou como uma unica mancha de coloragao avermelhada apos
ter sido revelada com vanilina sulfurica.

Pela analise do espectro na regido do infravermelho (Figura 29)
observou-se uma banda referente a estiramento de O-H em ligagdo de
hidrogénio intermolecular em torno de 3400 cm™, o estiramento referente a C-H
em torno de 2917 cm™, os estiramentos referentes a C=C do anel aromatico
em 1601, 1508 e 1462 cm™. Em 1377 cm™' observa-se a deformacéo angular
no plano de O-H. Em torno de 1260 cm™' verifica-se o estiramento assimétrico
C-O-C (Crewis, et. al., 1998).

10— S s i s i S e S e

4000 500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 000 a0 A00
DGOG 1dcm

Figura 29 - Espectro na regido do IV da substancia DG-6.

Através de CGEM obteve-se o espectro de massas de DG-06 (Figura

30, p. 91) e a observagéao do pico do ion molecular em m/z 270.
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Figura 30 - Espectro de massas a 70 eV de DG-6.

O espectro de RMN *H (Figura 31, p. 92), apresentou dois sinais
multiplos centrados em &y 7,31 e 7,21 equivalente a dois (H-2' e H-6') e trés
hidrogénios (H-3’, H-5’ e H-4") que sao sinais caracteristicos de anel aromatico
nao-substituido. Dois sinais simples em &y 6,57 e 6,48 ppm de hidrogénios
para-posicionados H-5 e H-8 respectivamente. Além destes sinais, ha sinais
de hidrogénios olefinicos, para o sinal centrado em &y 5,02 referente ao H-2a
foi possivel calcular as constantes de acoplamento J=12 Hz; indicando
acoplamentos de hidrogénios vicinais. O sinal multiplo centrado em &y 5,02
com J =12 Hz e J = 8 Hz, e para o sinal multiplo centrado em &y 6,31 ppm,
referente ao H-3 observa-se as constantes de acoplamento (J=12 Hz; J = 8 Hz
e J = 4 Hz) indicando os acoplamentos com hidrogénios vicinal trans, vicinal cis
e geminais (Figura 33, p. 93). O sinal em 4,85 ppm, referente ao H-4, cujas
constantes de acoplamento observadas foram J =8 Hz e J = 4 Hz). A presenca

de dois grupos metoxilas foram deduzidos a partir dos sinais &4 3,75 e 3,83

ppm.
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Figura 31 - Espectro de RMN *H ( 400 MHz, CDCls) de DG-6.

Os espectros apresentados nas Figuras 32 e 33 (p. 92 e 93) séo
ampliacées de regides do espectro de RMN*H da substancia DG-6 que permite

observar com maior clareza os sinais que foram discutidos.
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Figura 32 - Ampliacdo das regides entre (7,0-7,7 ppm) do espectro de RMN *H
de DG-6.
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Figura 33 - Ampliacéo das regides entre (4,50-8,50 ppm) do espectro de RMN
'H de DG-6.

No espectro de RMN *C-PENDANT (Figura 34, p. 94) verifica-se sinais
de carbonos olefinicos &¢ 139,45 (C-3) e &¢ 117,07 (C-2) e o sinal C-4 que faz
a juncao entre os anéis aromaticos em &c¢ 49,23. Ainda, observa-se a presenca
de dois grupos metoxilas em &¢ 55,92 (OCHs-6) e 8¢ 56,60 (OCH3-5). Os sinais
em &¢ 113,35 (C-5) e 101,68 (C-8) sdo coerentes para CH de anel aromatico
trissubstituido. Para o anel B os sinais referentes a CH de (C-2' e C-6)
apresentaram deslocamento quimico em 128,69 ppm enquanto que (C-3’ e C-
5’) apresentaram-se com deslocamentos quimicos em 128,51 ppm e para C-4’
o deslocamento quimico em 126,86 ppm.

Ao observar o Mapa de correlagdo homonuclear COSY (Figura 35, p. 94)
foi possivel perceber o acoplamento do sinal em 5,29 ppm com o sinal em
torno de 6,31 ppm, além dos acoplamentos entre o sinal em torno de 5,02 ppm
e 6,31ppm.
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Figura 34 - Espectro de RMN *C-PENDANT (100 MHz, CDCls) de DG-6.
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Figura 35 - Mapa de correlagcdo homonuclear *H x *H (COSY) de DG-6.
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Pela interpretacdo do Mapa de correlacdo heteronuclear HMQC (Figura
36) foi possivel observar os acoplamentos **C-H* em uma ligacdo (*Jcn) para:
(C-2" e C-6)) - (H-2’e H-6'), (C-3", e C-5) com (H-3' e H-5') e C-4’ com 0 H-4’
os hidrogénios dos grupos metoxilas e o atomo de carbono ligado diretamente
a ele, e finalmente a correlacéo entre o atomo C-5 e H-5, e a correlacdo entre
C-8 e H-8 (Tabela 11, p. 99).

Pela analise do mapa de correlacdo HMBC (Figura 37, p. 96) e sua
ampliacdo (Figura 38, p. 96) foi possivel observar os acoplamentos **C-'H a
mais de uma ligacdo ("Jcy), 0 que tornou possivel o posicionamento dos grupos
metoxilas que estariam diretamente ligado aos C-6 e C-7 na estrutura da
molécula o que pode ser comprovado através das marcas de correlacdo
observadas dos hidrogénios dos grupos metoxilas 3,75 ppm com o carbono
aromatico C-6 em 143,21 ppm e também a correlagdo do dos hidrogénios do
segundo grupo de metoxila em 3,83 ppm com o carbono aromatico C-7 em
147,61 ppm conforme Figura 39, p. 97. Todos os dados obtidos dos espectros
de RMN encontram-se na Tabela 11, p. 99.
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Figura 36 - Mapa de correlac&o heteronuclear *H x **C (HMQC) de DG-6.
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Figura 37 - Mapa de correlacéo heteronuclear *H x **C (HMBC) ampliacéo
(2,5-6,0 ppm) e (128-184 ppm) de DG-6.
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Figura 38 - Ampliacdo do Mapa de correlacdo heteronuclear *H x **C(HMBC)
regiao entre (6,0 - 7,0 ppm) e (130-165 ppm) de DG-6.
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Figura 39 - Algumas correlacdes observaveis pelo (HMBC).

Pela fragmentacdo apresentada no espectro de massas possivel
determinar o pico do ion molecular em m/z 270, e alguns fragmentos
caracteristicos para estruturas neoflavonoidicas como, por exemplo, a perda de
CO e de radical metila como pode ser observado no Esquema 10, p.98 que

apresenta uma proposta para alguns fragmentos observados para DG-6.
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Esquema 10 - Proposta de alguns fragmentos de massas para DG-6.

CH30 OH
CH30 ]

De acordo com a literatura, a substancia isolada
possui atividade antiandrogénica. Segundo Patak, e
colaboradores (1997) essa substancia apresentou
potencial atividade inibitéria de 5-a-diidrotestosterona
(DHT). Isso porque esta substancia se combina com um
receptor androgénio para formar o complexo DHT-
receptor que bloqueia este receptor inibindo assim o
desenvolvimento  de doencas  androgénicas
dependentes. Apresenta ainda potente efeito protetor
contra injurias oxidativas em células HT22 (células do
hipocampo de atividade

ratos), podendo ter

neuroprotetora (Ren-Bo-Na, et. al.;2008).
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Tabela 11 - Dados de RMN **C (100 MHz, CDCl;) da substancia DG-6 e

dados da literatura.

9-hidroxi-6,7-
'H-C - HMQC-Y ey 'H-B3C —HMBC-"Joy  dimetoxidalbergifenol*
C 8¢ [ 2Jcn *Jen 8¢
6 143,10 - - OCH;-6, H-8 142,5
7 147,61 - H-8 OCH3-7 148,1
9 148,73 - H-8 H-5 1475
10 119,53 - - 120,1
1 141,41 - - - 141,9
CH
3 139,45 6,31 (M) - - 139,5
4 4923  4,84(d,J= 4 Hz) - - 48,2
5 113,35 6,57 - - 113,4
8 101,68 6,48 - - 101,3
2' 128,69 7,31 - - 128,3
3 128,51 7,21 - - 128,2
4' 126,86 7,21 - - 128,3
5' 128,51 7,21 - - 126,3
6' 128,69 7,31 - - 128,2
CH, 128,3
2 117,07 5,02 e 5,31 - - 116,5
CH;
OCH;-6 55,92 3,75 - - 55,4
OCHs-7 56,60 3,83 - - 56,4
OH
9 - - - - -

Fonte: * Patak, et. al, 1997.
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4.6 - Determinacgao Estrutural de DG-7.

Da particdo diclorometanica do extrato metandlico em CH,Cl, foi
possivel o isolamento de 4,0 mg de um cristal amarelado (DG-7) por CCCG, ao
ser analisado por CCDA apresentou-se como uma unica mancha de coloracao
avermelhada apos ter sido revelada com vanilina sulfurica. Este cristal foi
inicialmente submetido a espectrometria de RMN a uma dimensdo a duas
dimensdes que permitiram em conjunto com o espectro de massas obtido
por CGEM e IV deduzir a estrutura de DG-7.

Através do espectro na regido do Infravermelho foi possivel observar
alguns sinais caracteristicos para a estrutura da substancia (Figura 40): uma
banda larga referente ao estiramento de O-H em torno de 3400 cm™,
estiramentos de C-H em 2918 e 2848 cm™, observa-se ainda os estiramentos
C=C do anel em 1726, 1514 e 1450 cm”. Em 1378 cm™” observa-se a
deformacao angular no plano de O-H. Em torno de 1099 cm™ ha a absorgéo de

estiramento assimétrica de C-O-C.

Figura 40 - Espectro na regido do IV (4000 - 300 cm™) da substancia DG-7.
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Através da técnica de CGEM foi possivel obter o espectro de massas

para a substancia DG-7 (Figura 41).

Figura 41 - Espectro de massas de DG-7 a 70 eV.

Pela observacdo de RMN 'H (Figura 42, p. 102) foi possivel verificar
sinais simples em &y 6,48 (H-8) e o4 6,58 (H-5). Um sinal multiplo centrado em
6,31 ppm (H-3); trés sinais duplos centrados em 5,29 ppm (H-2b); 5,02 ppm
(H-2a) e 4,89 ppm (H-4) que apresentaram os seguintes acoplamentos (J = 12;
16,0 e 8,0 Hz) respectivamente. Observou-se um sinal simples em &y 3,78
indicativo dos trés hidrogénios de um grupo metoxila.

Pela analise do espectro de RMN 'H (Figura 43, p. 103), observando
ampliagdes de regides especificas, foi possivel calcular algumas constantes de
acoplamento(J): o sinal centrado em 7,21 ppm (H-5) J = 4,0 Hz ; o sinal
centrado em 7,32 ppm (H-6’) J = 8 Hz; o sinal centrado em 5,29 ppm com J =
12,0 Hz ; o sinal centrado em 5,02 com J = 16,0 Hz; o sinal centrado em 4,89
ppm com J = 8,0 Hz e por fim o duplo sinal duplo centrado em 4,13 ppm com J
= 8,0 Hz.

Pela andlise do espectro de RMN 'C HBBD (Figura 44, p. 104)
observa-se doze sinais pouco intensos. Desses pode-se destacar 6¢c 49,05;
sinal caracteristico referente ao C-4 de neoflavonoide .

Pelo mapa de correlagdo homonuclear COSY (Figura 45, p. 104) foi
possivel verificar acoplamento a uma ligagdo dos sinais em oy 5,29 (H-2b) com
o sinal em aproximadamente &4 6,31 ppm (H-3).
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Figura 43 - Ampliagdo da regiao entre (4,1-5,3 ppm) espectro de RMN H
de DG-7.
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Figura 44 - Espectro de RMN "C-HBBD (100 MHz, CDCl3) de DG-7.
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Figura 45 - Mapa de correlacido homonuclear 'H x 'H (COSY) de DG-7.

O mapa de correlagdo heteronuclear (HMQC) (Figura 47, p. 106) e
(HMBC) (Figura 48, p. 106) foram os de grande importancia na determinagéo
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estrutural da substancia. O posicionamento do grupo metoxila foi confirmado
através da correlacdo heteronuclear a trés ligagbes em que o sinal em &c¢
147,97 referente a (C-9) apresentou correlacdo com H-5 (o4 6,58), o sinal em
Oy 6,58 correlacionando a trés ligagdes com 6:c141,50 (C-1’°), o sinal em &¢
140,58 (C-6) correlacionando a duas ligagbes com H-5 (b4 6,58), o sinal em
Oc 140,58 (C-6) correlacionando a trés ligagbes com H-5 (o4 6,58).
Observando o conjunto dos dados (Tabela 12, p. 107) foi possivel deduzir que
a molécula em questao se trata de neoflavondide do tipo dalbergifenol com
férmula molecular C1gH1603.

A Figura 46 mostra similaridades e diferencas entre trés substancias
com estruturas semelhantes a DG-7. Essas informagbes corroboram com a
informac&o de que no espectro de RMN'C-HBBD (Figura 44, p. 104), onde so6
se observa um unico sinal indicativo de metoxila, se houvesse outra metoxila
na molécula deveria se observar um outro sinal nas proximidades do sinal em
56,50 ppm. Isso porque no grupo metoxila o atomo de carbono é trildrogenado
o espectro de RMN de 'He BC apresentaria uma intensidade comparavel ao
sinal em 56,50 uma vez que os demais sinais de carbonos di, mono ou niao
hidrogenados apresentam intensidades menores. Ademais, se os sinal em
56,50 ppm fosse relativo a dois grupos metoxilas provavelmente sua
intensidade seria ainda maior do que a apresentada no espectro de RMN"C-
HBBD.

1475 147.9 148,83

143,1\ w 145,10 150,5 1400 152,12
CHz0 OH Cngw (OCH3 HO w OCHg CHSQ (O o)
o AT D0 00
CH30 HO HO Ho_)
139,49) 143,79

SN CE NGNS

OH
(A) (B) DG-07 (©)

OH

Figura 46 - Similaridades e diferengas entre DG-7 e modelos da literatura:
Fonte: Agrawal, 1989; Garazd, et. al.; 2003.
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Figura 48 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x *C (HMBC) de DG-7.
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Pela analise do espectro de massas observou-se o pico molecular em
m/z 256. Observa-se ainda os fragmentos em m/z = 241; 223; 195 relativo a
perda de um grupo metila; a perda de H,O e a perda de CO respectivamente.
O Esquema 11, mostra a proposta para alguns fragmentos de massas para a

estrutura proposta.

H
pesRwed
HO CHy; "9 O
C15H4303
C16H1603 m/z 241

m/z 256 C15H1102

m/z 223

o

Y

C15H1OO
m/z 195

Esquema 11 - Proposta para alguns fragmentos de massas de DG-7.
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Tabela 12 - Dados de RMN *C (100 MHz, CDCls) das substancia DG-7 e

dados da literatura.

'H-C - HMQC-"Jcy 'H-BC -HMBC-"Jcy  Dalbergifenol*
C 5¢ S 2Jen *Jen Sc
6 140,58 - - - 139,40
7 146,24 - H-5° - 145,10
9 147,97 - - OCH3-9, H-5 150,50
10 124,00 - H-8 124,70
1" 141,5 - - - 143,30
CH
3 139,76 6,31 (m) - H2' e H6' 140,40
4 49,05 4,89 (d, J=8,0) - H-5 47,00
5 112,43 6,58 - - 115,30
8 103,94 6,48 - - 97,50
2' 128,71 7,32 - - 128,00
3' 126,85 7,21 - - 128,40
4 - - 125,80
5' 126,85 7,21 - - 128,40
6' 128,71 7,32 - - 128,00
CH;
2 117,01 5,02 e 5,29 - - 115,7
CH;
OCH3-9 56,69 3,75 - - 56,1 € 56,9

Fonte: * (Agrawal, 1989).

Como relatado anteriormente, a substédncia DG-7 ndo foi descrita na
literatura, porém, encontrou-se relatado em um artigo de de Sekine e
colaboradores (2009) informacdes a respeito de atividades bioldgicas
atribuidas a uma substadncia com esqueleto muito semelhante a DG-7,
substancia isolada de D. latifolia (6-hidroxi-7,9-dimetoxi-dalbergifenol, B, Figura
46, p. 105). O artigo citado indica que essa substéncia apresentou alta
atividade antifungica contra Fomitopusis palustris, fungo que causa podriddo
parda (doenca de apodrecimento da madeira), Rhizopus oryzae e
Cladosporium cladosporioides. Encontra-se descrito por (Ren-Bo-Na, et
al.;2008) que a substéncia foi testada quanto a sua atividade antioxidante em
células HT22 e esta se apresentou com um potente efeito protetor a injurias

oxidativas, podendo ter atividade neuroprotetora.
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4.7 - Determinagao Estrutural de DG-8

A substéncia DG-8 foi isolada do extrato diclorometanico na forma de um
sélido esbranquigado, que por CCDA apresentou-se como uma unica mancha
de coloracdo vermelha ao ser revelada com vanilina sulfurica, com ponto de
fusdo em 99,5 °C.

Pela analise do espectro na regiao do infravermelho (Figura 49) foi
possivel observar alguns sinais caracteristicos para a substancia: uma banda
larga de estiramento de O-H em torno de 3400 cm™, estiramento de C-H em
2924 e 2852 cm’', é possivel observar as bandas referentes a estiramento
C=C do anel em 1622, 1599, 1495 e 1471 cm™. Em 1344 cm™ observa-se a
deformagado angular no plano de O-H. Em torno de 1145 cm™ verifica-se o

estirmaneto assimétrico C-O-C (Crews, et. al., 1998).
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Figura 49 - Espectro na regido do IV da substancia DG-8.

Pela anadlise através de CGEM foi possivel registrar o espectro de
massas da substancia DG-8 (Figura 50, p. 109) foi possivel a observagao do
pico do ion molecular em m/z = 270, além de alguns fragmentos de massas da

amostra em questao.
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Figura 50 - Espectro de massas a 70 eV de DG-8.

Pelo espectro de RMN 'H (Figura 51, p. 110) observa-se alguns sinais
como: um sinal simples em &y 3,78 (s, 4-OCHj3) indicativo da presenga de um
grupo metoxila. Um sinal multiplo centrado em torno de 6y 3,56 J = 8,0 Hz e
4Hz (H-3). O sinal multiplo centrado em &y 3,63 J = 12 e 12 Hz referente ao (H-
2a). Observou-se um sinal multiplo centrado em &4 4,24 e (J = 8,0 e 4,0 Hz)
referente ao (H-28). Dois sinal duplos centrados em: &y 5,50 (J = 4,0 Hz)
referente ao (H-4) e 5,92 (J = 8,0 H) referente a (H-3’). Além de quatro sinais
duplos centrados: em &y 6,46 referente aos atomos (H-8 e H-5') com J=8 Hz e
em Oy 6,57 referente ao H-6 (J = 8 Hz), em 06y 7,14 (J = 8,0 Hz) referente ao
H-6' e em dy 7,40 (J = 8,0 Hz) referente a H-5.
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Figura 51 - Espectro de RMN "H ( 400 MHz, CDCl3) de DG-8.
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Figura 52 - Ampliagdo da regido entre (3,50-4,50 ppm) do espectro de
RMN "H de DG-8.
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Figura 53 - Ampliagdo da regiao entre (5,50-8,0 ppm) do espectro de
RMN "H de DG-8.

Pelo mapa de correlagdo homonuclear COSY (Figura 54, P. 112) e as
ampliagdes de algumas regides (Figura 51 e 52, p. 112 E 113) foi possivel
verificar a correlagdo entre os sinais 6y 3,56 (H-3) com &y 4,24 (H-28) que
segundo a literatura possuem deslocamentos quimicos em torno de 3,40 ppm
para H-3 e 4,10 ppm para H -2 (a e B) (Choei., et. al.; 2009). Observou-se as
correlagdes indicativas do acoplamento dos sinais 6y 3,56 (H-3) com &y 5,50
(H-4); dy 6,57 referente ao (H-6) com &y 7,40 (H-5) e finalmente &y 6,57
referente ao(H-5") com oy 7,14 (H-6').
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Figura 54 - Mapa de correlagdo homonuclear 'H x 'H (COSY) de DG-8.
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Figura 55 - Ampliagdo do Mapa de correlagdo homonuclear 'Hx H COSY)
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F1 Chemical Shift (ppm)




Resultados e Discussoes 113

1
-4
-6
8
10

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
F2 Chemical Shift (ppm)

F1 Chemical Shift (ppm)

Figura 56 - Ampliagdo do Mapa de correlagdo homonuclear "Hx "H (COSY)
de DG-8.

O espectro de RMN 'C-PENDANT (Figura 57, p. 114) permitiu
reconhecer alguns sinais correspondentes a atomos de carbono néo
hidrogenados &¢ 112,53 (C-10); &¢ 112,53 (C-1’); &¢c 157,15 (C-7) e d¢c 156,66
(C-9). Além do sinal em &¢ 39,58 referente a carbono monoidrogenado (C-3),
do sinal de carbono diidrogenado em &¢ 66,52 (C-2) e o sinal em &¢ 55,50
referente a grupo metoxila. Pelo mapa de correlagdo heteronuclear HMBC foi
possivel identificar mais um sinal referente a carbono ndo hidrogenado em ¢
164,50 (C-4").
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Figura 57 - Espectro de RMN "*C-PENDANT (100 MHz, CDCl3) de DG-8.

Pelo HMQC (Figura 58, p. 115) foi verificado os hidrogénios que estao
diretamente ligados aos atomos de carbono: C-4 d¢ 77,32 com H-4 &y 5,50; C-
5 8¢ 106,36 com H-5. O sinal em 8¢ 96,91 (C-3’) com H-3’ 84 6,41; o sinal em
O¢ 66,52 (C-3) com &y 3,56 (H-3), o sinal do carbono da metoxila &¢ 55,50 com
0s seus atomos de hidrogénios &y 3,78.

Pelo mapa de correlagédo heteronuclear HMBC (Figura 59, p. 115) e a
ampliagado do espectro (Figura 60, p. 116) foi possivel observar correlacédo do
carbono nao hidrogenado em &¢ 164,50 (C-4’) com o sinal dos hidrogénios do
grupamento metoxila em 3,78 ppm tratando-se de uma correlagdo a trés

ligagoes.
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Figura 58 - Mapa de correlacdo heteronuclear 'H x *C (HMQC) de DG-8.
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Figura 59 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x >°C (HMBC) de DG-8.



Resultados e Discussoes 116

55 50 45 40 35 30
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 60 - Ampliagdo do Mapa de correlacdo heteronuclear 'H x "*C (HMBC)
de DG-8.

O Esquema 12 apresenta alguns fragmentos de massas caracteristicos de
DG-8.

CqeH1404 OCHS3
m/z 270 m/z 255

i\fsmoz

CH,
\D

(0]

C4H;0,°
m/z 147

Esquema 12 - Proposta de fragmentos de massas para a substancia DG-8.
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Deste modo, os dados obtidos pelos espectros de RMN a uma e duas
dimensdes somado as informagdes do espectro de massas permitiram definir
para DG-8 a estrutura do pterocarpano conhecido como medicarpina cuja

formula estrutural é C46H1404.

A medicarpina segundo relatado na
literatura (Demuner, et. al., 2003) apresenta
atividade nematicida contra M. incognita.
Pode induzir apoptose em fibroblastos de

pulmdo e células mononucleares de sangue

periférico (Liu, et. al., 2002) e também efeitos
antimitéticos (Militdo, et. al.,2005).

Atividade  antimicrobiana especialmente  antifungica e ainda
atividade antioxidante (Trusheva, et. al., 2004). Segundo Chun, et. al.,(2009)
foram testados alguns flavondides isolados de Dalbergia odorifera, entre eles
a medicarpina, que apresentou alto potencial citotoxico contra linhagens

de células tumorais.
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Tabela 13 - Dados de RMN "*C (100 MHz, CDCls) da substancia DG-8 e

comparagao com dados da literatura.

'H-13¢c - HMQC-"'Jcy

'H-13C - HMBC-"J¢y

Medicarpina *

C 5c 5c 6H 5C 6H
7 157,15 - - - 156,90 -
9 156,66 - - - 156,50 -
10 112,53 - - - 112,50 -
1 119,16 - - - 119,00 -
2’ - - - - 160,50 -
4’ 164,50 3,78 164,50 3,78 161,00 -
CH
3 39,48 3,56 - 39,70 3,52
4 78,64 5,50 - 78,40 5,48
5 132,17 7,40 - 132,10 7,37
6 109,78 6,57 - 109,60 6,54
8 103,67 6,46 - 103,60 6,44
3' 96,91 6,41 - 96,80 6,40
5' 106,46 6,46 - 106,30 6,44
6’ 124,73 7,14 - 124,60 7,12

CH;
2 66,62 3,63 e4,24 - 66,40 3,61e4,23

CH;

OCH; 55,50 3,78 55,40 3,76

Fonte: * Demuner, et. al., (2003).
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4.8 - Determinacgédo Estrutural de DG-9

A substancia DG-9 foi isolada diretamente do extrato diclorometanico na
forma de um p6 amarelo solivel em cloroformio e que apresentou pureza
confirmada através de analise por CCDA, a mancha se apresentou de
coloracdo amarela ao ser revelada com vanilina sulfarica. Esta substancia
apresentou ponto de fusdo de 174,8 + 0,9 °C.

Pela andlise do espectro na regido do infravermelho (Figura 61) foi
possivel observar algumas absor¢ées: um estiramento de O-H em 3305 cm™,
bandas referentes ao estiramento de C-H em 2918 e 2849 cm™, é possivel
observar as bandas de formacéo axial de C=C do anel em 1637, 1595 e 1507
cm™. Em 1393 cm™ observa-se a deformacdo angular no plano de O-H. Em

torno de 1267 cm™ verifica-se o estiramento assimétrica C-O-C.
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Figura 61 - Espectro de IV da substancia DG-9.
Através de CG/EM obtve-se o espectro de massas (Figura 62, p. 120)

onde foi possivel observar o pico do ion molecular m/z = 244.



Resultados e Discussoes 120

ponte com a carbonila.
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Figura 62 - Espectro de massas 70 eV de DG-9.

Através da ampliagdo do espectro (Figura 64, p. 121) foi possivel
observar o sinal em 6y 5,29 de hidrogénio carbindlico (5-OH). E ainda, foi
possivel observar sinais referentes ao anel B como o0s sinais mdultiplos
centrados em oy 7,63 (J = 20 Hz) (H-2 e H-6) e em &y 7,49 (J = 20 Hz )
referente aos hidrogénios (H-3’, H-4’ e H-5).
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Figura 63 - Espectro de RMN *H ( 400 MHz, CDCl;) de DG-9.
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Figura 64 - Ampliagao da regiao entre (7,0-7,70 ppm) do espectro de RMN H
de DG-9.

Pelo espectro de RMN'*C-PENDANT (Figura 65) observou-se quinze sinais
sendo oito deles representando sinais de carbonos diihidrogenados e carbonos
nao-hidrogenados e sete sinais representando sinais de carbonos
monoidrogenados e carbonos triidrogenados. Observou-se um sinal em ¢
56,25 referente a grupamento metoxila, e ainda os sinais em em &¢ (128,31;
128,75 e 131,44) que sao bem caracteristicos de carbonos aromaticos

de anel B nao-substituido.
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Figura 65 - Espectro de RMN "*C-PENDANT (100 MHz, CDCl;) de DG-9.



Resultados e Discussoes 122

Pelo mapa de correlagdo heteronuclear (HMQC) (Figura 66), foi possivel
correlacionar os hidrogénios que estariam ligados diretamente a atomos de
carbono: C-3 (8¢ 100) com H-3 (&4 6,54); C-6 (6¢ 99,91) com H-6 (&4 7,10); C-
2 e C-6 (0c 128,31 e 128,75) com H-2° e H-6" (64 7,63); C-3' e C&H
correlacionando com H-3’ e H-5’(8y 7,54); C-4’(d¢ 131,44) correlacionando com
H-4’ (01 7,54).

As correlagdes entre atomos de hidrogénios e carbonos a mais de uma
ligacdo foram obtidas através da observacdo do mapa de correlagao
heteronuclear (HMBC) (Figura 67, p. 123) cujos dados completos encontram-
se na (Tabela 14). Através destes dados foi possivel inferir que DG-9 se tratava
da substancia 2,5-diidroxi-4-metoxibenzofenona. A Tabela 14, p.125 apresenta
os todos os dados obtidos das analises dos espectros de DG-9 a uma e duas

dimensbes além da comparagao com dados da literatura.
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Figura 66 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x *C (HMQC) de DG-9.

Os dados obtidos da interpretacdo dos espectros de RMN que nos
permitiu deduzir a formula molecular C14H4204 condizem com o padrdao de
fragmentagcdo observado no espectro de massas. O Esquema 13, p. 124
apresenta uma proposta para alguns fragmentos compativeis com a estrutura

identificada.
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Figura 67 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x '*C (HMBC) de DG-9.

Tabela 14 - Dados de RMN *C (100 MHz, CDCl3) das substancia DG-9 e

comparagao com dados da literatura.

'H-3¢c - HMQC-"Jcy 'H-13C - HMBC-"Jcn Cearoina*
C 6c 5|-| 2Jc|-| 3JcH 56
1 111,77 - - HO-2, H-3 111,8
2 160,22 - HO-2, H-3 H-6 160,1
4 153,82 - H-3 CH30-4, H-6 137,8
5 137,8 - H-6 H-3 153,6
7 200,67 - - H-6, H-2'/H-6"  200,0
& 137,73 - - H-3'/H-5' 138,3
CH
3 99,91 6,54 - HO-2 99,9
6 116,70 7,10 - - 116,7
2" 128,31 7,6 3(m) - H-4’ 128,3
3’ 128,75 7,48 (m) - - 128,7
4' 131,44 7,54 (m) - H-2'/H-6' 131,4
5' 128,75 7,48 (m) - - 128,7
6' 128,31 7,6 3(m) - H-4’ 128,3
CH;
5 56,25 3,96 - - -
OH
2 - 12,47 - - 12,5
5 - 5,29 5,2

Fonte: * Wang, e t. al.; 2000.
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C14H41204
m/z 244
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-C7H703
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D <h

Y

CeHs
m/z 77

Esquema 13- Proposta para alguns fragmentos de massas para DG-9.

OH
CH30

OH o)

Segundo (Wang, et. al., 2000) uma
estrutura bem similar a esta foi
isolada de D. odorifera (2,5-diidroxi-4-
metoxibenzofenona) apresentou
atividade antioxidante  superior a
atividade antioxidante do BHT e a-
tocoferol antioxidantes sintéticos utilizados

na industria alimenticia).
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4.9- Determinacéao Estrutural de DG-10

Do extrato diclorometénico foi isolada a substancia DG-10 na forma de
cristais amarelos soltveis em cloroférmio, com ponto de fusdo 203,6 + 1,1 °C,
ao ser analisada por CCDA observou-se uma unica mancha indicativo de que
0S cristais encontravam-se puros, € apos revelados com vanilina sulfarica
apresentou coloragao avermelhada.

Submeteu-se os cristais a espectrometria de infravermelho cujo espectro
(Figura 68) permitiu observar algumas absor¢des interessantes: uma banda
larga referente ao estiramento de O-H em 3248 cm™, os estiramentos de C-H
em 2923 e 2848 cm™, foi possivel observar a banda de estiramento C=0 em
1688 cm™, as bandas de estiramento C=C do anel em 1621, 1543 e 1513 cm’
! Entre 1288 - 1144 cm™ observa-se as vibracées de deformacao axial de C-O-

C assimétrica.
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Figura 68 - Espectro na regido do IV da substancia DG-10.

A analise por CG/EM permitiu a obtencdo do espectro de massas

(Figura 69, p. 126) observou-se o pico do ion molecular em m/z = 268.
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Figura 69 - Espectro de massas a 70 eV de DG-10.

Pelo espectro de RMN 'H (Figura 70) foi possivel observar cinco sinais
simples em: &y 3,76 referente a hidrogénios do grupo metoxila, em &y 5,33
referente a hidrogénio carbindlico (H-6), em &y 6,02 referente a hidrogénio
vinilico (H-3). Os sinais simples caracteristicos de hidrogénios aromaticos em
6,68; 6,76 e 7,03 ppm (H-8).
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Figura 70 - Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) de DG-10.
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Figura 71 - Ampliagdo da regiao entre (5,0 e 9,5 ppm) do espectro RMN H
de DG-10.

Pelo espectro de RMN *C-HBBD (Figura 72, p. 128) foi possivel
observar quatorze sinais, sendo um deles referente a um grupamento
metoxila, sete sinais referentes a carbono monoidrogenado e seis sinais
referentes a carbono nao-hidrogenado. Através do mapa de correlacao
heteronuclear HMQC (Figura 73, p. 129) foi possivel correlacionar cada um dos
carbonos hidrogenados aos hidrogénios diretamente ligado a ele como: o
carbono da metoxila &¢ 56,13 com &y 3,76; o sinal em &¢ 99,28 C-8 que acopla
com &y 7,03 (s) (H-8) indicando que este carbono mono-hidrogenado nao esta
acoplando com nenhum outro atomo de carbono e que pelo seu valor deve
representar um hidrogénio de um anel aromatico substituido. O sinal em 110,19
ppm (C-5) € observado acoplando diretamente com o sinal simples 6y 6,68 (H-
5) que também pode ser atribuido a um hidrogénio aromatico de anel
substituido, outro sinal em &¢ 112,28 (C-3) aparece acoplando com um sinal
simples em 6,02 ppm (H-3) que esta mais protegido quando comparado aos
sinais (7,20 e 7,03) o que implica em ser um sinal de hidrogénio de dupla
ligacdo nas proximidades de um grupo protetor, neste caso uma carbonila cujo
sinal foi observado no espectro de *C-HBBD em 161,12 ppm. O sinal de
grande intensidade em 128,51 atribuido aos carbonos (C-2’ e C-6’) pode ser

confirmado através do acoplamento com os hidrogénios em &y 7,5 atribuido
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aos hidrogénios (H-2’ e H-6’), e ainda outro sinal intenso em 128,51 atribuido
aos carbonos (C-3’, C4 ’e C-5’) que também acoplam com o sinalem 7,5.
Estes deslocamentos quimicos ao serem comparados com informagdes
constantes na literatura sdo sinais caracteristicos de anéis aromaticos néo

substituidos de neoflavondides.
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Figura 72 - Espectro de RMN "*C-HBBD (100 MHz, CDCl3) de DG-10.
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Figura 73 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x *C (HMQC) de DG-10.

O mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (Figura 74, p. 130) nos
auxiliou nas atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono,
principalmente os ndo hidrogenados, revelando o acoplamento entre os atomos
de carbono nao hidrogenado (C-6) d¢ 142,08 e ao hidrogénio (H-5) &4 6,68 a
duas ligagbes com oy 7,03 (H-8) a trés ligagbes. O C-7 &c 149,72
correlacionado com H-5 dy 6,68 e com OCH3-7 Oy 3,76 em ambos os casos
correlagdo a trés ligagbes. O C-9 &¢ 149,04 correlacionando a duas ligagdes
com 6y 7,03 (H-8). E ainda, a correlagéo de C-1" ¢ 135,28 com &y 7,5 (H-3'/H-
5’) a trés ligagdes conforme pode ser visto na Figura 75, p. 130.

A Tabela 15 p. 132 mostra as atribuicbes completas para a estrutura
proposta. O Esquema 14, p. 131 apresenta alguns fragmentos de massas.

Ao reunir todos estes dados foi possivel deduzir para DG-10 a férmula
molecular C1sH1204, essa substancia € conhecida como dalbergina que ja foi
isolada de D.isso; D. melanoxylon; D. nigra; D. miscolobium; D. spinosa; D.

coromandeliana; D. baroni; D. odorifera, entre outras.
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Figura 74 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x *C (HMBC) de DG-10.

Figura 75 - Correlagdes observaveis pelo (HMBC) de DG-10.
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C14HoO;3
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Esquema 14 - Proposta de alguns fragmentos de massas para DG-10.
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Tabela 15 - Dados de RMN "*C (100 MHz, CDCls) das substancias DG-10 e

comparagao com dados da literatura.

'H-*C -HMQC-"Jcy  'H-C - HMBC-"Jcy Dalberginas
C Oc on Jen *Jen O¢ On
2 161,12 - H-3 - 160,85 -
4 15544 - - H-8 155,55 -
6 142,08 H-5 H-8 143,96 -
7 149,72 - H-8  H-5 OCHs-7 152,35 -
9 149,04 - H-8 - 148,85 -
10 112,05 - H-5 - 111,32 -
1" 135,28 - - H-3'/H-5’ 135,72 -
CH
3 112,28 6,02(s) - - 111,70 6,16
5 110,19 6,68(s) - - 110,75 6,79
8 99,28 7,03 (s) 6,68 100,91 7,08
2" 128,51 7,5 - 128,71 7,52
3 127,99 7,5 - - 128,24 7,52
4' 12924 7,5 - - 129,95 7,52
5 127,99 7,5 - - 128,24 7,52
6' 128,51 7,5 - - 128,71 7,52
OCH;

7 56,13 3,76 (s) - - 3,86
OH

6 - - - - - 9,76

Fonte: * Garazd, et. al.; 2003.

0O A substéncia dalbergina exibiu moderada atividade

antifeeding para cupins dificultando no processo
alimentar. Apresentou alta atividade antifungica contra
as espécies Fomitopusis palustris, (fungo causador da
doenca podriddo parda, em que resulta da
degradacgéao da celulose da madeira), Rhizopus oryzae
e Cladosporium cladosporioides (Sekine, et. al., 2009).
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4.10 - Determinagao Estrutural de DG-11

Da fragao soluvel em n-butanol foi possivel o isolamento e purificagdo da
amostra DG-11 na forma de cristais amarelos que ao serem analisados por
CCDA e revelados com vanilina sulfurica apresentaram-se como uma unica
mancha de coloracdo amarela. Estes cristais nao fundiram, mas carbonizaram
a partir de 241 °C.

Pela analise dos dados espectrais obtidos do espectro na regido do
infravermelho (Figura 76) foi possivel observar uma banda em 3334 cm’
referente ao estiramento do grupo hidroxila em ligagdo de Hidrogénio
intermolecular, o estiramento em 1647 cm™ referente a C=0 de cetona a-B
insaturada, o carater aromatico da substancia é observado pela presencga de
bandas de estiramento C=C do anel no intervalo de 1577 -1438 cm™ e em
1060 cm™ observa-se estiramento C-OH (Crews, et. al., 1998)..

_|||||i||||i||||i||||i||||i||||i||||i||||i||||i||||i||
4DII:|'II:!|?I‘¥1 2600 =000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 T50 a00
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Figura 76 - Espectro de IV da substancia DG-11.

Pela analise do espectro em metanol na regido do ultravioleta (Figura 77
p. 135) da substancia DG-11 observa-se a presenca de trés bandas a

aproximadamente: 204, 266 e 358 nm evidenciando um carater aromatico para



Resultados e Discussoes 134

a substancia (Pavia et. al., 1995). A natureza fendlica da amostra foi
confirmada pelo deslocamento batocrdmico observado nos maximos de

absorg¢ao apo6s a adi¢ao de cloreto de aluminio (Esquema 15).

Esquema 15 - Complexacéo de flavonéides com Cloreto de aluminio (Mabry,
et. al., 1970).

Esses dados aliados aqueles observados no espectro na regido do
infravermelho sugerem tratar-se de uma estrutura flavonoidica. Segundo
Harbone et. al.,(1975) para flavono6is a Banda Il apresenta-se entre 250 - 280
nm enquanto que a Banda | apresenta-se entre 350 - 385 nm.

Os espectros de flavonoides apresentam duas bandas da absorg¢ao na
regido do ultravioleta: Banda Il (devido a absorg¢ao do anel A entre 240 - 285
nm), Banda | (devido a absor¢édo do anel B entre 300 - 500 nm) (Figura 78, p.
135) as posi¢cdes relativas das absor¢des maximas nos da valiosas
informagdes sobre a natureza do flavondide (Harbone, et. al., 1975). Deste
modo, os maximos de absorgao obtidos para a substancia DG-11 sugerem

tratar-se de um flavonol.
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DG-11 em metanol

— DG-11 em metanol + AICI;

Figura 77 - Espectro na regiao do ultravioleta de DG-11.

Pelo espectro de RMN 'H (Figura 78) foi possivel observar sinais
multiplos entre 3,4 - 3,6 ppm e outro entre 3,7 - 3,9 ppm; um sinal simples em
Oy 4,04; dois sinais duplos que acoplam entre si com J = 8 Hz séo eles oy 6,67
e 0y 7,19, e ainda dois sinais simples em &y 7,85 e &4 8,38 referentes a grupo
hidroxila, que podem ser melhor observados através das ampliagbes (Figuras
79 e 80, p. 135).
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Figura 78 - Espectro de RMN "H (400 MHz, CD3;OD) de DG-11.
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Figura 79 - Ampliagdo da regido entre (3,0-4,5 ppm) do espectro de RMN
'H (400 MHz, CD3;0D) de DG-11.
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Figura 80 - Ampliagdo da regido entre (6,0-9,0 ppm) do espectro de RMN H
(400 MHz, CD3;0D) de DG-11.
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Ao observar o espectro de "*C-HBBD (Figura 81) foi possivel observar
sinais pertencentes a estrutura glicosidica bem como os sinais referentes a
aglicona. Para as parte glicosidica foi possivel observar sinais que podem ser
atribuidos a glicose séo eles &¢: 62,51 (C-6”); 71,50 (C-4"); 72,83 (C-2"); 75,88
(C-17); 80,23 (C-3”) e um sinal em 82,62 (C-5"). Os sinais provavelmente
relativos a carbonos mono hidrogenados &¢: 105,05 (C-10); 109,93 (C-6);
116,44 (C-3' e C-5°); 123,58 (C-1’); 131,50 (C-2’ e C-6’) e sinais de carbonos
nao hidrogenados em &¢: 154,26 (C-2); 158,89 (C-9); 162,29 (C-5) e 182,35
(C-4).
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Figura 81 - Espectro de RMN C (100 MHz, CDs;OD) de DG-11.

Pelo mapa de correlagcdo homonuclear (COSY) (Figura 82, p. 138) foi
possivel verificar o acoplamento entre os grupos de hidrogénios H-3'/H5" &y
(6,67) com H-2'/H-6’ 8 (7,19).
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Figura 82 - Mapa de correlagdo homonuclear 'H x 'H (COSY) de DG-11.

Pelo mapa de correlagéo heteronuclear (HMQC) (Figura 83 e 84, p. 139)
foi possivel a confirmacao das atribuigdes dos sinais de carbono atribuidos a
parte glicosidica da molécula com seus respectivos atomos de hidrogénio
(correlagao a uma ligagéo): C-1” &¢ (75,88) com H-1" &4 (4,98); C-2” d¢ (72,83)
com H-3” &4 (3,6); C-3” &¢ (80,23) com H-3" &4 (3,47), C-4” (71,50) &4 (3,50); C-
5” 8¢ (82,62) com & (3,40) e C-6” 6¢ (62,51) com 2-H multipleto entre &4 (3,7 e
3,9); os monoidrogenados aos seus respectivos hidrogénios como: C-2’/C-6’d¢
(131,50) com H-2' e H-6’ &4 (7,19); os carbonos C-3’e C-5’ ¢ (116,44) com H-
3’ e H-5" 6y (6,67).

Pelo mapa de correlagdo heteronuclear (HMBC) (Figura 85, p. 140) foi
possivel observar correlagdes entre os atomos 109,93 (C-6) com 4,98 (H-17),
162,29 (C-5) com 4,98 (H-17).
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Figura 83 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x *C (HMQC) de DG-11.
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Figura 84 - Ampliagdo HMQC dos sinais referentes a parte glicosidica de
DG-11.
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Figura 85 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x *C (HMBC) de DG-11.
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Figura 86 - Correlacéo entre C-6 da aglicona com o H-1" do glicosideo.

A Tabela 16, p. 141 apresenta os dados completos de ressonancia
obtidos da substancia DG-11. E a Tabela 17, p. 143 apresenta os dados de
ressonancia de DG-11 comparado com dados da literatura. Até o momento a

substancia DG-11 nao foi relatada na literatura.
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Tabela 16 - Dados de RMN "C (100 MHz, CDCl;) e RMN 'H (400 MHz, CDCl3)

das substancia DG-11.

'H-3C - HMQC-"Jch TH-3C - HMBC-"Jch
c ¢ o 2 Jen *Jen
2 154,26 - - H-2'/H-6’
3 130,00 - - -
4 182,35 - - -
5 162,29 - - -
6 109,93 - - H-1
7 163,98 - - -
9 158,89 - -
10 105,05 - - -
1 123,58 - H-2'/H-6’ -
4 162,29 - H-3/H-5  H-2'/H-6’
CH
8 99,59 - -
2' 131,50 7,19 (d, J = 8,0) - -
3’ 116,44 6,67 (d, J = 8,0) - -
5’ 116,44 6,67 (d, J = 8,0) - -
6 131,50 7,19 (d, J = 8,0) - -
17 75,88 4,98 - -
2’ 72,83 3,60
3" 80,23 3,47 - -
4” 71,50 3,50
5" 82,62 3,40
CH,
6 62,51 3,7-3,9 (m) - -

Ao comparar os dados da substdncia DG-11 com trés modelos da
literatura: vitexina, isovitexina e glepidotina pode-se observar algumas

similaridades e diferengas, conforme (Figura 87, p. 142).
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Vitexina Isovitexina

176,3
154,6

Glepidotina

Figura 87 - Comparacéao de alguns sinais observados por RMN 3c para as
substancias: DG-11, vitexina*, Isovitexina** e glepidotinasxx

Fonte: * Tanaka, et. al., 2005; ** Ramarathnam, et. al., 1989 e
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x#x Agrawal,1989.

Tabela 17 - Dados de RMN *C (100 MHz, CDCls) das substancia: DG-11

comparagao com modelos descritos na literatura.

DG-11 Vitexina* Isovitexina*=*
C 5(; 5|-| 5c 6H 5C 6H
2 154,26 ] 164.4 ] 165.9 ]
3 130,00 ; 102,8 6,77 103,8 6,49
4 182.35 ; 182,6 ] 183.9 ]
5 162,29 _ 160.,9 ] 1615 ;
6 109,93 ] 98,5 6,27 109.1 ]
7 163,08 _ 163,0 ] 164.6 ]
9 158,89 _ 156,5 ] 158.4 ;
10 105,05 _ 105.,0 ] 105.1 ;
T 123,58 ; 122,0 ; 123.0 ;
4 162,29 _ 161.6 ] 162,5 ;
CH
8 99,59 _ 104,4 ] 95,3 6.56
2 131,50 7.19 129,4 8,02 129.3 7.78
3 116,44 6.67 116,2 6.88 116.,9 6,95
5 116,44 6.67 116,2 6,88 116.,9 6,95
6 131,50 7.19 129.4 8.02 129.3 7.78
17 75.88 4,98 73,7 4,68 75.3 4,21
2 72.83 3,60 71,1 3,79 727  3.78-393
3’ 80,23 3.47 79,0 3.28 80,1  3.78-393
4 71,50 3.50 70,3 346 718  3.78-393
5’ 82,62 3,40 82,1 3.25 825 378393
CH,
6’ 62,51 3.7-3.9 616  374/353 629 378393

Fonte: * Tanaka, et. al., 2005; *x Ramarathnam, et. al., 1989.

OH

Estruturas similares a DG-11
apresentou potente acao
analgésica sendo 16 vezes mais
potente que a aspirina em modelo
de contorgcoes abdominais
induzidas pelo acido acético em

camundongos (Filho, 1999).
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4.11 - Determinagao Estrutural de DG-12

Do residuo do extrato metandlico soluvel em &agua foram isolados
aproximadamente 9 mg de cristais amarelos soluveis em metanol, que ao
serem submetidos a CCDA apresentaram-se como uma unica coloragao
esverdeada ao ser revelados com vanilina sulfurica, os mesmo também foram
revelados com cloreto férrico apresentando coloragcdo verde escuro. Esses
cristais nao fundiram mas, a partir de 210 °C ocorreu carbonizagao.

A analise dos dados espectrais na regidao do infravermelho confirmou a
natureza aromatica da substancia DG-12, evidenciada pela presenca dos
estiraments de C-H em 2922 cm™ bem como, uma banda de estiramento de
grupo O-H em 3313 cm’' destaca-se ainda, a absorgdo de deformac&o axial de
C=0 a,B-insaturada ciclica em 1644 cm™', aos estiramentos de C=C de anel
aromatico em 1514 e 1438 cm™. Em 1271 e 1225 cm™. Observa-se os
estiramentos de C-O e em 1074 e 1024 cm-1 as bandas de deformacéao

angular no plano de C-H (Figura 88).

Figura 88 - Espectro na regido do IV da substancia DG-12.
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Pela analise do espectro em metanol na regido do ultravioleta da
substancia DG-12 (Figura 89) observa-se a presenga de trés bandas a
aproximadamente: 203, 268, um ombro em 317 nm e uma ultima banda em
365 nm evidenciando um carater aromatico para a substancia (Pavia et. al.,
1995). Na Figura 89 a curva em vermelho apresenta DG-12 em metanol,
enquanto que a curva em azul representa DG-12 em metanol com adi¢cao de
AICI3, nessa segunda curva foi possivel observar um pequeno deslocamento
batocrémico nos maximos de absor¢gao de 268 nm para 272 nm e no maximo
de absorcdo em 365 nm para 380 nm. Esses dados aliados aqueles
observados no espectro na regido do infravermelho sugerem tratar-se de uma
estrutura flavonoidica. Segundo Harbone et. al.,(1975) para isoflavonodides a
Banda Il apresenta-se entre 245 - 275 nm enquanto que a Banda | apresenta-
se entre 310 - 335 nm (ombro), o uso de reagente de deslocamento como o
AICI3 provoca deslocamento batocrémico entre 10 - 15 nm. Deste modo, os
maximos de absorg¢ao obtidos para a substadncia DG-12 sugerem tratar-se de

um isoflavondide.

4
3 _ 1
— DG-12 em metanol
g2
L < DG-12 em metanol + AICl;
1 -
u_ _ - _ !
200 300 400 500 600
Wavelength (nm)

Figura 89 - Espectro na regido do ultravioleta de DG-12.

A substancia DG-12 foi submetido ainda a Cromatografia da alta

resolucdo equipada com fonte de ionizagdo por electrospray que possibilitou
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determinar a massa molecular exata da substancia m/z = 594,1585 que é
compativel com a seguinte formula molecular: Cz7H30015, conforme pode ser
observado no espectro de massas (MS/MS) (Figuras 90 e 91), foi possivel
verificar alguns fragmentos em 417,1157; m/z = 317,0872. O espectro de
massas de DG-12 ligado ao atomo de sodio observou-se o pico do ion-
molecular em m/z = 617,15 e apds a troca do cation de sédio pelo de potassio
foi possivel observar m/z = 633,12, e a ultima troca, (do atomo de potassio pelo
atomo de hidrogénio) observou-se m/z = 595,17. Esses fragmentos podem ser
observados no Esquema 20, p. 147.

Figura 90 - Espectro MS/MS da substancia DG-12 apresentando o

pico do ion-molecular.

Figura 91 - Espectro MS/MS da substancia DG-12.
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Cy7H30NaO 5
m/z 617

 HO

C27H30KO15 OH
C27H29015 OH m/z 633
m/z 593

HO—"Ho Co7H31045
m/z 595

C13H1709
m/z 317 C13'/"143’\£09
m/z

Esquema 16 - Proposta para alguns fragmentos de massas observaveis no

espectro de DG-12.
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Ao analisar os espectros de RMN 'H (Figura 92) e a ampliagdo (Figura
93, p. 149)) observa-se a presenga de um sinal simples em: o4 8,14 (H-2),
além de sinais multiplos centrados em: &y 3,46 referente a H-5” e H-5" (J = 8,0;
4,0 e 4,0 Hz); em dy 3,87referente aos H-6" e H-6” com (J = 12,0 Hz) e
finalmente sinais multiplos centrados em: &y 5,00 e 5,01 ppm referente aos
hidrogénios (H-1” e H-1"") ambos apresentando (J = 9,2 Hz); &4 6,84 referente
aos atomos de hidrogénio (H-3’ e H-5’) com (J = 8,4 Hz) e em &y 7,37 referente

aos atomos de hidrogénios (H-2' e H-6) com (J = 8,4 Hz).
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Figura 92 - Espectro de RMN "H (400 MHz, CD;0D) de DG-12.
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Figura 93 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDs0D) de DG-12.

Ao analisar os espectros de *C-HBBD (Figura 94) foi possivel observar
vinte sinais, sendo que sete deles correspondem aos sinais da parte glicosidica
(Figura 95, p. 149) da molécula em 6¢:62,65 (C-6e C-6"); 71,71 (C-4" e C-4”);
73,29 (C-2” e C-27); 75,83 (C-1” e C-1"); 80,01 (C-3” e C-3"7); 82,78 (C-5");

82,82 (C-5"). Os demais sinais se referem a aglicona.

Figura 94 - Espectro de RMN "™C-HBBD (100 MHz, CD;0D) de DG-12.
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Figura 95 - Ampliagdo da regido entre (62,00-62,80 ppm) do espectro de
RMN "®C-HBBD de DG-12.

Através da analise do mapa de correlagao heteronuclear HMQC (Figura
96 e 97, p. 151) foi possivel correlacionar de forma inequivoca os carbonos
monoidrogenados e diidrogenados da molécula. Como os atomos: C-3"e C-3”
Oc (80,01) com H-3” 84 (3,51), C-2” e C-2” &¢ (73,29) com H-2” ¢ (3,60); C-
4” e C-4” 8¢ (71,71) com H-4” &y (3,53); C-5” 8¢ (82,82) com H-5" &y (3,46) e
C-5" &¢ (82,78) com H-5" &4 (3,46); C-1" e C-1" &¢ (75,85) com H-1" &y (5,01;
d, J= 9,2 Hz) e H-1"" &4 (5,00, d, J = 9,2 Hz); C-6" e C-6” &¢c (62,65) com os
sinais centrados em 0oy (3,87 e 3,79) H-6a’e H-6b” e H-6a” e H-6b™; 0 que
tornou possivel as deducdes de cada um dos carbonos do dissacarideo. E
ainda na estrutura da aglicona foi possivel observar 6¢c 131,49 referente a C-2’
e C-6’ correlacionando com &y 7,38 referente aos hidrogénios (H-2’eH-6’) e por
fim em &¢ 116,50 referente a C-3’ e C-5" com &4 6,85 (H-3’ e H-5’).

Pelo mapa de correlacédo heteronuclear HSQC (Figura 98, p. 152) foi
possivel correlacionar os sinais dos carbonos do glicosideo com os atomos de
hidrogénio ligados diretamente a eles, assim como observado no HMQC,
porém, além destes sinais foi possivel observar uma correlacdo importante que
ndo havia sido observada pelo HMQC: ¢ 154,79 (C-2’) com &4 8,14 (H-2').
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Figura 96 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x *C (HMQC) de DG-12.
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Figura 97 - Mapa de correlacdo heteronuclear 'H x *C (HMQC) de DG-12.



Resultados e Discussoes 152

F1 jppm]

Fol

e

100

140

] ] 4 1 P2 [ppm]

Figura 98 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x *C (HSQC) de DG-12.

Pelo mapa de correlagao heteronuclear HMBC (Figura 99 e 100, p. 153)
foi possivel atribuir os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono,
principalmente o atomo de carbono n&o hidrogenado C-4’ &¢ (159,04) e os
hidrogénios: H-3’ e H-5" 84 (6,85) a duas ligagdes e a trés ligagbes com H-2’
e H-6’. O atomo C-1’ d¢ (124,83) correlacionando com os hidrogénios H-3' e
H-5" &y (6,85) a trés ligagdes. Foi possivel observar o acoplamento do carbono
nao-hidrogenado C-7 &¢ (161,9) e os hidrogénios H-1" e H-1” 84 (5,01) a trés
ligagdes. Uma avaliagdo mais rigorosa de um dos mapas de correlagdo HMBC
com ampliagdo na regidao entre 3,0 e 4,0 ppm foi possivel verificar o
correlacionamento de C-2" e C-2" (8¢ 73,29) com H-4" e H-4™ &4 (3,53) a trés
ligacbes e também com H-3" e H-3" o4 (3,51); o sinal de C-6" e C-6"
correlacionando com H-5" e H-5" a duas ligagdes e correlacionando a trés

”m

ligagcbes com H-4" e H-4"".
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Figura 99 - Mapa de correlacdo heteronuclear 'H x *C (HMBC) de DG-12.
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Figura 100 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x *C (HMBC) de DG-12.

O Mapa de correlagao espacial NOESY (Figura 101, p. 154) nos auxiliou
nas atribuicoes resultantes da interagcédo espacial existentes entre os diferentes
atomos de hidrogénios da molécula, foi possivel observar a interagao espacial
entre: o4 3,51 referente ao H-3" com &4 5,01 referente a H-17; dy 3,51 referente
ao H-3” com &y 5,00 referente a H-1"; dy 3,46 referente ao H-5" com &4 5,01
referente a H-1"; dy 3,46 referente H-5” com dy 5,00 referente a H-1"". Além

das interagdes espaciais observadas entre os sinais: oy 3,51 referente a H-4"
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”

e H-4” com os sinais em o4 3,87 e 3,79 referente aos H-6a”/6b” e H-
6a”/6b™ e por fim a interagdo espacial entre H-3' e H-5" representados pelo
sinal em &y 6,85 com H-2' e H-6’ representados elo sinal em &y 7,38. Algumas

destas interagbes espaciais podem ser visualizadas na Figura 102, p. 155.
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Figura 101 - Mapa de interagao espacial NOESY de DG-12.

A atribuicdo completa dos dados espectrais de RMN a uma e duas
dimensbdes encontram-se na (Tabela 18, p. 156). A Figura 103, p. 157
apresenta alguns dados de ressonancia uteis na comparagéo de DG-12 com
isoflavonodides relatados na literatura que juntamente com a Tabela 19, p. 158
permitiram sugerir uma proposta estrutural para DG-12. Até o momento a

substancia DG-12 nao foi relatada na literatura.
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Figura 102 - Algumas interacdes espaciais observadas pelo NOESY de DG-12.

Em relacdo as atividades bioldgicas, até o momento, nao foi relatado na
literatura nenhum teste especifico que comprove atividades biolégicas da
substancia DG-12, mas, pode-se citar o trabalho realizado por Umehara, e
colaboradores, 2009, que testou isoflavonodides isolados de Dalbergia
parviflora com estruturas semelhantes a DG-12 e publicou que as mesmas
exibiram atividade contra linhagens de células de cancer mamario humano
MCF-7 e T47D, responsivos a estrogénio. Em outro artigo, foram testados a
atividade antimalaria de um isoflavondide semalhante a DG-12 observando

resultados promissores (Songsiang, et. al., 2009).
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Tabela 18 - Dados de RMN da substancia DG-12.

TH-B¥C - HMQC-"JUch H-3C - HMBC-"Jcy

C oc OnH 2J(;|-| 3JCH

3 123,27 - - H-2'/H-6'
4 182,98 - - -

5 159,04 - - -

6 109,22 - - -

7 161,96 - - H-1"/H-1""
8 ] ] ) )

9 157,28 - - H-3'/H-5’
10 106,42 - - -

1’ 124,83 - - H-3'/H-5’
2 159.04 - H-3'/H-5’ H-2'/H-6’
CH

2 154,79 8,14 (s) -

2 131,49 7,38 (d, J=8,4) - -

3 116,50 6,85 (d, J=8,4) - -

5 116,50 6,85 (d, J=8,4) - -

6 131,49 7,38 (d, J=8,4) - -

17 75,85 5,01 (d, J=9,2) - -

2" 73,29 3,60 H-3" H-4"
3 80,01 3,51 H-4" -

4” 71,71 3,53 H-3" H-6"
5 82,82 3,46 H-6" -

15), 75,85 5’00 (d’ J = 9,2) - -

2" 73,29 3,60 H-3" H-4"
3” 80,01 3,51 H-4" -

4” 71,71 3,53 H-3” H-6"
5” 82,78 3,46 H-6" -
CH,

3,87 (d, J = 11,8)
6" 62,65 3,79 (m) H-5 -
3,87 (d, J = 11,8)
6”, 62,65 3,79 (m) H'S”, -

Fonte: * Agrawal, 19809.
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177,50
152,90 142,40

6,8-Di-C-glicosilorobol
Wighteona

162,10

Genisteina

Figura 103 - Comparagao de alguns sinais observados por RMN 3c
para as substancias: DG-12, 6,8-D-C-glicosilorobolx, Wighteona* e

Genisteina* . Fonte: *Agrawal,1989.
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Tabela 19 - Dados de RMN *C das substancia: DG-12, Wighteona, 6,8-Di-C-

glicosilorobol e genisteina.

DG-12 Wighteona *

6,8-di-C-glicosilorobol *

Genisteina *

C S¢c S Oc &¢
3 123,27 122,3 120,0 122,4
4 182,98 180,4 177,5 180,2
5 159,04 159,0 152,9 162,1
6 109,22 111,2 106,9 98,6
7 161,96 162,1 162,3 164,3
8 - 93,0 102,0 93,7
9 157,28 155,5 157,3 157,6
10 106,42 104,4 102,3 104,6
1 124,83 121,5 120,0 121,4
4 159,04 157,2 142,4 157,6
CH

2 154,79 153,8 150,5 157,6
2' 131,49 130,3 114,7 130
3 116,50 115,2 143,0 115,2
5 116,50 115,2 113,8 115,2
6’ 131,49 130,3 118,1 130
1” 75,85 - 77,1 -
2 73,29 - 73,9 -
3 80,01 - 70,3 -
4’ 71,71 - 68,4 -
5 82,82 - 80,8 -
17 75,85 - 75,8 -
2" 73,29 - 71,5 -
3” 80,01 - 68,4 -
4 71,71 - 68,4 -
5” 82,78 - 79,6 -
CH;

6” 62,65 - 60,9 -
6” 62,65 - 59,3 -

Fonte: * Agrawal, 1989.
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4.12 - Determinagao Estrutural da mistura DG-13 e DG-10

As substancias DG-13 e DG-10 (6,0 mg) foram isoladas como uma
mistura, do extrato diclorometanico na forma de cristais amarelados, que ao
ser submetido a CCDA apresentaram-se como uma uUnica mancha de
coloragédo avermelhada ao serem revelados com vanilina sulfurica, observou-se
também que a mancha apresentada na cromatoplaca absorvia luz UV ao ser
colocada na camara escura. Esses cristais foram submetidos a CGEM e RMN
'He®C.

Por CG/EM foi possivel obter espectros de massas de alta resolugao
para DG-10 (Figura 104) e DG-13 (Figura 105). Observou-se o pico do ion
molecular em m/z = 268,05 referente a massa molecular de DG-10 e
fragmentagdes caracteristicas do neoflavondide dalbergina (m/z = 240; 225)
(Figura 105). Pelo espectro de massas de alta resolugdo (Figura 105) foi
possivel observar alguns fragmentos caracteristicos de esqueleto triterpénico
pentaciclico como os fragmentos de massas em: m/z = 218,15; m/z = 203,15 e
175,15.

Figura 104 - Espectro de Massas a 70 eV de DG-10.

Figura 105 - Espectro de Massas a 70 eV de DG-13.
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Pelos espectros de RMN'H foi possivel observar sinais pertencentes as
classes de substancias de esqueleto triterpénico pentaciclico e também a
esqueleto neoflavonoidico. A analise dos dados espectrais nos permitiu inferir
que esta substancia com caracteristicas neoflavonoidicas e que apresentou
massa molecular exata de 268,05 uma, trata-se de quantidade adicional da
substancia anteriormente isolada do extrato diclorometanico e ja discutida, DG-
10 . Porém, a substancia triterpenoidal sera aqui discutida.

Pelo espectro de RMN "H (Figura 106) foi possivel observar um grande
numero de sinais entre 0,8 e 1,62 ppm (Figura 107, p. 161) o que nos indicou
uma feicao de espectro de triterpeno pentaciclico; e ainda foi possivel observar
um sinal em 3,99 ppm caracteristico de hidrogénios metoxilicos; mostrou um
sinal em &y 2,04 referente aos hidrogénios metilicos do grupo acetato; observa-
se também um sinal largo em &y 4,49 referente ao H-3 e um sinal simples largo

em 0y 5,29 referente ao hidrogénio vinilico H-12.
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Figura 106 - Espectro de RMN "H (400 Hz, CDCl3) da mistura DG-10 e DG-13.
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Figura 107 - Ampliacdo entre (0,0 e 2,3 ppm) do espectro de RMN 'H da
mistura DG-10 e DG-13.

Pela interpretacdo do espectro de RMN C - PENDANT (Figura 108) foi
possivel observar sinais um sinal em ¢ 81,03 atribuido a C-3, devido a
presenga do grupo acetato no anel triterpénico cujo deslocamento quimico
apresenta-se desprotegido cerca de 3 ppm quando comparado com o acido
oleandlico cujo 8¢ 78,0 no qual se observa a presenga de grupo hidroxila de
acordo com a Figura 109, p. 162.
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Figura 108 - Espectro de RMN "*C-PENDANT (100 MHz, CDCls) da mistura
DG-10 e DG-13.
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(DG-13)

Figura 109 - Comparacédo de alguns deslocamentos quimicos do acido
oleandlico* (1) e de DG-13. Fonte: * Mahato & Kundu, 1994.

Os dados completos obtidos da interpretacdo dos espectros de RMN
encontram-se registrados na Tabela 20, p. 164.

Segundo publicado por Kelecom, e colaboradores (2002) o &acido
oleandlico apresenta no barbeiro Rhodnius prolixus, vetor da doenca de
Chagas, toxicidade dose-dependente e drastica a inibicdo da muda nas doses
de 1,170 e 100 mg/mL. Neste mesmo artigo ainda €& citado varias outras
atividades biolégicas atribuidas ao acido oleandlico como por exemplo a
inibicdo de lipases, glicerol fosfatodesigrogenases, DNA-ligases e kinases
AMP-c dependentes; cita ainda atividades: anticolesterolémica, antiepatotéxica,
antioxidante, antinflamataéria, antibiética e a inibicido de crescimento de tumores
e de patdgenos orais. Protege a pele da acédo da luz e finalmente inibe a
dimerizagdo da protease do HIV-1 (Liu, 1995). Em outro artigo foi relato
atividade inibidora da transcriptase reversa do virus HIV-1 na concentracdo de
100 mg (Pereira, et. al., 1998). Segundo Dos Santos, e colaboradores, 2007,
ao testar os efeitos dos constituintes quimicos isolados de Rheedia
gardineriana observou que o acido oleandlico foi o constituinte quimico mais
eficiente no controle de in vitro do fitonematéide Meloidogyne incégnita, sendo
capaz de reduzir a populagao destes fitonematdides em 63,5% em 240 horas

na concentragcado de 800 ug/mL, por um efeito nematostatico.
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Apos anadlise de todos os dados obtidos por RMN e CGEM foi possivel
inferir que a amostra em questao se tratava da mistura de substancia DG-10 e

DG-13, cujas estruturas quimicas podem ser vistas na Figura 110.

DG-10 DG-13

Figura 110- Substancias identificadas DG-10 e DG-13.
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Tabela 20 - Dados de RMN "3C (100 MHz, CDCls) das substancia DG-13 e

comparagao com dados da literatura.

(10) Dalbergina* DG-13 Acetato do acido
oleanodlicox**
C d¢c d¢c C S¢c d¢c
1 - - 1 39,42 38,00
2 - 160,85 2 23,60 27,70
3 112,67 111,70 3 81,03 80,90
4 155,00 155,55 4 37,77 39,00
5 110,61 110,75 5 55,38 55,30
6 142,00 143,96 6 18,27 18,10
7 152,00 152,35 7 32,52 32,80
8 99,70 100,91 8 40,97 -
9 - 148,85 9 47,62 48,00
10 - 111,32 10 38,20 37,70
1 135,00 135,72 11 22,99 24,00
2 128,93 128,71 12 122,62 122,50
3’ 128,40 128,24 13 143,69 143,60
4 129,66 129,95 14 41,67 41,50
5’ 128,40 128,24 15 27,76 28,00
6’ 128,93 128,71 16 23,45 23,40
OCH3; 56,55 56,57 17 46,54 46,60
- - - 18 47,62 -
- - - 19 45,92 -
- - - 20 30,74 30,70
- - - 21 33,89 33,80
- - - 22 33,18 -
- - - 23 22,18 29,70
- - - 24 16,84 16,70
- - - 25 15,47 15,50
- - - 26 17,21 17,20
- - - 27 25,98 -
- - - 28 183,75 178,60
- - - 29 33,16 33,10
- - - 30 21,40 23,60
- - - COCH 171,16 170,9

3

Fonte: * Dalbergina (Agraal, 1989).
x+xAcetato do acido oleandlico (Hichri, et. al., 2003).
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4.13 - Determinacédo Estrutural de DG-14

A substancia DG-14 (3 mg) foi isolado da particdo em diclorometano do
extrato metanolico, apés ter sido parcionado em éter de petrdleo. Essa nova
particdo resultou numa fracéo insoluvel em diclorometano que foi submetido a
CCCG resultando no isolamento de cristais alaranjados que ao serem
analisados por CCDA apresentaram coloracdo amarelada ao serem revelados
com vanilina sulfirica. Quantidades adicionais de DG-14 foram isoladas do
extrato em acetato de etila. DG-14 foi submetido a espectrometria de 1V,
CGEM e RMN a uma e duas dimensoes.

Pela analise dos dados espectrais na regidao do infravermelho (Figura
111) da substancia DG-14 é possivel atribuir uma banda de absor¢cdo em torno
de 3400 cm™ referente ao estiramento de O-H, observa-se duas bandas de
estiramento de C-H e CH, em hibridizacdo sp® em 2917 e 2849 cm™, uma
banda em 1667 cm™ referente ao estiramento de C=0 de aldeido, as bandas
de estiramento de C=C do anel furanico entre 1514 e 1453 cm™ e finalmente a
banda de absorcdo em 1023 cm™ referente a C-O de grupamento éter.
(Silverstain & Webster, 2006).
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Figura 111 - Espectro de IV da substancia DG-14.
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No espectro de massas Figura 112 observou-se o pico do ion molecular

em 126 uma.

97

B 126
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B3
21 1049
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100

Figura 112 - Espectro de massas 70 eV da substancia DG-14.

Pelo espectro de RMN 'H (Figura 113) observou-se cinco sinais simples
destacando entre eles: o4 4,72 referente ao H-6 e oy 9,60 referente ao
H-7; dois sinais duplos: &¢ 6,52 referente ao H-4 e &¢ 7,22 referente ao H-3
cujos valores das constantes de acoplamento (J = 4,0 Hz).

Normalized Intensity

Figura 113 - Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) de DG-14.



Resultados e Discussoes

167

0.30 4
0.25
0.20 3

0.15 9

Normalized Intensity

0.10 3
0.05 4

0

7.7

76

7.5 7.4 7.3

7.26
22

-\-7.21

72 71 7.0

6.9

Chemical Shift (ppm)

6.8

6.7

6.6

—6.52

6.5 6.4

Figura 114 - Ampliagao do espectro regiao entre (6,4 a 7,7 ppm) de RMN H
de DG-14.

Pelo espectro de RMN '3C (Figura 115) observou-se oito sinais, sendo

que dois deles se referem a carbonos nao hidrogenados: &¢c 152,45 (C2) e &¢

160,39 (C-5); trés sinais sao referentes a carbonos monoidrogenados: &c¢
(C-4); 0&c 122,52 (C-3) e d¢c 177,51 (C-7); e um sinal referente a
carbono diidrogenado &c¢ 57,69 (C-6).
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Figura 115 - Espectro de RMN "*C-HBBD (100 MHz, CDCl;) de DG-14.
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Através do mapa de correlagdo heteronuclear (HMQC) (Figura 116,
p.169) e da ampliagéo (Figura 117, p. 169) foi possivel confirmar as atribuigdes
de deslocamentos quimicos que permitiu associar de forma clara importantes
correlagdbes como: Oy 4,72 (s) sinal referente a H-6 correlacionando
diretamente com C-6 em &¢ 57,69 (carbono diihidrogenado), e os sinais de
carbono monohidrogenados C-3 &¢ 122,52 correlacionando com o sinal H-3
em Oy 7,21. O sinal de C-4 em &¢ 109,97 com o &y 6,51 referente H-4 e
finalmente o sinal de C-7 em &¢ 177,61 correlacionando com o sinal em &y 9,61
referente a H-7.

Pelo mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (Figura 118, p. 170)
juntamente com a ampliacdo (Figura 119, p. 170) foi possivel atribuir os
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono néo hidrogenado C-2 através
das correlagdes a duas ligagcbes com H-3 e com H-7, do carbono nao
hidrogenado C-5 através de correlagdes a duas ligacbes com H-4 e H-6. Foi
possivel verificar ainda o acoplamento do carbono monohidrogenado C-4 (&¢
109,97) a trés ligagbes com H-6. A atribuicdo completa dos dados espectrais
de RMN encontra-se na Tabela 20, p. 172) o que permitiu juntamente com o
experimento de CGEM através do espectro de massas permitiu a proposicao
da formula molecular C7HgO3 para DG-14.
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Figura 116 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x"*C(HMQC) de DG-14.

P S

= * r

) ' - 80

T
N
o

I
o2}
o

- 100

F1 Chemical Shift (ppm)

120

- 140

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 117 - Mapa de correlacéo heteronuclear 'H x "*C(HMQC) de DG-14.
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Figura 120 - Correlagcbes observadas através do espectro de HMBC de DG-14.

O Esquema 17 apresenta alguns fragmentos de massas condizentes

com a estrutura proposta para DG-14.
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Esquema 17 - Proposta de alguns fragmentos de massas para DG-14.
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Tabela 21 - Dados de RMN *C (100 MHz, CDCl;) das substancia DG-14 e

comparagao com dados da literatura.

'H-C - HMQC-"Jcy 'H-3C - HMBC-"Jcy  5-hidroximetilfurfural=*
C B¢ Bn 2Jen *Jen ¢ Bn
2 152,45 - H-7 - 153,4
160,39
5 - H-4: 2H-6 - 162,9
CH
3 122,52 7,21 (d, J = 3,5) H-4 - 123,7 7,38(d, J=3,5)
4 109,97 6,51 (d, J = 3,5) H-3 2H-6  110,2 6,58 (d, J=3,5)
177,61
7 9,61 (s) - - 178,1 9,59 (s)
CH,
57,69
6 4,72 (s) - - 57,5 4,63 (s)

Fonte: * Silva, 2007.

HO ° i
| / H

Pelo melhor do nosso conhecimento, este € o primeiro relato do
isolamento da substancia 5-hidroximetilfurfural no género Dalbergia, porém,
outro derivado furanico ja foi isolado de D. obtusa e D. melanoxylon (Chawla
& Schibber, 1981). O HMF ja foi isolado de outras plantas como: Cirsium
chlorolepis (Asteraceae) e Siphoneugema densiflora (Myrtaceae); HMF é
uma substancia precursora de aminoacidos e proteinas (Silva, 2007). Foi
relatado por Bosquesi, 2009, a utilizagdo de HMF como reagente na sintese de
substancias nitrofuranicas para estudo de bioisosterismo, uma vez que
compostos nitro-heterociclicos sdo biologicamente ativos contra Tripanossoma
Cruzi, incluindo varias substancias: 5 e 2-nitroimidazéis e 5-nitrofuranos que
podem atuar como agentes terapéuticos contra uma grande variedade de
protozoarios e bactérias anaerdbias patogénicas em humanos e animais.
Porém, a toxicidade de nitrofuranos é alta por via oral, o que tem estimulado
varios trabalhos de modificagdo molecular na busca substancias mais seguros

e eficazes e que possam ser utilizadas como farmacos.
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4.14 - Ensaios biolégicos
4.14.1 Introducéao

O estudo de metabdlitos bioproduzidos por organismos vegetais € de
tamanha importancia que ha muito vem sendo praticado por diversos grupos de
pesquisa no Brasil e no mundo. Atualmente a abordagem fitoquimica alia

estudo quimico e bioldgico, visando um enfoque interdisciplinar.

4.14.2 - Avaliacdo da atividade citotoxica frente a larvas de Artemia salina

De acordo com McLaughlin e colaboradores (1982) valores de DLsg <
1000 pg/mL sé@o considerados ativos para extratos brutos. Os resultados
obtidos para o ensaio com A. salina estdo resumidos na Tabela 22. Na analise
estatistica do calculo do valor da DLsg utilizou-se o programa Probit Analysis e
um intervalo de confianca de 95% conforme citado por (Favilla, et. al.; 2006).

Sendo assim, os extratos em diclorometano, em acetato de etila, em
metanol e metanol-agua do caule foram o0s mais promissores, pois
apresentaram DLso inferior a 1000 ug/mL, o que pode estar associado a

presenca de triterpenos, esteroides e flavonodides encontradas nestes extratos.

Tabela 22- Dose Letal (DLso) minima responséavel pela morte de 50% das

larvas de A. salina analisadas.

Extratos analisados DLso (ppm) Desvio padrao
Extrato em hexano 498,28 +0,31
Extrato em diclorometano 35,00 + 0,07
Extrato em acetato de etila 17,53 + 0,35
Extrato em metanol 20,20 + 0,38

Extrato em metanol-agua (8:2) 45,08 + 0,36
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4.14.3 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Segundo Macrae e colaboradores (1998) existe uma correlagéo entre a
atividade citotoxica e a atividade antimicrobiana. Entdo, na avaliacao atividade
antifingica dos extratos brutos de D. glaucescens utilizou-se o antifungico
nitrato de miconasol (Vodol®) como controle positivo. Esse farmaco atua por
inibicdo da sintese do ergosterol, na membrana celular do fungo. O ergosterol é
uma substancia de importancia vital para o fungo uma vez que apresenta a
mesma funcdo do colesterol na célula animal. Para avaliagcdo da atividade
antibacteriana utilizou-se como o0 controle positivo a gentamicina, um
antibacteriano aminoglicosideo que age por inibicdo da sintese protéica na sub
unidade 305 do ribossomo bacteriano.

A Tabela 23 apresenta o0s resultados obtidos na avaliagao

antimicrobiana .

Tabela 23 - Resultados obtidos da avaliagdo antifungica dos extratos brutos de

Dalbergia glaucescens, sobre diferentes espécies microbianas.

Extratos

Fungos DGD DGA DGM DGMH

Candida albicans - - - -
Candida inconspicua - - - -
Candida glabrata - - - -

Candida tropicalis - - - -
Candida krusei - - - -
Candida guilliermondii - - - -
Candida parapsilosis - - + -
Candida lusitaniae - - - -
Candida spp. - - - -

Bactérias
Echerichia coli - - - -
Staphylococcus aureus - - - -

Legenda: DGD = extrato em diclorometano; DGA = extrato em ACOET; DGM = extrato em metanol,

DGMH = extrato em metanol-agua (8:2), (-) = sem atividade, (+) com atividade.

Segundo Lima et al. (2006), sao consideras ativas as amostras que
apresentaram um halo de inibicdo = 10 mm de didmetro. Apds realizar os

testes com cepas padrbes de espécies de fungos e também com espécimes de
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bactérias, pode-se observar que um dos extratos (DGM) apresentou atividade
antifingica frente a espécie Candida parapsilosis, conforme a Tabela 23, p.
174. Os halos de inibicdo obtidos com o extrato bruto em metanol DGM
encontram-se na Tabela 24. Novas drogas ativas contra Candida parapsilosis
tém despertado grande interesse nos paises da América Latina, uma vez que,
essa espécie € responsavel por um grande numero de infec¢cdes hospitalares
(Maluche & Santos, 2008).

Tabela 24 - Halo de inibicdo obtido no teste contra Candida parapsilosis para o

extrato de Dalbergia glaucescens em metanol.

Placa Halo de inibi¢c&o do Halo de inibi¢cdo do
extrato bruto (mm) controle (mm)

1 21 36

2 17 33

3 15 33

4 18 34

5 16 32

6 17 31

7 18 32

8 16 31

9 18 32
Média 17,33+ 1,73 32,67 +1,58

4.15 - Teste Quimico Para Fendlicos

Espécies do género Dalbergia podem apresentar uma variedade de
metabdlitos especiais, sendo que ja foram isolados diversas classes de
substancias. Com o intuito de se verificar preliminarmente a presenca de
substancias fendlicas, realizou-se um teste quimico para fendlicos.

O teste quimico para fendlicos foi realizado de acordo com o principio de
gue substancias fendlicas formam um complexo com cloreto férrico que pode
ser observado na regido visivel do espectro eletromagnético. Sendo assim,

ao se fazer o procedimento de CCDA seguida da revelacdo com solucéo
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alcoolica de cloreto férrico 5%, observou-se uma intensa coloracéo
esverdeada na placa cromatografica indicativa da presenca de substancias
fendlicas. Obteve-se resultado positivo para os extratos em metanol e em
metanol-agua (8:2), o que nos levou a realizar os testes de flavonoides totais

e fendlicos totais para determinar a natureza fenolica dos extratos brutos.

4.15.1 - Avaliacédo do teor de Flavonoides Totais

A utilizacédo de AICI; para deteccao da presenca de alguns grupamentos
quimicos foi realizada pela primeira vez para diagnosticar antocianidinas. Da
década de 60 em diante, esse passou a ser largamente empregado como um
reagente de desvios (shift reagent) em espectrometria no UV-visivel para a
determinacao estrutural de flavonoides (Mabry et al., 1970).

Em 1954, Harbone sugeriu o uso de cloreto de aluminio para a
determinacdo espectrofotométrica da presenca de certos grupamentos
guimicos em flavonéides (Mabry, et. al., 1970). Nos ultimos anos, o cloreto de
aluminio tem sido utilizado largamente para a determinacao e quantificacao de
flavondides totais em plantas (Vennat, et. al., 1992) utilizando como padrao de
o flavondide quercetina (Figura 121, p. 177).

Uma vez que o cétion aluminio forma complexos estaveis com alguns
flavondides em metanol, ao realizar uma analise espectofotométrica com tais
substancias, observa-se um desvio batocrdbmico e uma intensificacdo da
absorcédo (Mabry, et. al., 1970) o que torna possivel a determinacéo do teor de
flavondides evitando a interferéncia de outras substancias fenolicas. Isso
porque, outras substancias fenodlicas como os &cidos fendlicos mesmo
formando complexos com cloreto de aluminio absorvem em comprimento de
ondas inferiores ao comprimento de onda utilizado na realizacdo do teste.
Porém, ndo € um método exato de determinacdo do teor de flavondides totais,
iIsso se deve ao fato de o comprimento de onda selecionado 425 nm
corresponde a banda de absor¢cdo do complexo quercetina-aluminio. Assim, o

valor medido e o valor real sdo mais proximos quanto maior a proporcao de
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flavondis e menor a proporcao de flavonas e isoflavonas existentes na planta
(Marcucci, et al., 1998).

OH O OH ©

Quercetina Rutina

Figura 121 - Diferencas entre os flavonoéides quercetina e rutina.

Os teores de flavondides totais dos extratos testados foram calculadas a
partir da (Equacdo 01, p. 178), obtida por regressao linear dos valores
experimentais da solucdo padrdo de rutina, sendo que no eixo da abscissa
foram colocadas as concentracbes da amostra e no eixo das ordenadas as
absorbancias medidas em 425 nm (Figura, 122). A equacdo obtida por
regressdo linear apresentou um bom coeficiente de correlagéo (R? = 0,9625).
Os dados de no minimo trés experimentos independentes foram tratados

estatisticamente onde a media obtida foi utilizada.
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R“=0,9625

Figura 122 - Curva padrao do flavonoide rutina.
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Equacao 01: y =0,0039x + 0,0106

Onde:

Y - valor da absorbancia encontrado experimentalmente.
X - permite o célculo da concentracdo de flavondides totais dos extratos brutos
testados.

Para o extrato bruto em metanol, ndo foi possivel quantificar flavonéides
qgue reagissem com o AICl; em quantidades detectaveis. Uma hipétese para
este resultado é que os flavondides existentes em maior propor¢cao no extrato
metanolico da planta ndo apresentem caracteristicas estruturais semelhantes
ao padrao utilizado (rutina). Foram isolados em quantidade muito pequena um
flavonol cuja estrutura apresenta grupos em posicao diferente dos grupos
apresentados na rutina (Figura 123, p. 179), e ainda uma isoflavona cuja
estrutura quimica ndo se assemelha ao padrdo. Possivelmente o conteudo
exato de flavondides existentes no extrato em metanol da planta apresenta
maior proporcéo de flavonas e isoflavonas o que explicaria a ndo quantificacao
do teor de flavondides totais mediante a utilizacdo de um flavonol como padréo.
No entanto, se para esse extrato fosse utilizado um padrdo de flavona ou
isoflavona o resultado provavelmente teria sido diferente possibilitando a
deteccao e quantificacao destes flavondides no extrato em questédo. Outro fator
qgue corrobora com os resultados obtidos é o comprimento de onda escolhido
para o teste, (425 nm), comprimento de onda do complexo quercetina-Al que
nao necessariamente € a regido exata em que ocorre a absor¢do do complexo
rutina-aluminio.

Para o extrato em metanol-agua (8:2) a deteccéo e quantificacdo do teor
de flavondides totais foi possivel, como pode ser observado na Tabela 25,
p.179.
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Tabela 25 - Teor de flavondides totais obtidos utilizando o padrao rutina em

extratos brutos de D. glaucescens.

Extratos analisados *TFT (ng/mL)
Extrato em metanol ND
Extrato em metanol-agua (8:2) 0,1087

*TFT = Teor de Flavonéides Totais

DG-11 DG-12

Figura 123 - Substancias flavonoidicas isoladas do extrato em metanol.

4.16 - Atividade Antioxidante

4.16.1 - Avaliacéo do teor de Fendlicos totais

As substancias fendlicas de plantas enquadram-se em diversas
categorias, como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos
benzdico e cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados
e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (Naczk & Shahidi, 2004). Realizou-se um
método indireto de determinacéo da atividade antioxidante, para determinacdo
do teor de fendlicos totais para isso fez-se 0 ensaio com o reagente de Folin-
Ciocalteau (realizada por meio de espectrometria na regido do UV. O ensaio foi
realizado através da comparacdo das absorbancias dos extratos brutos apos
reacdo com (RFC), com o padréo acido galico (Souza, et. al.; 2007).

O teste de Folin-Ciocalteau baseia-se na reacdo de oxidacéo-reducéo
em que os ions fenolatos sdo oxidados enquanto os reagentes fosfotungistico e
fosfomolibidico sédo reduzidos. A producdo de um croméforo de cor azul é

atribuida ao complexo fosfotungistico-fodfomolibidico de estrutura indefinida e o
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mecanismo quimico desta reacdo ainda ndo € bem compreendido, porém, a
concentracdo destes compostos nas fracdes testadas € proporcional a
intensidade da cor azul (Shofield et. al., 2001).

Apobs a reacdo do acido gélico com (RFC) foram feitas leituras das
absorbancias cujos valores permitiram tracar o grafico Absorbancia x
Concentracdo de acido galico Figura 124. A quantidade de fendis totais do
extrato bruto de D. glaucescens foi calculada a partir da Equacéo 2 obtida por
regressao linear dos valores experimentais da solu¢do padrdao do &cido galico
sendo no eixo da abcissa, colocadas as concentracdes da amostra e no eixo
das ordenadas as absorbancias medidas. A equacdo obtida por regresséo
linear mostrou um bom coeficiente de correlacdo (R? = 0,9641). Os dados de
no minimo trés experimentos independentes foram tratados estatisticamente,
sendo que o valor médio obtido foi utilizado. A Tabela 26, p. 181 apresenta 0s

resultados obtidos.

04
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S 02

0,1
0 / ‘ ‘

01 0 100 200 300 400
y=0,0011x- 0,0294
R2=0,9461

ncia

Absorb

Concentragcao pg/mL

Figura 124 - Curva padrao do acido galico.

Equacéao 02: y =0,0011x - 0,0294
Onde:
Y - € o valor da absorbancia encontrado experimentalmente.
X - permite o célculo da concentracdo de fendlicos totais dos extratos brutos

testados.
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Tabela 26 - Resultados obtidos do doseamento (FT) por grama de madeira

seca.
Extratos testados Teor de FT (mg/g)
Extrato metandlico 1,95
Extrato em metanol-agua (8:2) 168,0

FT = Fendlicos totais

4.16.2 - Avaliagao da atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH

No presente trabalho resolveu-se aplicar o método indireto para a
avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos brutos de D. glaucescens,
ensaio caracterizado por uma reacao de oxiredugédo entre um oxidante (sonda
para monitorar a reagdo) e o antioxidante, constituindo a seguinte reacao
(Tomei & Salvador, 2007).

No teste com DPPH a eficiéncia da atividade antioxidante é medida a
temperatura ambiente o que elimina o risco de degradacdo térmica das
moléculas testadas. Contudo, 0 mecanismo de reagdo entre o antioxidante e o
DPPH depende da conformacao estrutural do antioxidante. Alguns compostos
reagem muito rapido com DPPH reduzindo um numero de moléculas de DPPH
igual ao numero de grupos hidroxilas disponiveis. No entanto, a maioria das
substancias testadas, a reacdo € lenta e 0 mecanismo parece ser mais
complexo (Bondet et. al., 1997). ApoOs realizadas as medidas das absorbéancias
das amostras, efetuou-se o calculo da porcentagem de atividade antioxidante

de acordo com a Equacao 03.

Equacéo 03: AA% = 100 — (Abs amostra — Abs branco)x100

Abs controle

Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 27, p. 182. Pdde-se
observar que o0s extratos em acetato de etila, metanol-4gua (8:2) e

diclorometano sao considerados ativos quando comparados ao padrao rutina.
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Tabela 27 - ECsp dos extratos testados de D. glaucescens.

Extratos brutos de Dalbergia ECso (ppm) Desvio padréao

glaucescens analisados

Diclorometano 25,07 + 0,08
Acetato de etila 5,26 + 0,02
Metandlico 46,26 + 0,89
Metanol-agua (8:2) 24,39 +0,21
Rutina 26,96 +0,29

A Figura 125 faz uma comparagao mais elucidativa dos valores da ECsg

para cada um dos extratos testados.

2 50 :

E 40 | O D|clorometan?
X é 30 - B Acetato de etila
n © O Metanol

o u 20 )
oQ O Metanol-agua
3~ 10 |

S B Rutina

Ll 0

1

Extratos testados

Figura 125 - CEsp dos extratos testados.
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5.0 - Conclusoes

O estudo fitoquimico da madeira da espécie Dalbergia glaucescens
resultou no isolamento e/ou identificagdo de 14 substancias, pertencentes as
seguintes classes de substancias: triterpenos pentaciclicos, esterdides,
flavondides (neoflavondides, pterocarpano, flavonol e isoflavondide), um
derivado da benzofenona, um derivado furanico.

A revisao bibliografica da espécie mostrou que a mesma n&o havia sido
estudada fitoquimicamente, assim, o presente trabalho contribuiu para o
conhecimento da composi¢cdo quimica do metabolismo especial do espécime.
Pelo melhor do nosso conhecimento, trés substancias isoladas ndo foram
relatadas na literatura; o neoflavondide 6,7-diidroxi-9-metoxidalbergifenol; o
flavonol 6-(C-B-D-glicopiranosil)-4’,5,7-triidroxiflavonol e o isoflavonoide 6,8-di-
(C-B-D-glicopiranosil)-4’,5,7-triidroxiflavona.

Esse trabalho também permitiu a descoberta de que o espécime
estudado apresenta atividades biolégicas de interesse, como a citotoxicidade
frente A. salina e atividade antifungica. Dentre os fungos testados obteve-se
atividade especificamente contra cepas de Candida parapsilosis, fungo
responsavel por infeccbes oportunistas. Observou-se em todos os extratos
testados atividade antioxidante, que em alguns extratos pdde-se justificar pela
presenca de substancias fendlicas e em outros casos devido a presenca de
flavonoides.

Assim, apos o estudo fitoquimico-biolégico da espécime D. glaucescens
obteve-se resultados promissores que podem servir como um incentivo para
estudos biolégicos mais especificos, que possam levar a utilizagao desta planta

como fonte de drogas que posssam ser usadas na terapéutica.
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6.0 - Dados espectrométricos e algumas caracteristicas fisicas das

substancia isoladas.

Lupeol - (DG-1)

Férmula Molecular: C3,Hs500

Massa Molar: 426 u.m.a.

Ponto de Fusdo: 209 °C

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN *C (100 MHz, CDCl): § (38,6; C-1); (27,3; C-2);
(79,0; C-3); (38,7; C-4); (55,3; C-5); (18,3; C-6); (34,2; C-7); (40,0; C-8); (50,4;
C-9); (37,3; C-10); (20,9; C-11); (25,0; C-12); (38,0; C-13); (41,9; C-14); (27,4;
C-15); (35,5; C-16); (42,8; C-17); (48,2; C-18); (47,9; C-19); (150,9; C-20);
(29,7; C-21); (39,9; C-22); (27,4; C-23); (15,4; C-24); (16,2; C-25); (15,9; C-26);
(14,6; C-27); (17,9; C-28); (109,3; C-29); (18,3; C-30).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3419; 2926; 2852; 1455; 1383;
1099; 798.

Espectrometria de massas (70 eV): M* (426); m/z: (218; 207; 189; 175; 149).

Lupenona - (DG-2)

Férmula Molecular: C3oHs0

Massa Molar: 424 u.m.a.

Ponto de Fusdo: 203 + 1 °C

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN '*C (100 MHz, CDCls): & (39,7; C-1); (34,4; C-2);
(218,8; C-3); (47,4; C-4); (55,0; C-5); (19,8; C-6); (33,73, C-7); (41,0; C-8);
(49,9; C-9); (37,0; C-10); (21,6; C-11); (25,2; C-12); (38,8; C-13); (43,15; C-14);
(27,5; C-15); (35,6; C-16); (43,0, C-17); (48,3; C-18); (48,0; C-19); (150,9; C-
20); (30,4; C-21); (40,1; C-22); (14,1; C-23); (21,1; C-24); (16,0; C-25); (16,1; C-
26); (26,6; C-27); (18,10; C-28); (19,3; C-29); (109,5; C-30).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 2925; 1725; 1650; 1458; 1380.
Espectrometria de massas (70 eV): M* (424); m/z: (409; 218; 205; 189).



Dados Espectromeétricos 185

Campesterol - (DG-3)

Foérmula Molecular: CysH4s0

Massa Molar = 400 u.m.a.

Ponto de Fusao: Nao determinado.

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN *C (100 MHz, CDCl): § (37,25; C-1); (31,65; C-2);
(71,81; C-3); (42,29; C-4); (140,75; C-5); (121,73; C-6); (31,92, C-7); (31,88; C-
8); (50,11; C-9); (36,50; C-10); (21,06; C-11); (39,76; C-12); (42,29; C-13);
(56,75; C-14); (24,30; C-15); (28,24; C-16); (56,03, C-17); (11,86; C-18); (19,38;
C-19); (36,14; C-20); (19,01; C-21); (33,93; C-22); (39,12; C-23); (45,82; C-24);
(26,03; C-25); (18,77; C-26); (19,81; C-27); (23,06; C-28).

Espectrometria de massas (70 eV): M* (400); m/z: (383; 368; 316; 289; 213;
191).

Estigmasterol - (DG-4)

Férmula Molecular: CygHss0

Massa Molar: 412 u.m.a.

Ponto de Fusao: Nao determinado.

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN *C (100 MHz, CDCl): § (37,25; C-1); (31,65; C-2);
(71,81; C-3); (42,29; C-4); (140,75; C-5); (121,73; C-6); (31,92, C-7); (31,88; C-
8); (50,11; C-9); (36,50; C-10); (21,06; C-11); (39,68; C-12); (42,29; C-13);
(56,85; C-14); (24,38; C-15); (28,24; C-16); (55,93, C-17); (11,86; C-18); (19,38;
C-19); (40,50; C-20); (19,01; C-21); (138,93; C-22); (129,26; C-23); (51,23; C-
24); (31,88; C-25); (21,20; C-26); (19,01; C-27); (25,341; C-28); (11,99; C-29).
Espectrometria de massas (70 eV): M* (412); m/z: (300; 285; 255).
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p-sitosterol - (DG-5)

Férmula Molecular:CygH5,0

Massa Molar: 414 u.m.a.

Ponto de Fusao: Nao determinado.

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN *C (100 MHz, CDCl): § (37,25; C-1); (31,65; C-2);
(71,81; C-3); (42,29; C-4); (140,75; C-5); (121,73; C-6); (31,92, C-7); (31,88; C-
8); (50,11; C-9); (36,50; C-10); (21,06; C-11); (39,76; C-12); (42,29; C-13);
(56,85; C-14); (24,30; C-15); (28,24; C-16); (55,93, C-17); (11,99; C-18); (19,38;
C-19); (40,50; C-20); (18,77; C-21); (33,93; C-22); (28,92; C-23); (51,23; C-24);
(29,70; C-25); (19,81; C-26); (19,01; C-27); (23,04; C-28); (12,25; C-29).
Espectrometria de massas (70 eV): M* (414); m/z: (273; 255; 1215).

9- hidroxi-6,7-dimetoxidalbergifenol - (DG-6)

Férmula Molecular: C17H5O03

Massa Molar: 270 u.m.a.

Ponto de Fusao: N&o determinado.

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): (5,02; H-2a); (5,31; H-2b);
(6,31; H-3); (4,84; H-4); (6,57; H-5); (6,48; H-8); (7,31; H-2’); (7,21; H-3'); (7,21;
H-4); (7,21; H-4’); (7,21; H-5"); (7,31; H-6’); (3,75; 6-OCH3); (3,83; 9-OCHy).
Espectrometria de RMN "*C (100 MHz, CDCls): (117,07; C-2); (139,45; C-3);
(49,23; C-4); (113,35; C-5); (143,10; C-6); (147,61, C-7); (101,68; C-8); (148,73;
C-9); (119,53; C-10); (141,41; C-1’); (117,07; C-2’); (128,51; C-3’); (126,86; C-
4’); (128,51; C-5’); (128,69; C-6'); (55,92; 7-OCHj3); (56,60; 7-OCHs).
Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3440; 2917; 1601; 1508; 1412; 1377;
1260.

Espectrometria de massas (70 eV): M (270); m/z: (255; 241; 227; 199; 185).
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6,7- diidroxi-9-metoxidalbergifenol - (DG-7)

Férmula Molecular: C1sH1603

Massa Molar: 256 u.m.a.

Ponto de Fusao: Nao determinado

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): (5,02; H-2a); (5,29; H-2b);
(6,31; H-3); (4,89; H-4); (6,58; H-5); (6,48; H-8); (7,32; H-2’); (7,21; H-3’);
(7,21; H-5); (7,32; H-6"); (3,75; 9-OCH3).

Espectrometria de RMN "*C (100 MHz, CDCls): (117,01; C-2); (139,76; C-3);
(49,05; C-4); (112,43; C-5); (140,58; C-6); (146,24; C-7); (103,94; C-8); (147,97;
C-9); (124,00; C-10); (141,50; C-1°); (128,71; C-2’); (126,85; C-3); (126,85; C-
5%); (128,71; C-6); (56,69; 7-OCHs).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3400; 3000; 2848; 1751; 1514;
1450; 1378; 1059.

Espectrometria de massas (70 eV): M" (256); m/z: (241; 223; 195; 182; 115).

Medicarpina - (DG-8)

Férmula Molecular: C1gH1404

Massa Molar: 270 u.m.a.

Ponto de Fusio: 99,5 °C.

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): (3,63; H-2a); (4,24; H-2b);
(3,56; H-3); (5,50; H-4); (7,40; H-5); (6,57; H-6); (6,46; H-8); (6,41; H-3’); (6,46
H-5%); (7,14; H-6’); (3,78; 4-OCHj3).

Espectrometria de RMN '*C (100 MHz, CDCl): (66,62; C-2); (39,48; C-3);
(78,64; C-4); (132,17; C-5); (109,78; C-6); (157,15; C-7); (103,67; C-8); (156,66;
C-9); (112,53; C-10); (119,16; C-1"); (96,91; C-3’); (164,50; C-4’); (106,46; C-5');
(124,73; C-6’); (55,50; 4’-OCH3).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3400; 2924; 1622; 1599; 1495;
1471; 1344; 1145; 1112.

Espectrometria de massas (70 eV): M* (270); m/z: (255;161; 135).
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2,4-diidroxi-5-metoxibenzofenona - (DG-9)

Férmula Molecular: C14H1204

Massa Molar: 244 u.m.a.

Ponto de Fusdo: 174,8 + 0,9 °C

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): (12,47; H-2); ( (6,54; H-3);
(7,10; H-6); (7,63; H-2'); (7,54; H-3’); (7,54; H-4); (7,54; H-5); (7,63; H-6);
(3,96; 5-OCH3).

Espectrometria de RMN "*C (100 MHz, CDCls): (111,77; C-1); (161,16; C-2);
(99,91; C-3); (153,82; C-4); (137,8; C-5); (116,65; C-6); (200,67, C-7); (137,73;
C-1"); (128,31; C-2’); (128,75; C-3’); (131,44; C-4’); (128,75; C-5); (128,31; C-
6’); (56,25; 5-OCH3).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3305; 2913; 2849; 1637; 1595; 1507;
1393; 1267; 1020.

Espectrometria de massas (70 eV): M* (244); m/z: (243; 167; 105; 77).

Dalbergina - (DG-10)

Férmula Molecular: C1gH12,04

Massa Molar: 268 u.m.a.

Ponto de Fusido: 203,6 + 1,1 °C

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCl;): (6,02; H-3); (6,68; H-5); (7,03;
H-8); (7,50; H-2"); (7,50; H-3’); (7,50; H-4"); (7,50; H-5"); (7,50; H-6"); (3,76; 7-
OCHj3).

Espectrometria de RMN '*C (100 MHz, CDCls): (161,12; C-2); (112,28; C-3);
(155,44; C-4); (110,19; C-5); (142,08; C-6); (149,721, C-7); (99,28; C-8);
(149,04; C-9); (112,05; C-10); (135,28; C-1’); (128,51; C-2); (127,99; C-3’);
(129,24; C-4’); (127,99; C-5’); (128,51; C-6’); (56,13; 7-OCHj3).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3248; 3002; 2848; 1688; 1621; 1543;
1513; 1288; 1144.

Espectrometria de massas (70 eV): M* (268); m/z: (240; 225; 197).
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4’ 5,7-triidroxi-6-C-B-D- glicopiranosilflavonol - (DG-11)

Férmula Molecular: CH20014

Massa Molar: 460 u.m.a.

Ponto de Fusao: Nao determinado.

Solubilidade: metanol

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): (7,19; H-2'); (6,67; H-3"); (6,67;
H-5); (7,19; H-6’); (4,98; H-1"); (3,60; H-2"); (3,47; H-3"); (3,50; H-4"); (3,40; H-
5”); (3,7-3,9 H-6").

Espectrometria de RMN *C (100 MHz, CDCls): (154,26; C-2); (131,50; C-3);
(182,35; C-4); (162,29; C-5); (109,93; C-6); (163,98; C-7); (99,59; C-8); (157,95;
C-9); (105,05; C-10); (123,58; C-1’); (1130,00; C-2°); (116,44; C-3’); (162,29; C-
4’); (116,44; C-5’); (131,50; C-6’); (75,88; C-1"); (72,83; C-2”); (80,23; C-3”);
(71,50; C-4"); (82,62; C-57); (62,51; C-6”).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3334; 1647; 1581; 1546; 1222; 1060.
Espectrometria de ultravioleta (200 - 600 nm): 204; 266; 358.

6,8-Di-C-B-D- glicopiranosil-4’,5,7-triidroxiisoflavona - (DG-12)

Férmula Molecular: C,7H30015

Massa Molar: 594 u.m.a.

Ponto de Fusao: N&o determinado.

Solubilidade: metanol

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): (8,14; H-2); (7,38; H-2'); (6,85;
H-3); (6,85; H-5); (7,38; H-6’); (5,01; H-17); (3,60; H-2"); (3,51; H-3"); (3,53; H-
4”); (3,46; H-57); (3,87; H-6a"); (3,79; H-6b”); (5,0; H-1""); (3,60; H-2"); (3,51; H-
3”); (3,53; H-4"); (3,46; H-5""); (3,87; H-6a™); (3,79; H-6b™).

Espectrometria de RMN "°C (100 MHz, CDCls): (154,26; C-2); (131,50; C-3);
(182,35; C-4); (162,29; C-5); (109,93; C-6); (163,98; C-7); (99,59; C-8); (157,95;
C-9); (105,05; C-10); (123,58; C-1’); (130,00; C-2’); (116,44; C-3’); (162,29; C-
4’); (116,44; C-5’); (131,50; C-6’); (75,88; C-17); (72,83; C-27); (80,23; C-3”);
(71,50; C-4"); (82,62; C-57); (62,51; C-6”).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3313; 2922; 1731; 1644; 1414.
Espectrometria de ultravioleta (200 - 600 nm): 203; 268; 317 (ombro); 365.
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Acetato do acido oleandlico - (DG-13)

Férmula Molecular: C3;Hs5004

Massa Molar: 498 u.m.a.

Ponto de Fusao: Nao determinado

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN *C (100 MHz, CDCl): § (39,42; C-1); (23,60; C-2);
(81,03; C-3); (37,77; C-4); (55,38; C-5); (18,27; C-6); (32,52; C-7); (40,97; C-8);
(47,62; C-9); (38,20; C-10); (22,99; C-11); (122,62; C-12); (143,69; C-13);
(41,67; C-14); (27,76; C-15); (23,45; C-16); (46,54, C-17); (47,62; C-18); (45,92;
C-19); (30,74; C-20); (33,89; C-21); (33,18; C-22); (22,18; C-23); (16,84; C-24);
(15,47; C-25); (17,21; C-26); (25,98; C-27); (183,75; C-28); (33,16; C-29);
(21,40; C-30).

5-hidroximetilfurfural - (DG-14)

Férmula Molecular: CgHgO3

Massa Molar = 126 u.m.a.

Ponto de Fusio: 56,8 °C

Solubilidade: metanol

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCl5): (7,21; H-3); (6,51; H-4); (4,72;
H-6); (9,61; H-7).

Espectrometria de RMN "*C (100 MHz, CDCls): & (152,45; C-2); (122,52; C-3);
(109,97; C-4); (160,39; C-5); (57,69; C-6); (177,61, C-7).

Espectrometria de Infravermelho(cm™):3400; 2917; 2849; 1667; 1514; 1453;
1204; 1068; 1023; 800.

Espectrometria de massas (70 eV): M" (126); m/z: (109; 97; 81; 169).

OBS: Os pontos de fusao onde estao descritos ndo determinados foram assim
descritos, por que carbonizaram durante a determinagdo do ponto de fuséo,

nao sendo possivel a sua determinacgao.
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Apéndice



APENDICE 1

Extratos brutos de D.glaucescens

Em Hexano Em diclorometano Em acetato de etila Em metanol Em metanol-agua (8:2)
Ativo Inativo Ativo Inativo Ativo Inativo Ativo Inativo Ativo Inativo
Fungos do o Fungos do Fungos do ia sali Fungos do i sali Fungos do
género candida| |Artemia salina | | género Candida | Artemia salina génegro Candidd frtemia salina género Candida firtemia salina género Candida
i i P . Ariaar L Candida PP Candida P
Artemia salina Bactérias: Atividade Bactérias: Atividade Bactérias: parapsilosis Bactérias: parapsilosis Bactérias:
Echerichia Coli | | Antioxidante || Echerichia Coli|| Antioxidante Echerichia Coli Echerichia Coli Echerichia Coli
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus || Atividade Staphylococcus| | Atividade Staphylococcus
Aureus Aureus Aureus Antioxidante || Aureus Antioxidante | | Aureus
DG-2 DG-11
88:; DG-6 DG-14 DG-12
Do DG-7 DG-14
DG-5 DG-8
DG-9
DG-10
DG-13
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