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RESUMO

SOARES, R. S. Estudo Fitoquimico de Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub.
(Fabaceae). 2012. 125 p. Dissertacdo (Mestrado em Farmacoquimica de Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2012.

Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub. (Fabaceae), popularmente conhecida como
rabo-de-bugio ou marmelo-do-mangue, é uma espécie escandente ou semi-
prostrada, encontrada associada a estuarios, mangues e dunas. Foi observado que
as abelhas coletavam o exsudato vermelho na superficie das partes areas dessa
espécie sugerindo ser essa € a origem botanica da propolis vermelha. Este trabalho
objetivou contribuir para o conhecimento quimiotaxonémico do género Dalbergia e
da familia Fabaceae através do estudo fitoquimico da espécie D. ecastophyllum.
Logo, o material vegetal foi coletado em Rio Tinto — Paraiba e depositado no
Herbéario do Departamento de Sistemética e Ecologia — UFPB com o cédigo 45738
(JPB). Para o estudo fitoquimico, o vegetal, apés secagem e pulverizacéo, foi
submetido a processos de extracdo, particdo e cromatografia para isolamento dos
constituintes quimicos. A estrutura quimica dos mesmos foi determinada por
meétodos espectroscépicos, como: Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear
de 'H e *C uni e bidimensionais, além de compara¢des com modelos da literatura.
Da fase hexanica obteve-se o triterpeno friedelina, duas misturas de esteroides, nao
glicosilado e glicosilado, (B-sitosterol e estigmasterol) e uma mistura com trés
triterpenos (lupeol, B-amirina e germanicol). Da fase diclorometano foram isolados e
identificados dois isoflavonoides, biochanina A e 2’-hidroxi-5’-metoxibiochanina A,
sendo essa Ultima substancia relatada pela primeira vez no género, contribuindo,
portanto para a quimiotaxonomia do género Dalbergia e da familia Fabaceae.

Palavras-chave: Fabaceae, Dalbergia ecastophyllum, isoflavonoides.



ABSTRACT

SOARES, R. S. Phytochemical Studies of Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub.
(Fabaceae). 2012. 125 p. Dissertation (Master in Phytochemistry of Natural Products
and Bioactive Synthetic) - Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Paraiba, Jodo Pessoa, 2012.

Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub. (Fabaceae), popularly known as "rabo-de-bugio”
or "marmelo-do-mangue”, it is a scandentia or semi-prostrate species, commonly
found in estuaries, mangroves and dunes. It was observed that the bees collected a
red exudate from the surface of the parts area of this species suggesting that this is
the botanical origin of the red propolis. This study aimed to contribute to the
chemotaxonomical knowledge of the genus Dalbergia and of the family Fabaceae
through the phytochemical study of the species D. ecastophyllum. The plant material
was collected in Rio Tinto - Paraiba and a voucher specimen was deposited in the
Herbarium of the Department of Systematics and Ecology - UFPB with the code
45738 (JPB). For the phytochemical study, the plant material, after drying and
pulverization, was subjected to extraction processes, and partition chromatography to
isolate the chemical constituents. The chemical structures were determined by
spectroscopic methods, such as IR and *H NMR and **C one and two-D, and
comparisons with models of literature. From the hexane phase, the
triterpene friedelin, two mixtures of steroids, non-glycosylated and glycosylated (B-
sitosterol and stigmasterol) and a mixture of three triterpenes (lupeol, 3-amyrin and
germanicol) were obtained. From the dichloromethane phase two isoflavones,
biochanin A and 2'-hydroxy-5'-metoxibiochanin A were isolated and identified , this
latter substance is being reported for the first time in the genus, thus contributing to
the chemotaxonomy of the genus Dalbergia and family Fabaceae.

Keywords: Fabaceae, Dalbergia ecastophyllum, isoflavones.
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INTRODUCAO

O uso das plantas medicinais no controle de diversas doencgas e pragas talvez
seja tdo antigo quanto o préprio aparecimento da humanidade (SIMOES et al.,
2007). A Organizacdo Mundial de Saude (1998) define planta medicinal como sendo
todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem
ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos.

Indicios do uso de plantas medicinais foram encontrados nas mais antigas
civilizacbes, onde o homem primitivo, ao procurar plantas para o seu sustento, foi
descobrindo espécies com acado toxica ou medicinal. Os beneficios obtidos com a
utilizacdo empirica levaram o homem a buscar sempre “novas” plantas, para o
tratamento de diversas patologias, e a experiéncia acumulada foi transmitida por
inimeras geracdes, levando ao descobrimento de alguns dos mais valiosos
medicamentos utilizados na medicina moderna (SIMOES et al., 1986).

Ao longo da histéria, as plantas sao fontes de importantes farmacos como:
morfina e codeina (Papaver somniferum), reserpina (Rauwolfia serpentina), digoxina
(Digitalis lanata), digitoxina (Digitalis purpurea), pilocarpina (Pilocarpus jaborandi), e
o taxol (Taxus ssp) (BARREIRO, 1990).

Além dos beneficios, observou-se muitas reacdes toxicas associadas a
plantas, levando a necessidade de estudos criteriosos relativos a sua utilizagdo.
Diversos autores apontam a importancia dos estudos quimicos e farmacolégicos, em
varias espécies vegetais, pela intensa producdo de metabdlitos secundarios, que
podem ter efeitos farmacoldgicos benéficos ou téxicos (BRITO; BRITO, 1993).
Estima-se que existam aproximadamente 500.000 espécies de plantas terrestres,
das quais sdo conhecidos aproximadamente 50.000 metabdlitos secundarios
(MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Até a década de 50 o uso de vegetais como medicamentos representava o
anico recurso terapéutico disponivel. A partir de entdo, comecaram a ser
substituidos por medicamentos contendo substancias bioativas extraidas de
vegetais, bem como seus derivados sintéticos e/ou semissintéticos (LAPA et al.,
2003).

A partir da década de 80, ocorreu 0 aumento significante do uso de plantas

medicinais que pode estar correlacionado com alguns fatores especificos, tais como:
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a facilidade de obtencéo, o baixo custo e a eficacia demonstrada no combate as
doencas. Apesar das plantas nativas serem amplamente utilizadas por séculos, sao
raros os exemplos de produtos registrados no Brasil contendo vegetais. Apesar da
vasta flora medicinal disponivel a maior parte das plantas medicinais nativas
permanece sendo usada da mesma forma tradicional, com embasamento empirico
(BRANDAO et al., 2006; ALMEIDA, 2003; MACIEL et al., 2002).

Como consequéncia do crescente interesse da sociedade mundial pelo uso
de plantas medicinais, pesquisadores de varias areas optaram por projetos
multidisciplinares envolvendo, no minimo, a Etnobotanica, Etnofarmacologia e a
Fitoquimica, que abrangem a coleta e utilizacdo da planta; que tratam das praticas
meédicas, especialmente remédios, usados em sistemas tradicionais de medicina;
(MACIEL et al., 2002) e objetivam conhecer os constituintes quimicos de espécies
vegetais ou avaliar as suas presencas (SIMOES et al., 2007).

No Brasil ha uma grande diversidade de plantas com potencial terapéutico, o
gue estimula os pesquisadores no estudo de suas possiveis acdes farmacoldogicas,
bem como acdes toxicas, a fim de produzir medicamentos com garantia de eficacia e
seguranca. Pesquisadores da area de produtos naturais mostram-se impressionados
pelo fato desses produtos encontrados na natureza revelarem uma gama quase
inacreditavel de diversidade, em termos de estrutura e de propriedades fisico-
quimicas e biologicas (WALL; WANI, 1996). Estudos relataram que 61% das 877
novas moléculas ativas introduzidas mundialmente na industria farmacéutica,
durante o periodo de 1981-2002, foram derivadas ou inspiradas em produtos
naturais (NEWMAN et al., 2003).

Segundo Lapa (2001), o valor dos produtos naturais, especialmente das
plantas medicinais para a sociedade e para a economia do Estado € incalculavel.
Cerca de 60 a 80% da populacdo mundial, especialmente em paises em
desenvolvimento, ainda confiam no poder terapéutico de plantas medicinais no
tratamento de suas doencas.

Um exemplo do uso de produto natural bastante utilizado é a propolis, que
contém substancias resinosas coletadas pelas abelhas, sendo usada na medicina
popular desde 300 a.C., visto que numerosas propriedades biol6gicas tém sido
encontradas, incluindo atividade antibacteriana, antifungica, antiviral, anti-
inflamatoria, hepatoprotetora, antioxidante, antitumoral, imunomodulatéria, entre

outras. Um tipo de propolis que estd sendo muito estudada é a prépolis vermelha,
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produzida pelas abelhas a partir da espécie Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub.
(DAUGSCH, 2007; SIMOES et al., 2008).

E a partir dessa premissa que ao longo de mais de trés décadas o Programa
de Pds-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PgPNSB) da
Universidade Federal da Paraiba vem contribuindo com a pesquisa cientifica
brasileira nas areas da boténica, quimica, controle de qualidade, farmacologia e
toxicologia de produtos naturais e sintéticos bioativos.

Como nova contribuicdo aos trabalhos desenvolvidos no PgPNSB, é
apresentado aqui, um estudo fitoquimico da espécie Dalbergia ecastophyllum (L.)
Taub., pertencente a familia Fabaceae, a qual devido a peculiaridade de ser a
produtora de uma substancia resinosa utilizada pelas abelhas para a producdo da
propolis vermelha, aliado a caréncia de trabalhos referentes a constituicdo quimica
desta espécie, foi proposto isolar, identificar e/ou elucidar alguns constituintes

guimicos de suas partes aéreas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento quimiotaxonédmico do género Dalbergia, através do

estudo fitoquimico da espécie Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub. (Fabaceae).

2.2 Objetivos Especificos

e Extrair, isolar e purificar metabdlitos secundarios de D. ecastophyllum
utilizando métodos cromatograficos como: Cromatografia em Coluna e

Cromatografia em Camada Delgada;

e Caracterizar estruturalmente os constituintes quimicos de D. ecastophyllum,
através de meétodos espectroscépicos como: Infravermelho e Ressonancia

Magnética Nuclear de 'H e **C;

e Disponibilizar extratos, fragbes, substéncias isoladas e caracterizadas
estruturalmente, para a realizacéo de testes farmacoldgicos.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1 Consideracdes gerais sobre a Familia Fabaceae

Segundo Joly (2002) a familia Fabaceae pertence a divisdo Angiospermae,
maior divisdo do reino vegetal, que compreende as plantas superiores que contém
sementes encerradas no ovario e, portanto podem formar frutos. Esse grupo domina
a flora terrestre (Figura 1), sendo reconhecidas 344 familias agrupadas em duas
classes, as monocotiledoneas e as dicotiledoneas, compreendendo mais de 200.000

espécies.

Figura 1 — Distribuicdo geografica, em verde, da familia Fabaceae no mundo.

E )
o

ltem
1 || | | B
Fonte: tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=42000184&tab

A familia Fabaceae encontra-se dentre as 291 familias presentes na classe
das dicotiledbneas, sendo considerada a terceira maior deste grupo, superada
apenas por Asteraceae e Orchidaceae (VARELA et al., 2004)

De acordo com Lewis et al. (2005) a familia Fabaceae é uma das maiores
entre as angiospermas, abrangendo cerca de 730 géneros e 19.500 espécies
distribuidas em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae
(também conhecida como Papilionoideae). Dentre estas trés subfamilias (Figura 2,
p. 27), Faboideae apresenta-se como o maior, sendo constituida por cerca de 430
géneros e 12.615 espécies, seguido por Caesalpinioideae com cerca de 150
géneros e 2.700 espécies e de Mimosoideae com 40 géneros e aproximadamente
2.500 espécies (JUDD et al., 1999).
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Figura 2 — Subfamilias Faboideae (A), Caesalpinioideae (B) e Mimosoideae (C).

Fonte: botany.hawaii.edu

Classificada pelos botanicos mais antigos como Leguminosae, a familia
Fabaceae € rica em plantas de grande importancia para o homem, como plantas
ornamentais ou como fonte de corantes e madeira. S&o plantas de grande
importancia econémica, as vagens e sementes de muitas das espécies herbaceas
sao fonte de alimentacdo para humanos e animais, pertencem a esta familia todos
0S nossos legumes, a maioria constituida por plantas cultivadas tais como
Phaseolus vulgaris L. (feijao), Pisum sativun L. (ervilha), Lens culinaris Medik.
(lentilha), Vicia faba L. (fava), Cicer arietinum L. (grao-de-bico), Glycine max L. (soja)
e Arachis hypogaea L. (amendoim). S&o fontes ricas de proteinas bem como de
conteudo mineral, sendo, portanto, de alto valor em &reas deficientes de tais
constituintes. Na industria sdo muito utilizadas Astragalus gummifer (goma-arébica),
Indigofera anil L. e Indigofera hirsuta L. (anil). Como madeiras importantes tém
Myroxylon balsamum L. (cabriGbva ou béalsamo), Dalbergia brasiliensis Vog. e
Dalbergia nigra All. (cavilna), Machaerium ocutifolium Vog. e Machaerium
scleroxylon Tul. (jacaranda), Centrolobium microchaete Mart., Centrolobium
robustum Mart. e Centrolobium tomentosum Guill. (arariba), Bowdichia nitida
Spruce., Bowdichia virgilioides H. B. K. e Bowdichia martiusii Benth. (sucupira),
Andira bahiensis N. (angelim) e Dipteryx odorata Aubl. (cumard da Amazo6nia). Como
plantas forrageiras destacam-se Melilotus alba e Medicago sativa L. (alfafa) (JOLY,
2002; DA SILVA et al., 2004). Algumas espécies sdo usadas como fertilizantes e
aumentam largamente os niveis de nitrogénio do solo (HEYWOOD, 1996). Muitas
espécies sdo também cultivadas apenas para uso ornamental, devido principalmente
a suas belas flores como, por exemplo, Lathyrus odoratus L. (ervilha de cheiro),
Spartium junceum L. (giesta), Lupinus polyphyllus Lindl. (lupino), certas espécies de

Phaeseolus, Erythrina crista-galli L., Erythrina falcata Benth., Erythrina glauca Willd.,
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Erythrina mulungu Mart., Erythrina velutina Willd e Erythrina verna Vell. (sanduba,
macaranduba, suina, corticeira-do-litoral e mulungu) e Wisteria floribunda D. C. e
Wisteria sinensis Sweet. (glicia) que séo trepadeiras de flores roxas (JOLY, 2002;
DA SILVA et al., 2004). Boa parte destas plantas pertence, originariamente, a flora
brasileira.

O aparelho vegetativo desta familia € muito variavel. H4 arvores, arbustos,
ervas e trepadeiras, tanto escandentes como volaveis. Quase sempre apresentam
flores compostas, alternantes, com estipulas (SCHULTZ, 1984).

Espécies da familia Fabaceae sdo reputadas pelo grande numero de
ocorréncias de flavonoides, em especial isoflavonoides, sendo que muitos deles
apresentam atividade antimicrobiana (DEWICK, 1994), como também pela presenca
de alcaloides com atividade cardioativa (CORDELL et al., 2001). Também podem
ser encontrados taninos, alguns glicosidios cianogénicos, cristais de proteinas e
graos de amido (JUDD et al., 1999).

3.2 Consideragdes sobre o Género Dalbergia

O género Dalbergia foi proposto pelo filho de Linnaeus em 1781, em memoria
de Carl Gustav Dahlberg, um soldado no Suriname e coletor para Linnaeus. E
considerado o segundo maior género da tribo Dalbergieae Bronn ex. D.C. e pertence
a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae. Foi descrito para acomodar duas
espécies: D. lanceolaria, originaria de Ceildo, e D. monetéria, originaria do Suriname
(CARVALHO, 1989).

O género Dalbergia € composto por cerca de 500 espécies, onde 39 estdo
presentes no Brasil. O género é dividido em cinco secdes (Pseudoecastaphyllum,
Triptolemea, Ecastaphyllum, Selenolobium e Dalbergia), que podem ser definidas
por meio das caracteristicas da inflorescéncia e do fruto. O género Dalbergia surgiu
na Africa, de onde dispersou, tanto para o leste, como para o oeste. As diferentes
condicdes climaticas e ecossistemas da Asia e América do Sul influenciaram os
diferentes modos de evolucdo do género (ALMEIDA, 2001). E possivel encontrar
espécies de Dalbergia (Figura 3, p. 29) nos mais variados tipos de vegetacao, como:
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Campos Rupestres (CARVALHO, 1997).
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L it -
Fonte: http://www.tropicos.org

Uma série de fitoconstituintes como flavonoides, glicosideos, esteroides,
qguinonas, entre outros, tém sido isolados de varias espécies do género, alguns
destes estdo expostos no Quadro 1 (p. 30), e suas estruturas quimicas demostradas

a seguir (Figura 4, p. 31).


http://www.tropicos.org/
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Quadro 1 — Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género Dalbergia.

Isoflavonoides

Constituintes Espécie

Parte

(Extrato)

Estrutura

Referéncia

| 30

Flores

Biochanina A D. volubilis (EP) (A) Chawla et al., 1974
Genisteina D. volubilis F(Iglrae)s (B) Chawla et al., 1974
Daidzeina D. volubilis F(IEIrDe)s © Chawla et al., 1974

. D. odorifera Cerne
Formononetina T Chean (EtOH) (D) Yahara et al., 1989
Isoflavanona
. D. odorifera Cerne
Violanona (EtOH) (B) Yahara et al., 1989
. D. odorifera Cerne
Sativone (EtOH) (3] Yahara et al., 1989
Flavanona
. D. odorifera Cerne
Butin (EtOH) (G) Yahara et al., 1989
Neoflavona e Neoflavonoides
. D. odorifera Cerne
Dalbergina (EtOH) (H) Yahara et al., 1989
. - Galho jovem
Volubolina D. volubilis (EtOH) () Chawla et al., 1974
Glicosideos
Dalpaniculina D. pgg')‘(’l;"ata Sementes Q) Rao; Rao, 1991
Terpenoides e Esteroides
. . . Casca/Caule .

Friedelina D. monetaria (EtOH) (K) Khan; Javed, 1997
Estigmasterol D. monetaria Casca/Caule (L) Khan; Javed, 1997
(EtOH)

Cinamilfenol
. D. cultrate Casca/Caule

Dalberatin B Grah (EtOH) (M) Ito et al., 2003

Quinonas
. Cerne

Obtustaquinol D. retusa (Benz.) (N) Jurd et al., 1972
Furanos

Parvifurana D. paniflora Cerne (O) Muangniocharoen;

P (EtOH) Frahm, 1981

EP: éter de petréleo; EtOH: etanol; Benz: benzeno
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Figura 4 — Estrutura quimica de compostos isolados referentes ao Quadro 1.
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Espécies de Dalbergia sdo importantes arvores tropicais de madeira de lei,

gue apresentam modo de dispersdo de sementes principalmente pelo vento. As
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valiosas madeiras dos jacarandas sdo conhecidas desde o Brasil colonial e a
importancia econémica dessas plantas € citada na literatura ja no inicio daquele
periodo (ROUT et al., 2003).

Varias espécies sdo relatadas para serem usadas tradicionalmente como
expectorante, abortivos, antihelmintico, antipirético, para emese, azia, doencas de
pele, Ulceras, obesidade, dispepsia, sifilis, problemas de estbmago, entre outros
(KIRTIKAR; BASU, 1991; NADKARNI, 1954).

3.3 Consideracdes sobre a espécie Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub.

Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub., popularmente conhecida como rabo-de-
bugio ou marmelo-do-mangue, € uma espécie escandente ou semi-prostrada,
encontrada associada a estuarios, mangues e dunas, onde auxilia na fixacdo da
areia. E bem adaptada a condicdes de alta salinidade e seus frutos séo capazes de
flutuar (CAMARGO, 2005; CARVALHO, 1997).

A espécie frequentemente cresce em locais onde ha constante vaporizacao
de sal e em solos moderadamente salinos e individuos mais velhos tendem a formar
densas moitas. No inicio, seu crescimento € moderado, mas constante. Ja
espécimes mais velhos crescem 2 m por ano (FRANCIS, 2001).

Foi observado que as abelhas coletavam o exsudato vermelho da superficie
da D. ecastophyllum (Figura 5), sugerindo que essa € a origem botanica da prépolis

vermelha (DONNELLY et al., 1973; MATOS et al., 1975).

Figura 5 — Abelhas coletando resina da D. ecastophyllum.

Fonte: www.sulbahianews.com.br/painel/modulos/artigos/images/1313064876.jpg

Poucos estudos foram obtidos com esta espécie, tanto do ponto de vista
quimico quanto farmacolégico. Um estudo realizado por Donnelly et al. (1973) cita a



Estudo Fitoquimico de Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub (Fabaceae) |33

presenca de flavonoides isolados desta espécies, onde alguns destes compostos

encontram-se elencados abaixo (Figura 6).

Figura 6 — Estrutura quimica de flavonoides isolados da espécie D. ecastophyllum.

HO.

Duartina

HO I (o)
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Daidzeina

3.3.1 A propolis vermelha

O termo propolis ja era descrito no século XVI na Franca e a Farmacopeia de
Londres do século XVII lista a propolis como droga oficial (CAPASSO; CASTALDO,
2002; PEREIRA et al., 2002; CAO et al., 2004). A propolis € um dos muitos produtos
naturais que vem sendo utilizado durante séculos pela humanidade (VARGAS et al.,
2004). O uso de extratos de propolis na medicina popular data de 300 anos a.C. (DA
SILVA et al., 2006).

No Brasil, o interesse pela propolis aconteceu somente na década de 80 com
o trabalho pioneiro de Ernesto Ulrich Breyer, demonstrando em seu livro, “Abelhas e
saude”, as propriedades terapéuticas da propolis e sua utilizagdo como antibiético
natural (LIMA, 2006).
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As amostras tropicais de propolis, especialmente as brasileiras, tém mostrado
diferencas significantes nas suas composi¢ées quimicas em relacdo a propolis da
zona temperada. Por essa razdo, a propolis brasileira tém se tornado objeto de
grande interesse por parte dos cientistas (TRUSHEVA et al., 2006).

A prépolis é uma mistura complexa, formada por material resinoso e
balsamico coletado pelas abelhas dos ramos, flores, pdlen, brotos e exsudatos de
arvores; além desses, na colmeia, as abelhas adicionam secrecdes salivares e
enzimas (PEREIRA et al., 2002; FRANCO et al., 2000). As abelhas usam a propolis
(Figura 7) para protegé-las contra insetos e microrganismos, no reparo de frestas ou
danos a colmeia, no preparo de locais assépticos para postura da abelha rainha e na
mumificacdo de insetos invasores (MARCUCCI, 1996).

A composi¢do quimica da propolis inclui flavonoides, acidos arométicos e
ésteres, aldeidos e cetonas, terpenoides e fenilpropanoides, esteroides,
aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e varios outros
compostos em pequenas quantidades (HU et al., 2005; HAYACIBARA et al., 2005;
OZKUL et al., 2004; MATSUDA et al., 2002; ROCHA et al., 2003).

Figura 7 — Producao da propolis vermelha pelas abelhas.

Fonte: agenciasebrae.com.br

A propolis tem sido objeto de estudos farmacolégicos devido as suas
propriedades antibacteriana, antifungica, antiviral, anti-inflamatoria, hepatoprotetora,
antioxidante, antitumoral, imunomodulatéria, etc. (BANKOVA, 2005; KOSALEC et
al., 2005; ALENCAR et al., 2005; SIMOES et al., 2008).
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3.4 ConsideracOes sobre as classes de compostos isolados da espécie

Dalbergia ecastophyllum

3.4.1 Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos mais importantes e diversificados
entre os produtos de origem natural e sdo amplamente distribuidas no reino vegetal.
Com poucos relatos em algas, alguns representantes foram identificados em
bridfitas, existindo apenas um relato de ocorréncia em fungos. Em pteridofitas
também foram encontrados, mas sua variabilidade estrutural é pequena. Todavia
estdo presentes em abundancia nas angiospermas, apresentando nesse grupo
enorme diversidade estrutural (SIMOES et al., 2007).

Diversas fungBes sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas. Entre elas,
pode-se citar a protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta, protecdo contra
microrganismos patogénicos, acdo antioxidante, acdo alelopatica e inibicdo
enzimatica (SIMOES et al., 2000; HARBORNE; WILLIAMS, 2000; HEIM et al., 2002).

Os flavonoides ocorrem em uma grande variedade de formas estruturais.
Todos contém 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis (Cs-C3-Cg), que séo
denominados A, B e C (Figura 8), como consequéncia da ligacdo de dois grupos
fenila a uma cadeia de trés carbonos, ou seja, sdo derivados difenilpropanicos
(PIETTA, 2000).

Figura 8 — Esqueleto basico dos flavonoides.

3'

As varias classes de flavonoides diferem no grau de oxidacdo e de
substituicdo do anel C, enquanto que compostos individuais em uma classe diferem

quanto a substituicdo dos anéis A e B. Nos compostos triciclicos, as unidades
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carbbnicas sdo denominadas nucleos A, B e C e os carbonos recebem numeracao
com numeros ordinarios para os nucleos A e C, e 0s mesmos numeros, seguidos de
uma linha (‘) para o nucleo B (PIETTA, 2000).

3.4.1.1 Atividades bioldgicas dos flavonoides

As atividades dos flavonoides e de seus metabdlitos dependem de sua
estrutura quimica, que podem variar com substituicées incluindo hidrogenacao,
hidroxilagdes, metilacdes, sulfatacdes e glicosilagoes (BIRT et al., 2001).

As modificacBes no anel central dessas substancias levam a diferenciacdo em
subclasses distintas, tais como: flavona, flavanona, flavonol, flavanonol, chalcona,
flavan-3-ol, antocianidinas e isoflavona. (VEITCH; GRAYER, 2008; BOOTS et al.,

2008), as quais estdo elencadas abaixo (Figura 9).

Figura 9 — Esqueletos bésicos das subclasses dos flavonoides.
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O interesse econdmico dos flavonoides é decorrente de suas diferentes
propriedades. Ensaios biolégicos usando combinacdes isoladas revelam que os
flavonoides exibem uma grande agcdo sobre os sistemas bioloégicos demonstrando

efeitos antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico, citotdéxico, antineoplasico,
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antioxidante, anti-hepatotéxico, anti-hipertensivo, hipolipidémico, anti-inflamatorio,
antiplaquetario (PELZER et al., 1998). Estes efeitos podem estar relacionados as
propriedades inibitérias que os flavonoides desempenham nos varios sistemas
enzimaticos incluindo hidrolases, isomerases, oxigenases, oxidorredutases,
polimerases, fosfatases, proteinas fosfoquinases e aminoacido oxidases
(FERGUSON, 2001). Os flavonoides tém merecido destaque em virtude de sua
ampla gama de acdes terapéuticas ja demonstradas tanto experimentalmente
quanto em humanos (MACHADO et al., 2008).

3.4.1.2 Biossintese dos flavonoides

O esqueleto basico dos flavonoides, (Cs-C3-Cg), resulta de rotas biossintéticas
distintas: a via do &cido chiquimico e a via do acetato (acido meval6nico) (Esquema
1, p. 38). O anel B e a parte heterociclica do esqueleto flavénico sdo originados a
partir de um éster do acido hidroxicindmico, denominado de p-cumaroil-CoA, ao
passo que o nucleo A se origina de trés unidades de acetato, via malonil-CoA
(GOTTLIEB; BORIN, 1998).

A principal enzima envolvida na formacao do esqueleto flavénico € a chalcona
sintase (CHS), esse catalisa a condensacdo gradual de trés unidades de acetato
malonil-CoA com p-cumaroil-CoA originando a chalcona. O composto 6’-
deoxichalcona, isoliquiritigenina, é um similar sintetizado a partir do malonil-CoA e
do p-cumaroil-CoA via CHS, envolvendo nessa reacdo uma redutase dependente
(NADPH). Os dois tipos de chalcona citados podem ser precursores diretos das
auronas e de outros fenilpropandides. Mas, em particular o 6-hidroxi e 6-
deoxichalcona sdo os genitores imediatos de todos os tipos de flavonoides e
isoflavonoides. A ligacdo estereoespecifica da chalcona, catalisada pela enzima
chalcona isomerase (CHI), origina a flavanona com o esqueleto flavonoide tipico
(HELLER; FORKMANN, 1994).
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Esquema 1 — Representacdo esquematica da biossintese dos flavonoides (DEWICK, 1997).
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Flavonas séo biossintetizadas a partir de flavanonas pela introducdo de uma
dupla ligacdo entre C2 e C3. Dois tipos de enzimas, a flavona sintase | (FNS I) e a
flavona sintase Il (FNS Il), sdo os catalizadores dessa reacdo. A formacao de
isoflavonas a partir de flavanonas se da pela participacdo da 2-hidroxi-isoflavanona
sintase (IFS), um citocromo P450 monoxigenase de fungcdo mista. A reagcdo envolve
um rearranjo oxidativo da flavanona, incluindo a troca do anel da posi¢cao C2 para a
posicdo C3 (DEWICK, 1997).
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As flavanonas podem também ser hidroxiladas na posicdo 3, formando
dehidroflavonol, que sé&o intermediarios biossintéticos na formacdo do flavanol,
catequinas, procianidinas e antocianidinas. Essa reacdo é catalisada pela 3-
flavanona hidroxilase (FHT). Os flavondis sédo formados a partir de dehidroflavonéis
por introducéo de uma dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3, reacao esta catalisada
pela enzima flavonol sintase (FLS) (HELLER; FORKMANN, 1994).

3.4.2 Terpenoides

Os terpendides constituem uma grande familia de metabdlitos secundarios,
compreendendo cerca de 30.000 terpenos, classificados de acordo com o numero
de unidades isoprénicas de cinco carbonos (Figura 10), que vao se ligando entre si,
orientadas em sentido cabeca-cauda, formando as seguintes classes:
hemiterpenoides (Cs), monoterpenoides (Cig), sesquiterpenoides (Cis), diterpenoides
(C20), triterpenoides (Csp), tetraterpenoides (C4o) € politerpenoides (>C40) (DUBEY et
al., 2003). O isopreno € produzido naturalmente, mas ndo esta envolvido
diretamente na formacdo dos produtos pertencentes a estas classes. As unidades
bioquimicamente ativas de isopreno sdo na realidade o dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) e o isopentenil pirofosfato (IPP) (NIERO; MALHEIROS, 2007).

Figura 10 — Unidade isoprénica.
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3.4.2.1 Atividades biol6gicas dos terpenoides

Os terpenoides sdo compostos que ocorrem em todas as plantas e
compreendem uma classe de metabdlitos secundarios com uma grande variedade
estrutural apresentando importantes funges biologicas e fisioldgicas e, por isso,
muitos sdo utilizados na area farmacéutica (NIERO; MALHEIROS, 2007; RAVEN et
al., 2001)
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Os hemiterpenoides sdo o menor grupo dos terpenos, sendo que 0 seu
representante mais conhecido e estudado € o isopreno, um produto volatil liberado
de tecidos fotossinteticamente ativos (BUCHANAN et al., 2000)

Os monoterpenos sd@o 0s principais constituintes dos o6leos volateis,
importantes comercialmente no fabrico de sabdes, detergentes, cosméticos e
perfumaria, além de serem atrativos dos polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral,
apresentam funcbes protetoras contra fungos e bactérias, enquanto muitos
diterpenoides dao origem aos hormoénios de crescimento vegetal. Os triterpenos e
seus derivados esteroidais apresentam uma gama de fun¢gdes como protegao contra
herbivoros, alguns sdo antimitéticos, outros atuam na germinacao das sementes e
na inibicdo do crescimento da raiz (NIERO; MALHEIROS, 2007).

Entre os triterpenos estd uma importante classe de substancias, os
esteroides, 0s quais sdo componentes dos lipidios de membrana e precursores de
horménios esteroides em mamiferos, plantas e insetos. Outra classe importante de
triterpenos sdo as saponinas. Como o proprio nome indica, sdo prontamente
reconhecidas pela formacdo de espuma em certos extratos vegetais. Essas
substancias sdo semelhantes ao sabdo porque possuem uma parte sollvel (glicose)
e outra lipossoluvel (triterpeno). Nas plantas, as saponinas desempenham um
importante papel na defesa contra insetos e micro-organismos (PERES, 2004).

Os triterpenos constituem talvez o grupo mais importante de terpenoides. Eles
apresentam diversas propriedades medicinais, destacando-se os efeitos anti-
inflamatorios, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais (NIERO; MALHEIROS,
2007).

Os tetraterpenoides sdo carotenoides, pigmentos responsaveis pela coloracéo
amarela, laranja, vermelha e purpura dos vegetais, apresentando funcao essencial
na fotossintese e, especialmente, na pigmentacdo de flores e frutos. Os
politerpenoides sdo aqgueles com mais de oito unidades de isopreno, ou seja, com
mais de 40 carbonos na sua estrutura, como os longos polimeros encontrados na
borracha (ROBBERS et al., 1997; BUCHANAN et al., 2000 OLIVEIRA et al., 2003).
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3.4.2.2 Biossintese dos terpenoides

Os terpenos sé@o biossintetizados a partir de metabdlitos priméarios por no
minimo duas rotas diferentes, conforme mostra o esquema abaixo (Esquema 2, p.
42).

Na rota do acido mevalbnico, trés moléculas de acetil CoA sédo ligadas, a
partir de uma série de etapas da rota, para formar o acido mevaldnico. Esse
importante intermediario de seis carbonos é entdo pirofosforilado, descarboxilado e
desidratado para produzir o isopentenil difosfato (IPP), que € a unidade basica na
formacéo dos terpenos. O IPP e seu isbmero, o dimetilalil difosfato (DMAPP) séo as
unidades pentacarbonadas ativas na biossintese dos terpenos que se unem para
formar moléculas maiores. Inicialmente o IPP e o DMAPP reagem e formam o
geranil difosfato (GPP), uma molécula de 10 carbonos, a partir da qual sédo formados
os monoterpenos. O GPP pode, entdo, ligar-se a outra molécula de IPP, formando
um composto de 15 carbonos, farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria dos
sesquiterpenos. A adicdo de outra molécula de IPP forma o geranilgeranil difosfato
(GGPP), composto de 20 carbonos precursor dos diterpenos. Finalmente, FPP e
GGPP podem dimerizar para formar triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40),
respectivamente (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Esquema 2 — Representacdo esquematica da biossintese dos terpenos (TAIZ; ZEIGER,

2004).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Levantamento bibliogréfico

O levantamento bibliogréfico de Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub., realizou-
se no decorrer do trabalho laboratorial através do Chemical Abstracts, Biological
Abstracts, através do NAPRALERT (banco de dados sobre plantas do ponto de vista
quimico e bioldgico), anais de eventos nacionais e internacionais, além de pesquisas
no Portal da CAPES, SciFinder e em outras fontes disponiveis na Internet, sendo
encontrado raros registros na literatura no que tange ao estudo fitoquimico dessa

espécie.

4.2 Coleta do material botanico

O material botanico, partes aéreas, de D. ecastophyllum foi coletado no
municipio de Rio Tinto — PB, em setembro de 2010. Sua identificagdo botanica foi
realizada pela Profa. Dra. Evelise Marcia Locatelli (Botanica do CES/UFCG, Campus
Cuité) e uma exsicata foi preparada e depositada no Herbario do Departamento de
Sistemética e Ecologia (DSE) — UFPB, catalogada como 45738 (JPB).

4.3 Processamento do material botanico

O material botanico fresco foi desidratado em estufa com ar circulante,
durante 72 horas, a temperatura média de 40 °C, sendo, em seguida, triturado em
moinho mecanico, fornecendo 8.800,00 g do p6 da planta.

4.4 Obtencao e Particionamento do Extrato Etandlico Bruto (EEB)

O po da planta (8.800,00 g) foi macerado em etanol (EtOH) a 95 % por 72
horas, sendo tal processo repetido exaustivamente. Em seguida, a solugdo extrativa
foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40 °C,
fornecendo 2.093,74 g (23,8%) do EEB.

Uma aliquota de 300,0 g do EEB foi suspensa em uma solugédo de MeOH:H,0O
(3:7), sob agitagdo mecénica por uma hora obtendo-se, a suspenséo hidroalcodlica
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(SH). A SH foi submetida sequencialmente a um particionamento com hexano,
diclorometano (CH,Cl,;) e acetato de etila (AcOEt). As fases obtidas foram, entéo,
desidratadas com sulfato de sédio anidro, filtradas e concentradas em evaporador
rotativo sob pressao reduzida, obtendo-se 50,5 g (16,8%) da fase hexanica, 2,4 g
(0,8%) da fase diclorometano e 159,2 g (53,1%) da fase acetato de etila (Esquema
3).

Esquema 3 — Etapas envolvidas no processo de obtencéo e particionamento do EEB.

P6 da Planta (8.800,0 g)

- Maceracao 72h com EtOH 95%
- Concentracgdo sob pressao reduzida

Extrato Etandlico Bruto (2.093,74 g)

- MeOH:H20 (3:7)
- Agitacdo mecéanica por 1 h

Suspensao Hidroalcodlica

- Particéo liquido-liquido em ampola
de separacao

Hexano
- Desidratagao com sulfato de sédio anidro
- Concentracgao sob pressao reduzida
CH,CI,
- Desidratacdo com sulfato de sédio anidro A -
- Concentracéo sob presséo reduzida Fase Hexanica (50,5 g)
Fase Diclorometano (2,4 g) AcOEt

- Desidratag¢éo com sulfato de sédio anidro
- Concentracao sob presséo reduzida
[ Fase AcOEt (159,2 g) *

Fase Hidroalcodlica* *Reservada para estudos posteriores
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4.5 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos das Fases Hexanica e

Diclorometano do Extrato Etandélico Bruto

O isolamento, purificacdo e andlise dos constituintes quimicos das fases
hexénica e diclorometano do Extrato Etandlico Bruto de D. ecastophyllum foram
realizados através de técnicas cromatograficas como: Cromatografia em Coluna

(CC) e Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), respectivamente.

4.6 Procedimentos cromatograficos e definicdo do grau de pureza

Os adsorventes gel de silica 60 (Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm,
70-230 mesh) e silica flash (particulas com 0,063-0,04 mm, 230-400 mesh) foram
utilizados como fase estacionéaria para a CC, tendo como suporte colunas de vidro
cilindricas com dimens@es variando de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada. Como fase movel, nos processos cromatogréaficos, foram utilizados
solventes comerciais destilados no setor de destilacdo de solventes do Laboratério
de Fitoquimica da UFPB, tais como hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol.

A CCDA foi empregada para a analise e reunido das fracdes obtidas por
cromatografia em coluna e para a andlise da pureza dos constituintes isolados. As
placas cromatogréaficas utilizadas para CCDA foram preparadas com uma suspensao
gel de silica PFas4 (Art. 7749 Merck) em agua destilada (1:2 m/v) distribuida sobre a
placa de vidro com auxilio de um espalhador mecéanico tipo quick fit, seguindo
técnica descrita por Matos (1997), tendo a camada de silica espessura igual a 0,3
mm. Como suportes para as placas cromatogréaficas foram utilizadas placas de vidro
com dimensdes variadas de 5x20, 10x20 e 20x20 cm. As cromatoplacas obtidas
foram secas ao ar livre e ativadas em estufa a 100 °C durante duas horas.

As substancias em analise foram evidenciadas pelo uso de radiacdo
ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm como também impregnacgao
das placas em cubas de vidro, saturadas por vapor de iodo. O monitoramento das
substancias através do fator de retencdo (Rf) na CCDA foi o método adotado para
reunir as fracdes coletadas durante a cromatografia em coluna.

Para definir o grau de pureza das substancias isoladas, fez-se o uso de

CCDA utilizando-se varios sistemas de solventes.
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4.7 Processamento cromatografico da Fase Hexanica do Extrato Etandlico

Bruto

Uma aliquota de 15,0 g da fase hexanica (Coluna 1.0) do EEB das partes
aéreas de D. ecastophyllum foi submetida a uma cromatografia em coluna, utilizando
como fase estacionaria gel de silica 60 e como fase movel foram utilizados hexano,
CH.Cl,, AcOEt e MeOH puros ou em misturas binarias com gradiente crescente de
polaridade, sendo suas fragbes concentradas em evaporador rotativo sob pressao
reduzida (Esquema 4, p. 48).

Desta coluna, foram coletadas 368 frac6es de 150 mL cada, concentradas em
evaporador rotativo, analisadas em CCDA e reunidas de acordo com seus Rf's
(Quadro 2, p. 49). As fracbes 40/44 e 80/88 (28,0 e 36,0 mg respectivamente),
apresentaram-se como solidos brancos cristalinos que apo6s sucessivas
recristalizacdées com hexano e cloroférmio, foram submetidas a espectroscopia de
RMN 'H e C codificando as substancias como De-1 e De-2. A fracdo 264/268
forneceu um precipitado branco (45,0 mg) submetido a espectroscopia de RMN *H e
RMN *3C, sendo codificado como De-3.

A fracdo 55/67 (334,0 mg) foi submetida a nova cromatografia em coluna
utilizando como adsorvente silica flash (Coluna 1.1) e como eluentes hexano,
CHCl,, AcOEt e MeOH puros ou em misturas binarias com gradiente crescente de
polaridade (Esquema 4, p. 48). Dessa coluna, foram coletadas 96 fracdes de 20 mL
cada, analisadas em CCDA e reunidas de acordo com seus Rf's (Quadro 3, p. 49). A
fracdo 13 (6,0 mg) apresentou-se na forma de cristais brancos e foram submetidas a

espectroscopia de RMN *H e *3C codificando a substancia como De-4.
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Esquema 4 - Etapas envolvidas no processamento cromatografico da fase hexanica de
Dalbergia ecastophyllum.

Fase Hexanica (15,0 g)

- Coluna 1.0 (gel de silica 60)
- Hex.; Hex:AcOEt; AcOEt; AcOEt:MeOH; MeOH
(em gradiente crescente de polaridade)

- CCDA
1...39 45..54 68...79 89... 263 281...368
40/44 55/67 80/88 264/280
| |
Recristaliza¢édo Recristalizacéo
Hex:CHCl3 Hex:CHClI3
| 334,0 mg |
De-1 De-2 De-3
28,0 mg 36,0 mg 45,0 mg
- Coluna 1.1 (silica flash)
- Hex.; Hex:AcOEt; AcOEt; AcOEt:MeOH; MeOH
(em gradiente crescente de polaridade)
- CCDA
1..12 13 14...48

6,0 mg
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Quadro 2 - Sistemas de elui¢cdes utilizados no processamento cromatogréfico da fase
hexanica (Coluna 1.0) de Dalbergia ecastophyllum, fracdes coletadas para cada sistema de
eluicdo e grupos de fracdes reunidas.

Hexano (100%) 01-32 1-3, 4-10,11-21, 22-23, 24-30
Hexano:AcOEt (95:5) 33-69 31-39, 40-44, 45-54, 55-67
Hexano:AcOEt (93:7) 70-84 68-79, 80-88

89-94, 95-102,103-114,
Hexano:AcOEt (85:15) 85-132 115-130
Hexano:AcOEt (9:1) 133-140 131-138
139-145, 146-152, 153-167,
Hexano:AcOEt (8:2) 141-172 168-176
Hexano:AcOEt (7:3) 173-187 177-180, 181-188
Hexano:AcOEt (6:4) 188-198 189-194
Hexano:AcOEt (1:1) 199-210 195-208
Hexano:AcOEt (4:6) 211-226 209-224
Hexano:AcOEt (3:7) 227-239 225-232, 233-240
Hexano:AcOEt (2:8) 240-253 241-252
Hexano:AcOEt (1:9) 254-263 253-263

AcOEt (100%) 264-279 264-280
AcOEt:MeOH (99:1) 280-294 281-290
AcOEt:MeOH (95:5) 295-319 291-314, 315-322

AcOEt:MeOH (9:1) 320-331 323-342
AcOEt:MeOH (8:2) 332-346 334-368
AcOEt:MeOH (7:3) 347-368

Quadro 3 — Sistemas de elui¢cBes utilizados no processamento cromatogréfico da fase
hexanica (Coluna 1.1) de Dalbergia ecastophyllum, fracdes coletadas para cada sistema de
eluicdo e grupos de fracdes reunidas.

1-9, 10-12, 13, 14-24,

Hexano:AcOEt (98:2) 01-40 25.27. 28.30, 31-40
Hexano:AcOEt (97:3) 41-46 41-42, 43-48
Hexano:AcOEt (95:5) 47-51 49-51
Hexano:AcOEt (9:1) 52-61 52, 53-54, 55-56, 57-64
Hexano:AcOEt (85:15) 62-71 65-71
Hexano:AcOEt (7:3) 72-79 7275, 76-82
Hexano:AcOEt (6:4) 80-82
Hexano:AcOEt (1:1) 83-85 83-87
AcOEt (100%) 86-87
AcOEt:MeOH (9:1) 88-89
ACcOEt:MeOH (8:2) 90-92 88-90, 91-92

AcOEt:MeOH (7:3) 93-96 93-96
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4.8 Processamento cromatografico da Fase Diclorometano do Extrato

Etandlico Bruto

A fase diclorometano (2,4 g) do EEB de D. ecastophyllum foi submetida a
uma cromatografia em coluna, utilizando como fase estacionaria gel de silica 60
(Coluna 2.0) e como fase movel foram utilizados hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH
puros ou em misturas binarias com gradiente crescente de polaridade, sendo suas
fracbes concentradas em evaporador rotativo sob presséo reduzida (Esquema 5).

Foram coletadas 186 fragdes de 100 mL cada, concentradas em evaporador
rotativo sob pressao reduzida, analisadas em CCDA e reunidas de acordo com seus
Rf's (Quadro 4, p. 50). A fracdo 50/52 forneceu cristais amarelos (4,0 mg) e a fracao
64/68 cristais brancos (15,0 mg) as quais foram submetidas a espectroscopia de

RMN *H e RMN *3C sendo codificadas como De-5 e De-6, respectivamente.

Esquema 5 — Etapas envolvidas no processamento cromatografico da fase diclorometano
de Dalbergia ecastophyllum.

Fase Diclorometano (2,4 g)

- Coluna 2.0 (gel de silica 60)

- Hex.; Hex:AcOEt; AcOEt; AcOEt:MeOH; MeOH
(em gradiente crescente de polaridade)

- CCDA

1...49 53...63 68...186

50/52 64/67

De-5 De-6

4,0 mg 15,0 mg
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Quadro 4 - Sistemas de elui¢cBes utilizados no processamento cromatogréfico da fase
diclorometano (Coluna 2.0) de Dalbergia ecastophyllum, fracdes coletadas para cada
sistema de elui¢éo e grupos de fracdes reunidas.

Hexano (100%) 01-02 1-3
Hexano:AcOEt (95:5) 03-29 4,5-10,11-13,14-20, 21-31
Hexano:AcOEt (93:7) 30-36 32-40
Hexano:AcOEt (9:1) 37-47 41-49
Hexano:AcOEt (85:15) 48-52 50-52
Hexano:AcOEt (8:2) 53-63 53-57, 58-59, 60-61, 62-63
Hexano:AcOEt (75:25) 64-69 64-68
Hexano:AcOEt (7:3) 70-74 69-71, 72-73
Hexano:AcOEt (6:4) 75-86 74-82, 83-90
Hexano:AcOEt (1:1) 87-101 91-93, 94-100
Hexano:AcOEt (4:6) 102-113
Hexano:AcOEt (3:7) 114-124 101-132
Hexano:AcOEt (2:8) 125-136
Hexano:AcOEt (1:9) 137-145 133-154
AcOEt (100%) 146-153
AcOEt:MeOH (95:5) 154-158 155-169
AcOEt:MeOH (9:1) 159-167
AcOEt:MeOH (8:2) 168-180 170-186
AcOEt:MeOH (7:3) 181-186

4.9 Caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de D.

ecastophyllum

A caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de D.
ecastophyllum foi realizada pela andlise dos espectros obtidos através dos métodos
espectroscopicos no Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN *H) e Carbono-13 (RMN *3C), utilizando técnicas uni e
bidimensionais (HMQC, HMBC, NOESY e COSY), além de comparagbes com

modelos da literatura.

4.9.1 Infravermelho

Os dados espectrais na regiao do infravermelho foram obtidos em aparelho

Perkin-Elmer, FT-IR-1750 do Laboratério de Fitoquimica do Centro de Biotecnologia
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(CBiotec) da UFPB, utilizando-se de 1 a 3 mg da amostra em pastilhas de KBr. As

absorcées foram registradas em cm™.

4.9.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram obtidos nos
espectrometros Mercury-Varian a 200 e 500 MHz do Laboratério Multiusuario de
Caracterizacado e Andlise — Central Analitica da UFPB (LMCA-UFPB), otimizados
para técnicas uni e bidimensionais, utilizando-se quantidades varidveis de amostras.
Os solventes empregados para solubilizar as amostras foram cloroférmio deuterado
(CDCl3), piridina deuterada (CsDsN), dimetil sulfoxido deuterado (DMSO-dg) e
acetona deuterada ((CD3),CO) cujos picos caracteristicos em RMN H e *C
serviram como padréo interno durante a obtencao dos espectros.

As constantes de acoplamento (J) em Hz e os deslocamentos quimicos ()
em partes por milhdo (ppm) foram referenciados para RMN de *H pelos sinais
caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracbes ndo deuteradas dos
solventes: CHCI;3 (7,24 ppm), CsDsN (7,55 ppm), DMSO-ds (2,49 ppm) e (CD3).CO
(2,04 ppm). Para os espectros de RMN de *C, os deslocamentos quimicos foram
referenciados pelos sinais dos carbonos dos solventes deuterados: CDCI; (77,0
ppm), CsDsN (135,5 ppm), DMSO-dg (39,5 ppm) e (CD3),CO (29,8 ppm).

As multiplicidades dos deslocamentos quimicos de RMN de *H foram
indicadas segundo as convencdes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd
(duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). Os espectros de RMN de *C foram
obtidos pela técnica APT convencionados com o0s sinais de carbonos néao
hidrogenados (C) e metilénicos (CHy) acima da linha base e sinais de carbonos
metinicos (CH) e metilicos (CH3) abaixo da linha base.

Os espectros de RMN também foram otimizados para as técnicas
bidimensionais como: HMQC, espectro de correlagdo heteronuclear, que
correlaciona entre os hidrogénios e seus respectivos carbonos; HMBC, espectro de
correlacdo heteronuclear, que correlaciona entre os hidrogénios e carbonos a duas
(CJch) e trés (PJen) ligacdes; NOESY, espectro de correlacdo homonuclear, que
correlaciona os hidrogénios espacialmente; e COSY, estabelece as correlactes
entre hidrogénios que sao responsaveis, entre si, pelo desdobramento do sinal, e

assim discernir a multiplicidade dos sinais observados no espectro de RMN *H.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Substéancias isoladas das partes aéreas de Dalbergia ecastophyllum

O estudo fitoquimico do EEB das partes aéreas de Dalbergia ecastophyllum
resultou no isolamento e identificacdo estrutural de dez substancias. Da fase
hexéanica foram isolados quatro compostos, codificados como De-1, De-2(a/b), De-
3(a/b) e De-4(a/b/c) e da fase diclorometano mais dois compostos, De-5 e De-6
(Figura 11).

Figura 11 - Estruturas quimicas das substancias isoladas das partes areas de D.
ecastophyllum.

29

De-2a, R = H ~ De-2b, R = H
De-3a, R = B-D-Gl ‘ °  De-3b,R=g-D-GI

OMe
OMe
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5.2 Determinacéao estrutural de De-1

A substancia codificada como De-1 foi obtida na forma de cristais brancos
com massa de 28,0 mg, correspondendo a 1,87 % em relacdo a massa da fase
hexanica.

O espectro de absorcédo na regido do IV (Figura 12) revelou uma banda de

absorcdo intensa em 1714 cm’, tipica de estiramento de carbonila (C=0) n&o

conjugada. Também foi observado bandas caracteristicas de dobramento de CH,
em 1458 cm™ e CH; em 1388 cm™, além de uma absorc&o na regido de 2926 cm™

correspondente a deformacéo axial do grupo C-H sp® (SILVERSTEIN et al

., 2007,
PAVIA et al., 2010).
Figura 12 — Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de De-1.
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O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) (Figura 14, p. 59) e sua expansao
(Figura 15, p. 60) evidenciou um envelope de sinais na regido entre oy 0,69 e 2,33
caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, sugestivo de
substancias que possuem esqueleto triterpénico pentaciclico. Foram observados
sinais em oy 0,69, 0,84, 0,86, 0,92, 0,97, 1,02, 1,15 e 1,31, condizentes com as
metilas H-27, H-23, H-29, H-24, H-30, H-25, H-26 e H-28, desse tipo de esqueleto.

O espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls) (Figura 16, p. 61) e suas

expansdes (Figura 17 e 18, p. 62) revelou a presenca de 30 sinais, dos quais 7
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foram referentes a carbonos nao hidrogenados, 4 a carbonos metinicos, 11 a
carbonos metilénicos e 8 a carbonos metilicos, evidenciando tratar-se a substancia
de um triterpeno.

A presenca do grupo oxo é caracterizada por deslocamento quimico entre &¢
198,4 e ¢ 219,0. A insaturacédo de grupos oxo resulta em sinais de carbono mais
desprotegido que os das ligacdes olefinicas. Em geral, carbonos carbonilicos
saturados absorvem entre 6c 211,9 e 219,0 e em moléculas a,B insaturadas
encontram-se mais protegidos absorvendo entre &¢ 198,4 e 206,2. No espectro de
RMN 3C de De-1 observou-se um deslocamento quimico em 8¢ 213,3 evidenciando
a presenca de uma carbonila em C-3, corroborando com o espectro de IV.
(MAHATO; KUNDU, 1994).

No espectro de RMN **C (Figura 16, pag. 61), pdde-se observar um sinal em
Oc 58,1, que de acordo com a literatura (CANO et al., 2000) é caracteristico dos
triterpenos da serie friedelano, os quais possuem grupos metila vicinais em C-4 e C-
5, além de um outro grupo metila em &¢ 17,9, inserido em C-9.

Observou-se ainda um sinal com deslocamento quimico em &¢ 6,8 (Figura 17,
p. 62), tipico de absor¢es do C-23 devido ao efeito y-gauche da metila C-24 e pelo
efeito do cone de protecdo da carbonila em C-3. Ao contrario de compostos
hidroxilados em C-3, que desprotegem o C-23 deslocando sua absor¢édo para uma
faixa entre &¢ 9,6 a 11,3, como demonstrado abaixo (MAHATO; KUNDU, 1994).

@) HO I
24 24

23 — 6c 6,8 23 — 6C 9,6 - 11,3

Estas informagées, em conjunto com os valores de RMN *3C descritos na
literatura (Tabela 1, p. 58), permitiram identificar De-1, como sendo o triterpeno
Friedelan-3-ona, mais conhecido como friedelina (Figura 13, p. 57) (CANO et al.,
2000).
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Figura 13 — Estrutura quimica de De-1, friedelina.
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Trata-se do primeiro relato do isolamento de friedelina dessa espécie, porém
outras espécies do género Dalbergia jA apresentaram esse composto em sua
constituicdo, tais como D. hainanensis, D. monetaria, D. variabilis e D. volubilis
(ZHANG et al.,, 2003; KUROSAWA et al.,, 1978) . Estudos desenvolvidos por
Antonisamy et al. (2011), mostraram que a friedelina possui atividades anti-

inflamatoria, analgésica e antipirética quando testadas em camundongos.


http://www.refdoc.fr/?traduire=en&FormRechercher=submit&FormRechercher_Txt_Recherche_name_attr=auteursNom:%20(ZHANG)
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Tabela 1 — Dados de RMN 'H e *C de De-1 em CDCl; (500 e 125 MHz, respectivamente) e
de RMN **C da friedelina em CDCl; (500 e 125 MHz, respectivamente), segundo Cano et al.
(2000).

friedelina

Literatura De-1
C Oc oc On
1 22,2 22,2 -
2 41,5 41,5 -
3 213,2 213,3 -
4 58,2 58,1 2,24 (m)
5 42,1 42,1 -
6 41,3 41,2 -
7 18,2 18,2 -
8 53,1 53,0 -
9 37,4 37,4 -
10 59,4 59,4 -
11 35,6 35,5 -
12 30,5 30,4 -
13 39,7 39,6 -
14 38,3 38,2 -
15 32,4 32,3 -
16 36,0 35,9 -
17 30,0 29,9 -
18 42,8 42,7 -
19 35,3 35,3 -
20 28,1 28,1 -
21 32,7 32,7 -
22 39,2 39,2 -
23 6,8 6,8 0,84 (d, J =5,0 Hz, 3H)
24 14,6 14,6 0,92 (s)
25 17,9 17,9 1,02 (s)
26 20,2 20,2 1,15 (s)
27 18,6 18,6 0,69 (s)
28 32,1 32,0 1,31 (s)
29 35,0 35,0 0,86 (s)
30 31,8 31,7 0,97 (s)
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Figura 14 — Espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) de De-1.
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Figura 15 — Expans&o do espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) de De-1 (5 0,6 — 2,4).
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Figura 16 — Espectro de RMN **C APT (CDCls;, 125 MHz) de De-1.
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Figura 17 — Expansdo do espectro de RMN *C APT (CDCI3,125 MHz) de De-1 (85— 45)
vN Nmmtnj e I o~ o~ o -l!\ - -

e 1
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Figura 18 - Expansdo do espectro de RMN *C APT (CDCl;, 125 MHz) de De-1 (5 28 — 44).
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5.3 Determinacéao estrutural de De-2(a/b)

A substancia codificada como De-2 foi obtida na forma de cristais brancos
com 36,0 mg de massa, correspondendo a 2,40 % em relacdo a massa da fase
hexanica.

O espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) (Figura 21, p. 66) e suas expansées
apresentaram um conjunto de deslocamentos quimicos simples e de alta
multiplicidade, caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, em
0n 0,6 - 2,2 que sdo compativeis com substancias que possuem esqueleto terpénico
elou esteroidal (KOJIMA et al., 1990). Um multipleto em &4 3,49 (Figura 22, p. 67)
mostrou-se caracteristico de hidrogénio oximetinico na posicédo 3 em triterpenos e/ou
esteroides. Um dupleto largo em &y 5,32 (J = 4,0 Hz) e dois duplos dupletos,
acoplando trans entre si, em 644,97 (J = 8,2 e 15,3 Hz) e 5,13 (J = 8,2 e 15,3 H2z)
permitiram sugerir duas unidades olefinicas para De-2, trissubstituida na posicao C-
6 e dissubstituida na posicdo C-22-C-23, (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al.,
2010).

No espectro de RMN *3C - APT (50 MHz, CDCls) (Figura 24, p. 68) e nas
expansdes, sinais intensos e outros duplicados permitiram afirmar que De-2 tratava-
se de uma mistura de duas substancias, ambas apresentando o mesmo esqueleto
carbdnico: nacleo esteroidal do tipo estigmasteno Cyg, (Figura 19) (KOJIMA et al.,
1990).

Figura 19 — Nucleo esteroidal do tipo estigmasteno.

Um sinal intenso em &¢ 71,7 (Figura 25, p. 69) referente a dois carbonos
oximetinicos em C-3; sinais para carbonos sp? metinico em 8¢ 121,6 (2C) e ndo
hidrogenado em &¢ 140,7 (2C) compativeis com dupla ligagéo localizada entre C-5 e

C-6; outros em 3¢ 138,3 (1C) e 129,2 (1C) para carbonos sp® metinicos condizentes
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com dupla ligacdo entre C-22 e C-23; bem como, os demais dados espectrais
permitiram identificar De-2 como sendo uma mistura de -sitosterol (De-2a) e
estigmasterol (De-2b) (Figura 20, p.64). Esta afirmacdo esta fundamentada em
comparacdes dos dados espectrais de De-2 observados em RMN de *H e **C com
os dados apresentados por Tomaz et al. (2008) para as mesmas substancias
(Tabela 2, p. 65).

Figura 20 — Estruturas quimicas de De-2(a/b): B-sitosterol (& esquerda) e estigmasterol (a
direita).

O [-sitosterol e o estigmasterol sdo relatados em todo o Reino Vegetal,
estando a mistura relatada pela primeira vez na espécie em estudo, porém o [-
sitosterol ja foi encontrado isoladamente na D. ecastophyllum, D. volubilis e D.
sericea (CHAWLA; MITTAL, 1987; AIYAR et al., 1974).
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Tabela 2 — Dados de RMN 'H e C de De-2(a/b) em CDCl; (200 e 50 MHz,
respectivamente) e de RMN **C do B-sitosterol e estigmasterol em CDCl;, segundo Tomaz
et al. (2008).

B-sitosterol estigmasterol

Lit. De-2a Lit. De-2b
C Oc Oc o4 oc Oc o4
1 372 372 i 372 37,2 i
2 | 314 316 i 31,4 316 i
3 717 7.7 3,49 (m, 1H) 71,7 717 3,49 (m, 1H)
4 421 422 i 42,1 422 i
5 | 1407 140,7 i 140,7 140,7 i
6 1216 1216 5,32(dl,J=4,0Hz, 1H) 121,6 121,6 5,32 (dl, J=4,0 Hz, 1H)
7 319 318 i 31,9 318 i
8 318 318 i 31,8 318 i
9 501 501 i 50,1 50,1 i
10 364 36,4 i 36,4 364 i
11 210 21,0 i 21,0 21,0 i
12 397 39,7 i 39,6 396 i
13 422 421 i 422 421 i
14 56,7 56,7 i 56,8 56,8 i
15 243 24,2 i 243 243 i
16 282 282 i 28,9 289 i
17 560 56,0 i 559 559 i
18 118 11,8 i 11,9 11,9 i
19 19,3 19,3 i 19,3 19,3 i
20 36,1 36,1 i 40,5 405 i
21 187 189 i 21,2 212 i
22 340 339 i 1383 1383 ~or(dd, ‘]'185 e 153 Hz,
23 260 26,0 i 1202 1202 13 (dd"]'fk’lz) e 153 Hz,
24 457 457 i 51,2 51,2 i
25 290 29,0 i 290 29,0 i
26 19,8 19,8 i 201 211 i
27 19,0 19,0 i 189 18,7 i
28 230 230 i 254 254 i

29 120 12,2 - 12,2 12,0 =
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Figura 21 — Espectro de RMN *H (CDCl;, 200 MHz) de De-2(a/b).
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Figura 22 — Espectro de RMN *H (CDCl;, 200 MHz) de De-2(a/b) (5 3,2 — 5,6).
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Figura 24 — Espectro de RMN **C APT (CDCl;, 50 MH z) de De-2(a/b).
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Estudo Fitoquimico de Dalbergia ecastophyllum

Figura 25 — Expansdo do espectro de RMN *C APT (CDCl;, 50 MHz) de De-2 (& 70-142).
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5.4 Determinacao estrutural de De-3(a/b)

A substancia codificada como De-3 foi obtida na forma de cristais brancos
com 45,0 mg de massa, correspondendo a 3,00 % em relagdo a massa da fase
hexanica.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) (Figura 28, p. 73) e suas
expansdes (Figura 29, 30 e 31 p. 74 e 75) apresentaram um conjunto de
deslocamentos quimicos de alta multiplicidade em &4 0,64 — 1,71 caracteristicos de
hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, compativeis com substancias que
possuem esqueleto terpénico e/ou esteroidal (KOJIMA et al., 1990). A presenca da
unidade osidica foi sugerida por um conjunto de absor¢des entre &y 4,00 e 5,01
tipicos de hidrogénios oximetinicos da referida unidade (KASAI et al., 1987). Um
multipleto em &y 3,92 referente ao hidrogénio carbindlico, permitiu propor a
existéncia da unidade osidica no C-3. Esta sugestdo fundamenta-se no
deslocamento do H-3 em De-3 quando comparado com o mesmo hidrogénio na
aglicona (De-2) (KOJIMA et al., 1990). Adicionalmente, o espectro de RMN 'H
revelou um simpleto largo em &y 5,32, o qual é tipico do hidrogénio olefinico H-6 de
esteréides (AHMED et al.,, 1992) e multipletos na regidao entre &y 5,22 e 5,18,
referentes aos hidrogénios olefinicos H-22 e H-23 da estrutura do estigmasterol,
sugerindo que a substancia em questéo tratava-se de uma mistura de esteroides.

Os sinais no espectro de RMN **C (125 MHz, CsDsN) (Figura 32, pag. 76) e
suas expansdes (Figura 33, 34 e 35, p. 77 e 78) corroboraram as sugestdes
anteriores, ao exibir valores entre ¢ 11,96 e 21,45, caracteristicos de carbonos
metilicos em esteroides. A presenca da unidade de acgUcar também pbdde ser
reafirmada pelo pico em &¢c 102,56, cujo valor encontra-se na faixa de absorgao
usualmente atribuida ao carbono anomérico da glicose (AQUINO et al.,, 1988).
Absorcbes em d¢ 140,92 e 121,87 correspondem a C-5 e C-6, respectivamente, no
esqueleto de esteroides como B-sitosterol e estigmasterol, observaram-se ainda para
o estigmasterol dois sinais menos intensos em &¢c 138,78 e & 129,47 referentes aos
carbonos olefinicos C-22 e C-23, respectivamente, reforcando a sugestado dada para
uma mistura destes esteroides.

Os dados de RMN 'H e *C em comparagdo com os valores obtidos na
literatura (KOJIMA et al.,, 1990) permitiu identificar De-3 como a mistura de
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Sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo (De-3a) e Estigmasterol-3-O-3-D-
glicopiranosideo (De-3b) (Tabela 3, p. 72), essa mistura esta sendo relatada pela

primeira vez na espécie (Figura 27).

Figura 27 — Estruturas quimicas de De-3(a/b): sitosterol-3-O-p-D-glicopiranosideo (acima) e
estigmasterol-3-O-f-D-glicopiranosideo (abaixo).
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Tabela 3 — Dados de RMN 'H e *C de De-3(a/b) em CsDsN (500 e 125 MHz,
respectivamente) e de RMN *C do sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo e estigmasterol-3-O-

B-D-glicopiranosideo em CsDsN (400 e 100 MHz, respectivamente), segundo Kojima et al.
(1990).

P
HO: o O o 3 5
s " M
D >
HO ™oH
HO— 3

sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo estigmasterol-3-O-B-D-glicopiranosideo

Lit. De-3a Lit. De-3b

C oc oc On oc oc Ox

1 37,6 37,4 - 37,6 37,4 -

2 30,3 30,2 - 30,3 30,2 -

3 78,3 78,1 3,92 (m) 78,3 78,1 3,92 (m)
4 39,4 39,3 - 39,4 39,3 -

5 141,0 140,9 - 141,0 140,9 -

6 122,0 121,8 5,32 (sl) 122,0 121,8 5,32 (sl)
7 32,2 32,1 - 32,2 32,1 -

8 32,1 32,0 - 32,1 32,0 -

9 50,4 50,3 - 50,4 50,3 -

10 37,0 36,9 - 37,0 36,9 -

11 21,4 21,2 - 21,4 21,2 -

12 40,0 39,9 - 39,9 39,9 -

13 42,4 42.4 - 42 .4 42,4 -

14 57,0 56,8 - 57,1 56,9 -

15 24,6 24,4 - 24,7 24,5 -

16 28,7 28,5 - 29,4 29,2 -

17 56,3 56,2 - 56,2 56,0 -

18 12,0 11,9 - 12,3 12,1 -

19 19,3 19,1 - 19,3 19,1 -

20 36,5 36,3 - 36,9 36,3 -

21 19,1 19,0 - 21,7 21,4 -

22 34,3 34,2 - 138,9 138,7 5,22 (m)
23 264 26,4 - 129,5 129,4 5,18 (m)
24 46,1 46,0 - 51,5 51,4 -

25 29,5 29,4 - 32,2 32,0 -

26 19,5 19,2 - 21,4 19,9 -

27 20,1 19,4 - 20,1 19,4 -

28 23,4 23,4 - 25,8 25,6 -

29 12,2 12,1 - 12,6 12,4 -

1’ 102,6 102,5 - 102,6 102,5 -

2’ 75,4 75,2 - 75,4 75,2 -

3 78,7 78,5 - 78,7 78,5 -

4 71,7 71,6 - 71,7 71,6 -

5 78,5 78,3 - 78,5 78,3 -

6’ 62,9 62,8 - 62,9 62,8 -
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Figura 28 — Espectro de RMN *H (CsDsN, 500 MHz) de De-3(a/b).
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Figura 29 — Expanséo do espectro de RMN *H (CsDsN, 500 MHz) d
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Figura 31 — Expans&o do espectro de RMN *H (CsDsN, 500 MHz) de De-3(a/b) (5 0,6 - 2,2).
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Figura 32 — Espectro de RMN*C APT (CsDsN, 125 MHz) de De-3 (a/b).
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Figura 33 — Expansdo do espectro de RMN **C APT (CsDsN,125 MHz) de De-3(a/b) (5 115 -
155).
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Figura 34 — Expanséo do espectro de RMN *C APT (CsDsN, 125MHz) de De-3(a/b) (5 50 -105).
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Figura 35 — Expansdo do espectro de RMN *C APT (CsDsN, 125 MHz) de De-3(a/b) (5 10-47).
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5.5 Determinacéao estrutural de De-4(a/b/c)

A substancia codificada como De-4 foi obtida na forma de cristais brancos
com 4,0 mg de massa, correspondendo a 0,40 % em relacdo a massa da fase
hexanica.

O espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) (Figura 38, p. 83) e suas expansées
apresentaram um envelope de sinais de alta multiplicidade em &4 0,71 — 1,65
caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, condizentes com
substancias que possuem esqueleto terpénico (KOJIMA et al., 1990).

No espectro de RMN **C - APT (50 MHz, CDCls) (Figura 41, p. 85) e suas
expansodes verificou-se a presenca de 78 sinais, dos quais 17 foram referentes a
carbonos néo hidrogenados, 16 a carbonos metinicos, 28 a carbonos metilénicos e
17 a carbonos metilicos, sugerindo tratar-se de uma mistura. Os sinais em &¢ 150,98
e 109,30 ppm sdo caracteristicos de triterpenos pentaciclicos da série lupano com
insaturacao entre C-20 e C-29. Adicionalmente observaram-se sinais para carbonos
sp’ em Oc 121,68 e 145,18, além de dc 142,73 e 129,68 cujos valores de
deslocamento quimico sdo caracteristicos de insaturacao entre C-12 e C-13 e entre
C-18 e C-19, respectivamente, da serie oleanano.

Dentre os carbonos metinicos observou-se um sinal intenso em &¢ 78,97 que
sugere a presenca de carbono oximetinico (Figura 42, p. 86). A insercao da hidroxila
no C-3 foi revelada com base em informacgOes da literatura onde em triterpenos
guando h& a auséncia da hidroxila nessa posicao, o C-3 registra um sinal em &¢ 42,1
e C-1 em &¢ 40,3; todavia quando o C-3 apresenta-se hidroxilado esse encontra-
seentre 6¢ 79,0 e 76,0 e C-1 entre d¢ 38,0 e 36,0 devido ao efeito y-gauche, como
ilustrado abaixo(MAHATO; KUNDU, 1994).

1 — 85c403 1 —% 5c38,0-36,0
2 2
dc 42,1 85c 79.0 - 76,0
\ .
HO

Para definir a estereoquimica da hidroxila observou-se que a mesma quando
se encontra na posicao equatorial o C-3 fica menos protegido do que na posi¢cao

axial, em adicdo a metila axial ligada a C-4 € protegido cerca de d¢c 6,5 ppm e o
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grupo metilénico na posicao C-1 & desprotegido 6¢ 2,0 ppm em comparacdo com o
isdmero axial devido ao efeito y-gauche, corroborando com o0s sinais apresentados
em Oc 78,9, ©&¢c 153 (e 154) e &c 38,6 (38,55 para C-3, C-24 e C-1,

respectivamente.

Oc 40,3 5S¢ 36,7 Oc 38,7
0c 42,1 O0c 76,4 0c 79,0 “
Ho™ N HO ;
\\\‘ i \\‘\\ Oc 22 , 1 i \‘\\
\\\\\ (OH axial) & /C' (OH equatorlal)\\\\\ -

A presenca de sinal no espectro de RMN *H (Figura 40, p. 84) em &y 1,65
ppm mostrou-se caracteristico de metila ligada a carbono olefinico e simpletos &y
0,71, 0,73, 0,76, 0,80, 0,91, 0,94 e 1,00 ppm foram condizentes com a presenca de
seis metilas quaternarias, correspondentes a H-23, H-24, H-25, H-26, H-27 e H-28,
respectivamente. Foi observado também um multipleto em &y 3,18 ppm, atribuido a
um hidrogénio ligado a carbono carbindlico em H-3, além de um simpleto largo em
On 4,65 ppm e um multipleto em &y 4,54 atribuidos a hidrogénios olefinicos em H-29.
A reunido desses dados em comparacdo com o0s descritos na literatura (BURNS et
al., 2000) (Tabela 4, p. 82), permitiram identificar De-4a como sendo o triterpeno da

série lupano, lup-20(29)-en-3-ol também denominado lupeol (Figura 36).

Figura 36 — Estrutura quimica de De-4a, lupeol.

Na expansdo do espectro de RMN 'H (Figura 39, p. 84) também foram
observados sinais referentes ao triterpeno da série oleanano, como o multipleto em

Oy 5,16 atribuido ao hidrogénio olefinico H-12, corroborando com a sugestéo feita
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anteriormente no espectro de RMN *C para uma dupla ligacéo entre C-12 e C-13.
Um simpleto largo em &y 4,82 ppm correspondente ao hidrogénio olefinico H-19,
confirmando a proposta do espectro de RMN *3C para uma dupla ligacdo entre C-18
e C-19. Esses dados comparados com a literatura (BANDEIRA et al., 2007
GONZALEZ et al., 1981) (Tabela 4, p. 82), permitiram identificar De-4b e De-4c
como sendo os triterpenos olean-12-en-3-ol (B-amirina) e olean-18-en-3-ol

(germanicol), respectivamente (Figura 37).

Figura 37 — Estruturas quimicas de De-4b e 4c, B-amirina e germanicol, respectivamente.

30 829 30,

29
N N
S &

A mistura do lupeol, 3-amirina e germanicol, esta sendo relatada pela primeira
vez na espécie em estudo, sendo apenas o Lupeol e a B-amirina encontrados
isoladamente em outras espécies do género Dalbergia como D. hainanensis e D.
sissoo (ZHANG et al., 2003; RAGAB et al., 2006).
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Tabela 4 — Dados comparativos de RMN **C de De-4(a/b/c) em CDCl; (200 e 50 MHz,
respectivamente) e do lupeol, segundo Burns et al. (2000); da p-amirina, segundo Bandeira
et al. (2007) e do germanicol, segundo Gonzaléz et al. (1981).

23

lupeol B-amirina germanicol
c Literatura De-4a Literatura De-4b Literatura De-4c
oc oc oc oc 6c oc
1 38,6 38,6 38,6 38,5 38,5 38,5
2 27,3 27,3 27,3 27,3 27,4 27,1
3 78,9 78,9 79,1 78,9 79,0 78,9
4 38,8 38,8 38,8 38,7 39,0 38,9
5 55,2 55,2 55,2 55,1 55,7 55,4
6 18,2 18,3 18,4 18,3 18,3 18,3
7 34,2 34,2 32,6 32,6 34,7 34,3
8 40,7 40,7 39,8 39,7 40,8 40,7
9 50,3 50,3 47,6 47,5 51,3 51,1
10 37,1 37,1 36,9 36,9 37,3 37,3
11 20,9 20,8 23,5 23,5 21,2 21,0
12 25,0 25,0 121,7 121,6 26,2 26,1
13 38,8 38,0 145,2 145,1 39,0 38,3
14 42,7 42,7 41,7 41,6 43,4 43,2
15 27,4 27,4 21,6 21,0 27,6 27,4
16 35,5 35,5 26,9 26,8 37,7 37,6
17 42,9 42,9 32,5 32,4 34,4 34,5
18 48,2 48,2 47,2 47,1 142.,8 142,7
19 47,9 47,9 46,8 46,7 129,8 129,6
20 150,8 150,9 31,1 31,0 32,3 32,3
21 29,8 29,8 34,7 34,7 33,4 33,2
22 39,9 39,9 37,1 37,1 37,4 37,1
23 27,9 27,9 28,1 28,0 28,0 27,9
24 15,3 15,3 15,5 15,4 15,4 15,4
25 16,1 16,1 15,6 15,5 16,1 16,1
26 15,9 15,9 16,8 16,7 16,7 16,6
27 14,5 14,5 26,0 25,9 14,6 14,5
28 17,9 17,9 28,4 28,3 25,3 25,2
29 109,3 109,3 33,4 33,3 31,3 31,3
30 19,2 19,2 23,7 23,6 29,2 29,1
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Figura 38 — Espectro de RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) de De-4(a/b/c).
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Figura 39 — Expanséo do espectro de RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) de De-4(a/b/c) (5 3,0 -5,2).
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Figura 41 — Espectro de RMN **C APT (CDCl;, 50 MHz) de De-4(a/b/c).
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Figura 42 - Expans&o do espectro de RMN *C APT (CDCl3,50MHz) de De-4(a/blc) (5 80 - 151)
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Figura 43 - Expanséo do espectro de RMN **C APT (CDCls, 50 MHz) de De-4(a/b/c) (d 36-56).

mmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmm

51.176
48.252
47.966
47.593
47.182
46.786
43.291 =
42 975

6

7

7

9

7

9

8!

7

6

5

3

0

6

3

1

1

9

wwwwwwwwwwwwwwwww

55,126
50.392

|1l
\ A o M l‘lm«wwwm)%\ﬁp J*WW 'W W
o Ay nw«« Psdophoba Y 0




(Fabaceae) |87

.) Taub

(L

Estudo Fitoquimico de Dalbergia ecastophyllum

Figura 44 — Expanséo do espectro de RMN *C APT (CDCl;, 50 MHz) de De-4(a/b/c) (5 14 -
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5.6 Determinacéao estrutural de De-5

A substéancia De-5 foi isolada como cristais amarelos, com 4 mg de massa
(correspondendo a 0,17 % em relacdo a massa da fase diclorometano), sob luz
ultravioleta apresentou fluorescéncia que fez sugerir a presenca de grupo cromoforo
na estrutura quimica.

O espectro de IV (Figura 45) mostrou caracteristicas tipicas de um composto
que apresenta hidroxila fendlica ndo impedida estericamente, pela presenca de uma
banda de grande intensidade em 3388 cm™, corroborada pela absorcdo em 1184
cm™ de estiramento de C-O fendlico, além da presenca da banda em 3313 cm™
indicativa de OH quelada. Absorcdes em 1653 e 1622 cm™ indicaram a presenca de
carbonila cetdnica conjugada e as bandas em 1568 e 1514 cm™ revelaram a
natureza aromatica da substancia. Também foram observadas absorcées em 1240 e
1047 cm™ de estiramento assimétricos e simétricos, respectivamente, de C-O-C de

éteres arilicos (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

Figura 45 — Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de De-5.
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O espectro de RMN *3C — APT (125 MHz, (CDs3),CO) (Figura 49, p. 96) e suas
expansbes apresentaram 16 sinais, sendo 15 para carbonos sp® que s&o
compativeis com a unidade Cg-C3-Cg caracteristica de flavonoides e 1 caracteristico
de metoxila (ALBUQUERQUE et al., 2007). O tipo de flavonoide foi determinado por
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anélise dos dados de RMN *3C para diferentes flavonoides compilados por Agrawal

(1989) e Pelter et al. (1976) conforme mostrado abaixo:

5C 140,0 — 151,2 X

O\
>
.

6C 133,5 - 140,0

oC 157,4 — 165,8 3

N

3—>»
OH

4
\6C 175,2 -183,4 N oC 167,9 — 179,6

O o

Flavona 5C 150,6 — 155,4 Flavonol

o6C 174,2 - 181,7

Isoflavona

Os sinais para carbonos sp? em d¢ 154,4 e 123,8 sugeriram a presenca de
dupla ligacéo entre C-2 e C-3, respectivamente, bem como o sinal em &¢ 181,5 para
carbonila em C-4, indicaram que o flavonoide correspondia a uma isoflavona.

Ainda no espectro de RMN 3C (Figura 49, p. 96), sinais para carbonos
metinicos sp? em &¢ 99,8 (C-6) e 94,5 (C-8), além dos sinais intensos em d¢ 131,0
(C-2’/6’) e 114,5 (C-3'/5’) permitiram sugerir a presenca de um anel A 5,7-
dissubstituido e um sistema AA'BB’ de anel B com substituinte em C-4’,
respectivamente (ALBUQUERQUE et al., 2007). O sinal em &¢ 55,5 sugere a

presenca de uma metoxila como substituinte no anel A ou B.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, (CD3),CO) (Figura 47, p. 94) e as
expansdes apresentaram deslocamentos quimicos que corroboraram com a

proposta dos espectros de RMN *C (Figura 49, p. 96) para a presenca de um
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esqueleto flavonoidico com o seguinte padrdo de substituicdo: dois dupletos com
integral para dois hidrogénios cada, acoplando orto entre si, em &y 7,53 (J = 8,5 Hz)
e 6,98 (J = 9 Hz) compativeis com os hidrogénios H-2'/6’ e H-3'/5’, respectivamente,
do sistema AA'BB’ de anel B de flavonoide; e outros dois dupletos para um
hidrogénio cada, acoplando meta entre si, em &4 6,28 (J = 2,0 Hz) e 6,41 (J = 2,0
Hz), caracteristicos de flavonoides que possuem anel A 5,7-dissubstituido, sendo
estes sinais atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente. (PIZZOLATTI et
al., 2003)

Ainda no espectro de RMN *H, observou-se o sinal em &y 12,97, caracteristico
de hidroxila quelada, corroborando com a expanséo do espectro de RMN **C (Figura
50, p. 96), onde o sinal em &¢ 181,5 (C-4), indicativo de carbonila quelada, inferiu a
presenca de hidroxila em C-5 em ligacdo de hidrogénio com a carbonila em C-4, ja
gue a auséncia desta forca intramolecular protegeria a carbonila fazendo-a absorver
em aproximadamente 6¢ 171,0 - 173,8 (AGRAWAL, 1989):

N ) 0
o dC 171,0 - 173,8 N

A andlise dos dados de RMN 'H e *C citados por Almeida e colaboradores
(2008) permitiu atribuir os demais sinais apresentados por De-5 (Tabela 5, p. 91).

No espectro bidimensional heteronuclear HMBC e suas expansfes (Figura
53, 54, 55 e 56, p. 98 e 99), onde observamos correlacdes a duas e trés ligacoes,
apresentou correlagdo entre 5y 6,28 e 6,41 com 3¢ 165,1 (“Jcy) e entre 8y 6,28 com
Sc 163,9 (3Jcn), 0 que possibilitou afirmar as posicdes C-7 e C-5, respectivamente, e
que estas apresentavam-se substituidas. O substituinte em C-5 foi confirmado
através das correlagbes entre dy 12,97, caracteristico de OH em ponte, com 0s
deslocamentos quimicos em 8¢ 163,9 (3Jcn), 106,1 e 99,8 (3JcH). O simpleto em 3y
9,91 e a presenca de uma banda caracteristica de OH nao impedida estericamente,
confirmam a presenca de OH em C-7.
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Tabela 5 — Dados de RMN 'H e '*C de De-5 em (CD3),CO (500 e 125 MHz,
respectivamente) e de RMN *C do biochanina A em (CD;),CO (500 e 125 MHz,
respectivamente), segundo Almeida et al. (2008).

biochanina A

Literatura De-5

C Oc On oc oy

2 154,6 8,19 (s) 154,4 8,17 (s)

3 123,9 - 123,8 -

4 181,6 - 181,5 -

5 164,0 - 163,9 -

6 100,0 6,28 (d, J=1,9 Hz) 99,8 6,28 (d, J=2,0 Hz)

7 165,2 - 165,1 -

8 94,6 6,41 (d, J=1,9 Hz) 94,5 6,41 (d, J=2,0 Hz)

9 159,1 - 159,0 -

10 106,2 - 106,1 -

1 124,3 - 124,2 -

2 131,2 7,55 (d, J=8,7 Hz) 131,0 7,53 (d, J=8,5 Hz)

3 114,6 7,00 (d, J=8,7 Hz) 114,5 6,98 (d, J=9,0 Hz)

4 160,0 - 160,7 -

5 114,6 7,00 (d, J=8,7 Hz) 114,5 6,98 (d, J=9,0 Hz)

6’ 131,2 7,55 (d, J=8,7 Hz) 131,0 7,53 (d, J=8,5 Hz)
OMe 55,7 3,83 (s) 55,5 3,82 (s)
5-OH - - - 12,97 (s)
7-OH - - - 9,91 (s)

Observaram-se ainda no HMIBC correlagdes entre os dupletos em &y
753 e 6,98 com os sinais intensos em dc 131,0 (CJen) e 1145 (CJcn),
respectivamente, corroboram com a presenga de um sistema AA’'BB’, além das
correlagdes entre 5y 7,53 e 6,98 com 8¢ 160,7 (3Jcn) que confirmam a presenca de
um substituinte em C-4’, o qual é identificado através do espectro bidimensional
homonuclear NOESY, onde observamos correlagbes espaciais entre 0s
deslocamentos quimicos &y 6,98 e 0Oy 3,82, confirmando que este carbono
encontrava-se metoxilado (Tabela 6, p. 92).
No espectro bidimensional heteronuclear HMQC e as expansofes (Figura 51 e

52, p. 97), onde observamos correlacdes diretas, observou-se correlagdo em &y 8,17
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com &c 154,4 (Tabela 6), além das correlacbées no HMBC para &y 8,17 com &¢ 123,8,

159,0 e 181,5, pode-se confirmar que o flavonoide correspondia a um isoflavonoide.

Tabela 6 — Correlacdes entre sinais de *H x **C (HMQC e HMBC) e 'H x *H (NOESY) de De-
5 registrados em (CD5),CO.

HMQC HMBC NOESY
5c L 2Jch 3Jch H x H
C
3 123,8 - H-2 H-2", H-6’ -
4 181,5 - - H-2 -
5 163,9 - H-6, OH-5 - -
7 165,1 - H-6, H-8 - -
9 159,0 - H-8 H-2 -
10 = 106,1 - - H-6, H-8, OH-5 -
ok 124,2 - - H-3', H-5’ ]
4 160,7 - H-3', H-5' H-2’, H-6' -
CH
2 154,4 8,17 (s, 1H) - - H2'/HE’
6 99,8 6,28 (d, J=2,0 Hz, 1H) - H-8, OH-5 -
8 94,5 6,41 (d, J=2,0 Hz, 1H) - H-6 -
2 131,0 7,53 (d, J=8,5 Hz, 2H) - H-6’ H-2, H3'/H5’
3 1145 6,98 (d, J=9,0 Hz, 2H) - H-5' H2'/H6’, 4O0Me
5 1145 6,98 (d, J=9,0 Hz, 2H) - H-3' H2'/H6’, 4 OMe
6 131,0 7,53 (d, J=8,5 Hz, 2H) - H-2’ H-2, H3'/H5’
4-OMe 55,5 3,82 (s, 3H) - - H3'/H5’
5-OH - 12,97 (s) - - -

A compilacdo dos dados de IV, RMN *H e '3C (uni e bidimensionais) em
comparacao com os valores obtidos na literatura, permitiu identificar De-5 como
sendo 5,7-dihidroxi-3-(4-metoxifenil) ou 5,7-dihidroxi-4'-metoxiisoflavona, mais

conhecido como biochanina A (Figura 46).

Figura 46 — Estrutura quimica de De-5, biochanina A

OMe

O isoflavonoide biochanina A estd sendo relatado pela primeira vez na

espécie, porém ja foi relatado como isolado da prépolis vermelha e de outras
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espécies de Dalbergia como, D. odorifera e D. sissoides, além de estudos que
revelam atividade anti-inflamatoria (WATANABE et al.,, 2008; WANG et al., 2011,
KAVISWAMI et al., 2002).
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Figura 47 — Espectro de RMN *H ((CD5),CO, 500 MHz) de De-5.
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Figura 48 — Expanséo do espectro de RMN *H ((CD5),CO, 500 MHz) de De-5 (5 6,1-8,2).
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Figura 49 — Espectro de RMN **C APT ((CD5),CO, 125 MHz) de De-5.
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Figura 51 — Espectro HMQC ((CD3),CO, 500 e 125 MHz) de De-5.
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Figura 52 — Expanséo do espectro HMQC ((CD3),CO, 500 e 125 MHz) de De-5 na regido de
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Figura 53 — Espectro HMBC ((CD3),CO, 500 e 125 MHz) de De-5.
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Figura 54 — Expanséo do espectro HMBC ((CD3),CO, 500 e 125 MHz) de De-5 na regido de
(5,5-9,0) x (152 — 184).
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Figura 55 — Expanséo do espectro HMBC ((CD3),CO, 500 e 125 MHz) de De-5 na regido de
(5,5-9,0) x (90 — 135).
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Figura 56 — Expanséao do espectro HMBC ((CD3),CO, 500 e 125 MHz) de De-5 na regido de
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!
X snafla TN SPPORy ¥ 73
Aps AN PNE n, T R i T W WA VLR
syl A W cofh et . il e S i L Rl 5 ; :

F2 -
9 (ppm)
. <
- |
7.25
7.4-
—*——«—~——t‘_"l é g
Sy i g T
767
7.8
8.0
J 3
I 8.2% S o]
? 8.4- |
! _{*'ﬁ' T 1 I"ﬁ*h ) EENY 2 05 ‘ﬁ——-—;—v 2 T EE s T =3 T=1—a 1] T 1 1 T U
132 131 130 129 128 127 126 125 124 123

F1 (ppm)



Estudo Fitoquimico de Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub (Fabaceae) |100

Figura 57 — Espectro NOESY ((CD3),CO, 125 e 125 MHz) de De-5.
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5.7 Determinacéao estrutural de De-6

A substéancia De-6 foi isolada como cristais brancos, com 15 mg de massa
(correspondendo a 6,25 % em relacdo a massa da fase diclorometano), sob luz
ultravioleta apresentou fluorescéncia que fez sugerir a presenca de grupo cromoforo
na estrutura quimica.

O espectro de IV (Figura 58) mostrou caracteristicas tipicas de um composto
com varias hidroxilas fendlicas ndo impedidas estericamente, pela presenca de uma
banda de grande intensidade em 3479 cm™ e 3273 cm™ indicativa de OH quelada
corroborada pela absorcédo em 1207 cm™ de deformac&o angular de C-O fendlico e
presenca de banda em 1311 cm™ de C-O de éter. Absor¢des em 1658 e 1622 cm™
indicaram a presenca de carbonila cetonica conjugada e em ponte, respectivamente,
além de bandas em 1577 e 1523 cm™ revelaram a natureza aromatica da
substancia. Também foram observadas absorcées em 1195 e 1039 cm™ de
estiramento assimétricos e simétricos, respectivamente, de C-O-C de éteres arilicos
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

Figura 58 — Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de De-6
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O espectro de RMN °C - APT (125 MHz, DMSO) (Figura 64, p. 109) e suas
expansbes apresentaram 17 sinais, sendo 15 para carbonos sp® que S&o
compativeis com a unidade Cg-C3-Cg caracteristica de flavonoides e 2 caracteristicos
de metoxilas (ALBUQUERQUE et al., 2007). Assim como demonstrado em De-5, o
tipo de flavonoide foi determinado por analise dos dados de RMN *3C, onde o sinal
em 8¢ 180,0 indicativo de carbonila em C-4, bem como os sinais para carbonos sp?
em Oc 155,2 e 120,2 sugeriram a presenca de dupla ligacdo entre C-2 e C-3,

indicaram que a substéancia correspondia a um flavonoide do tipo isoflavona.

Ainda no espectro de RMN **C (Figura 64, p. 109), sinais para carbonos
metinicos sp? em ¢ 98,9 (C-6) e 93,6 (C-8), permitiram sugerir a presenca de um
anel A 5,7-dissubstituido. Sinais em &¢ 56,6 e 55,9 sugere a presenca de duas
metoxilas como substituintes no anel A ou B.

O espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO) (Figura 60, p. 106) e suas
expansodes exibiram deslocamentos quimicos que corroboraram com a proposta dos
espectros de RMN '*C para a presenca de um esqueleto flavonoidico com o
seguinte padréo de substituicdo: dois dupletos para um hidrogénio cada, acoplando
meta entre si, em &y 6,20 (J = 1,5 Hz) e 6,36 (J = 1,5 Hz), caracteristicos de
flavonoides que possuem anel A 5,7-dissubstituido, sendo estes sinais atribuidos
aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente (PIZZOLATTI et al., 2003). Dois
simpletos em &4 6,56 e 6,83 estabeleceram a presenca de dois prétons no anel B.
Um simpleto em &y 8,14, caracteristico de H-2, devido a desprotecao sofrida por ser
H-B-carbonilico e por estar ligado diretamente a carbono oxigenado, confirma que o
flavonoide trata-se de uma isoflavona. Além de um sinal em &y 12,91, caracteristico
de hidroxila quelada em C-5, corroborando proposta pelo espectro de IV.

A andlise dos dados de RMN H e *3C citados por Nkengfack e colaboradores

(1989) permitiu atribuir os demais sinais apresentados por De-6 (Tabela 7, p. 103).
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Tabela 7 — Dados comparativos de RMN 'H e *C de De-6 em DMSO (500 e 125 MHz,
respectivamente) e do 2’-hidroxi-5’-metoxibiochanina A, segundo Nkengfack et al. (1989).

N=2Boo~v~ounhrwn O

@2 ahnw

5-OH
7-OH
2’-OH
4’'0OMe
5'0OMe

6C

155,5
110,4
181,0
158,5
99,3

164,5
94,0

163,3
105,6
121,0
153,0
100,8
148,3
141,5
116,4

56,1
56,7

6,43 (d, J=2,7 Hz)

6,27 (d, J=2,7 Hz)
6,64 (s)
6,94 (s)
13,02 (s)
9,98 (s)
7,95 (s)
3,80 (s)
3,68 (s)

OMe

2’-hidroxi-5’-metoxibiochanina A
Literatura

5H
8,02 (s)

6C

155,2
120,2
180,0
161,8
98,9

164,3
93,6

157,5
104,2
109,2
147.8
100,8
152,0
141,0
116,6

55,9
56,6

De-6
OoH
8,14 (s)

6,20 (d, J=1,5 Hz)

6,36 (d, J=1,5 Hz)

6,56 (s)
6,83 (s)
12,91 (s)

3,62 (s)
3,70 (s)

No espectro bidimensional heteronuclear HMBC e suas expansfes (Figura

68, 69, 70 e 71, p. 111, 112 e 113), onde se observam correlacdes a duas e trés

verificou-se correlacdo entre &y 12,91 com 8¢ 161,8 (*Jcn), 104,2 e 98,9 (3Jch) 0 que

possibilitou afirmar que De-6 apresentava-se hidroxilado na posicéo C-5.

Ainda no espectro HMBC, podde-se verificar a correlagao entre oy 8,14 com &¢

180,0 (*Jcn), corroborando com o espectro de RMN *C onde de que De-6 tratava-se

de uma isoflavona. As atribuicbes dos carbonos 1’ e 3 foi possivel mediante as
correlagdes entre o, 6,56 e 8,14 com &¢ 109,2 e entre 646,83 e 8,14 com &6¢ 120,2, 0

que permitiu definir 8¢ 109,2 e 120,2 para C-1’' e C-3, respectivamente. Retificando o
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artigo de Nkengfack et al. (1989) (Tabela 7, p. 103) onde afirma que C-3 é mais
blindado que C-1'. Correlagdes entre dy 3,62 com 8¢ 152,0 (3JcH) e dy 3,70 com 8¢
141,0 (3Jcn) confirmou a presenca de duas metoxilas em C-4° e C-5,
respectivamente. Essas posi¢cdes foram reafirmadas analisando o espectro de
NOESY H x 'H (Figura 72, p. 113), observou-se correlacdes entre os sinais 5y 3,62
com 6,56 e entre &y 3,70 com 6,83, ratificando que as posicbes C-4’° e C-5
apresentavam-se metoxiladas (Tabela 8).

No espectro bidimensional heteronuclear HMQC e suas expansotes (Figura
65, 66 e 67 p. 110 e 111), onde se observam correlacbes diretas, observou-se
correlacdes entre d4 6,83 com &¢c 116,6 e entre &y 6,56 com &¢c 100,8, referentes a
prétons em C-6’ e C-3’. Além de correlagdes entre o dupleto em &y 6,20 com &¢ 98,9

e o0 dupleto em dy 6,36 com &¢ 93,6 correspondentes ao C-6 e C-8, respectivamente.

Tabela 8 — Correlacdes entre sinais de *H x **C (HMQC e HMBC) e 'H x *H (NOESY) de De-
6 registrados em DMSO.

HMQC HMBC NOESY
6(; o4 ZJCH 3J(;H 1H X 1H
C
3 120,2 - H-2 H-6’ -
4 180,0 - - H-2 -
5 161,8 - H-6, 5-OH - -
7 164,3 - H-6, H-8 - -
9 157,5 - H-8 - -
10 104,2 - - H-6, H-8, 5-OH -
1 109,2 - - H-2, H-3 -
2 147,8 - H-3’ H-6’ -
4 152,0 - H-3’ H-6’, 4-OMe -
5 141,0 - H-6’ H-3’, 5-OMe -
CH
2 155,2 8,14 (s) - - H-6’
6 98,9 6,20 (d, J=1,5 Hz) - H-8, 5-OH -
8 93,6 6,36 (d, J=1,5 Hz) - H-6 -
3 | 1008 6,56 (s) - - 4-OMe
&  116,6 6,83 (s) - - H-2, 5-OMe
5-OH - 12,91 (s) - - -
4’-OMe 56,6 3,70 (s) - - H-3’

5-OMe = 55,9 3,62 (s) - - H-6'
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A auséncia de sinais no espectro de RMN *H correspondentes a H-2’ e H-7 e
a presenca de banda caracteristica de OH n&do impedida estericamente no IV (Figura
60, p. 106) somado as comparacdes com dados da literatura confirmaram que C-2’ e
C-7 apresentavam-se hidroxilados (Tabela 7, p. 103).

A reunido dos dados de IV, RMN *H e *C (uni e bidimensionais) em
comparacdo com os valores obtidos na literatura, permitiu identificar De-6 como

sendo 2’-hidroxi-5’-metoxibiochanina A (Figura 59).

Figura 59 — Estrutura quimica de De-6, 2’-hidroxi-5’-metoxibiochanina A

OMe

OMe

O 2’-hidroxi-5’-metoxibiochanina A esta sendo relatado pela primeira vez no
género e estudos relatam a sua atividade antioxidante (WENG et al., 2000; Al-LI et
al., 2006).
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Figura 60 — Espectro de RM N *H (DMSO, 500 MHz) de De-6.
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Figura 61 — Expansdo do espectro de RMN 'H (DMSO, 500 MHz) de De-6 (5 6,1 — 8,4).
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Figura 62 — Expansao do espectro de RMN 'H (DMSO, 500 MHz) de De-6 (5 6,10 - 6,45).
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Figura 63 — Expansdo do espectro de RMN *H (DMSO, 500 MHz) de De-6 (5 3,1 — 3,9).
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Figura 64 — Espectro de RMN **C APT (DMSO, 125 MHz) de De-6.
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Figura 65 — Espectro HMQC (DMSO, 500 e 125 MHz) de De-6.
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Figura 66 — Expanséo do espectro HMQC (DMSO, 500 e 125 MHz) de De-6 na regido de
(5,8 -7,6) x (92 — 120).
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Figura 67 — Expanséo do espectro HMQC (DMSO, 500 e 125 MHz) de De-6 na regiao de
(2,6 —5,0) x (53 — 59).
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Figura 68 — Espectro HMBC (DMSO, 500 e 125 MHZz) de De-6.
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Figura 69 — Expanséo do espectro HMBC (DMSO, 500 e 125 MHz) de De-6 na regido de
(5,8 -8,8) x (138 — 185).
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Figura 70 — Expanséo do espectro HMBC (DMSO, 500 e 125 MHz) de De-6 na regido de
(5,8-28,6) x (90 — 125).
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Figura 71 — Expanséo do espectro HMBC (DMSO, 500 e 125 MHz) de De-6 na regido de
(3,3—-4,1) x (141 — 154).
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CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Dalbergia ecastophyllym (L.) Taub. corroborou com
os trabalhos desenvolvidos por Donnelly e colaboradores (1973) e Matos e
colaboradores (1975) pois evidencia a espécie como bioprodutora de isoflavonoides.

A espécie apresentou em sua constituicdo quimica dois isoflavonoides, o
biochanina A, que esta sendo relatada pela primeira vez na espécie e o 2’-hidroxi-5’-
metoxibiochanina A, que esta sendo relatado pela primeira vez no género. Também
foram isolados triterpenos da série friedelano, a friedelina, e uma misturas de trés
triterpenos das séries lupano (lupeol) e oleanano (B-amirina e germanicol),
contribuindo assim para o enriguecimento quimiotaxénomico deste género.

Além dessas, foram isolados misturas de esteroides, [-sitosterol e
estigasterol, glicosilados e néo glicosilados.

Este estudo além de fornecer importantes conhecimentos basicos sobre a
espécie propde novos estudos, como os de atividade biol6gica. Sendo assim,
pretende-se dar continuidade ao estudo quimico, utilizando a fase acetato de etila,

bem como, realizar estudos de atividade farmacoldgica.
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