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RESUMO

BRAS, A.A.Q. Estudo fitoquimico e de potenciais atividades biold gicas de
Mimosa tenuiflora (Willd) Poir. 2017 181p. Dissertacao de Mestrado — Programa
de Pos Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos. Centro de Ciéncias

da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.

A familia Fabaceae apresenta cerca 727 géneros e cerca de 20.000 espécies, € a
terceira maior familia botanica entre as Angiospermas. No Brasil, representa uma
das familias que possui maior diversidade entre os biomas, com cerca de 3.200
espécies distribuidas em 176 géneros, distribuem-se ao longo das regibes Norte,
Nordeste, Centro — oeste, Sudeste e Sul (LEWIS et al., 2005; QUEIROZ et al.,
2009). A espécie Mimosa tenuiflora (Will) Poir é popularmente conhecida como
“Jurema preta”, presente em regides de secas periédicas como a Caatinga. Jurema
preta é popularmente utilizada para o tratamento de infec¢des, queimaduras e
lesbes. Neste trabalho descrevemos o isolamento e elucidacdo estrutural dos
flavondides, chalconas e fenoxicromonas das partes aéreas da Mimosa tenuiflora
(Will) Poir. Para isso o material foi submetido a secagem e pulverizacao, passou pelo
processo de extragdo, particio e cromatografia, para obter o isolamento de
constituintes quimicos. A estrutura quimica dos constituintes isolados foi
determinada por meétodos espectroscopicos de Infravermelho, Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e **C uni e bidimensionais, além de espectroscopia de
correlacdo COSY e NOESY. Da fase diclorometano foram isolados 6 constituintes
quimicos, sendo duas chalconas: 2’, 4’ — diidroxi-3’,4 dimetoxichalcona e 2’, 4’ —
diidroxi- 4 dimetoxichalcona, duas fenoxicromonas: Tenuiflorina C e Tenuiflorina D e
dois flavondides: 4-5  diidroxi-7-metoxiflavanona e 4’-5  diidroxi-3,3’,7-
trimetoxiflavona, sendo a Tenuiflorina D descrita pela primeira vez na literatura.
Foram realizados, testes antileishmania com as substancias: Pachipodol,
Tenuiflorina C, Tenuiflorina D, Sakuranetina e 2’, 4’ — diidroxi-3’,4 dimetoxichalcona,
porém as substancias testadas nao inibiram a forma promastigota de L. amazonesis
nas concentragfes testadas. Desta forma, os resultados alcancados contribuiram

para aumento do conhecimento quimiotaxonémico do género Mimosa.

Palavras- chave: Jurema preta, fitoquimica, flavonoides, chalconas,

fenoxicromonas.



ABSTRACT

BRAS, A.A.Q. Phytochemical study and potential biological activi ties of Mimosa
tenuiflora (Willd) Poir. 2017 181p. Master’'s Thesis (Graduate Program in Natural
Products and Synthetic Bioactive) — Center of Health Sciences, Federal University of

Paraiba, Joao Pessoa.

The Fabaceae family presents about 727 genera and about 20,000 species; it is the
third largest botanical family among the Angiosperms. In Brazil, they represent the
families that present the greatest diversity among biomes, with about 3,200 species
distributed in 176 genera, distributed in North, Northeast, Midwest, Southeast and
South regions (LEWIS et al., 2009). The specie Mimosa tenuiflora (Will) Poir is
popularly known as the "Jurema preta”, very present in regions that present periodic
sections like Caatinga, is popularly used for treatment of infections burns and lesions.
This work describes the isolation and structural elucidation of flavonoids, chalcones
and phenoxychromones from the aerial parts of Mimosa tenuiflora (Will) Poir. For
this, the material was subjected to drying and pulverization, underwent extraction,
partition and chromatography, for the isolation of chemical constituents. The
chemical structure of the isolated substances was determined by Infrared, Nuclear
Magnetic Resonance (*H and 13C) as well as COSY and NOESY correlation
spectroscopy. From the dichloromethane phase, 6 chemical constituents are
isolated, two chalcones: 2',4'-dihydroxy-3',4'-dimethoxychalcone and 2',4'-dihydroxy-
4-dimethoxychalcone, two phenoxicromones: Tenuiflorin C and Tenuiflorin D and two
flavonoids:  4'-5-dihydroxy-7-methoxyflavanone And 4'-5-dihydroxy-3,3 ', 7-
trimethoxyflavone, Tenuiflorin D description being the first time in the literature.
Antileishmania tests were performed with the substances: Pachipodol, Tenuiflorin C,
Tenuiflorin D, Sakuranetine and 2 ', 4'-dihydroxy-3', 4-dimethoxychalcon, but the
substances tested did not inhibit the promastigote form of L. amazonesis at the
concentrations tested. In this way, the results obtained contribute to the increase of

the chemotaxonomic knowledge of the Mimosa genus.

Keywords : Black jurema, Phytochemical, flavonoids, chalcones, phenoxychromone
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1 INTRODUCAO

O consumo de produtos de origem vegetal tem sido ao logo dos anos,
ferramenta para o tratamento de diversas condi¢des clinicas, seja ela de baixo ou
alto risco. Esse uso se faz baseado na tradicionalidade de uso da planta, no qual o
conhecimento dos seus beneficios é transmitido de geracdo para geragdo, ou
baseado no conhecimento cientifico, podendo o material vegetal ser utilizado como
fonte de moléculas ativas (PIRIZ et al., 2014; OLIVEIRA et al.,2014) .

A principio, as plantas medicinais, eram utilizadas oralmente na forma de po,
infusdo (ch&) ou decocto e depois foram surgindo o uso por via tépica, na forma de
preparacdes a base de agua ou 06leo para unguentos e cataplasmas (VIEIRA, 2010)

Mesmo com a evolucdo dos tratamentos alopaticos a partir da segunda
metade do século XX, existem limitacbes para o uso desses tratamentos pela
populacdo carente, seja pela falta de acesso aos servicos médicos ou recursos para
a obtencdo de medicamentos. Essa caréncia de acesso a medicamentos,
juntamente com a facilidade de aquisicdo e tradicionalidade de uso das plantas
medicinais, motivam a sua utilizacdo pela populacéo de paises em desenvolvimento
(VEIGA, 2005; GONCALVES et al. 2013; SOUZA-MOREIRA, 2010) .

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 70 a 95% da
populacdo de paises em desenvolvimento dependem da utilizacdo de plantas
medicinais, principalmente no servico de assisténcia basica a saude (WHO, 2011).
Semelhantemente, no Brasil cerca de 80% da populacéo utilizam produtos a base de
plantas medicinais, se fundamentando no conhecimento popular ou orientada pelos
principios e diretrizes do Sistema Unico de Satde (SUS) (RODRIGUES et al., 2011;
FERREIRA, 2014).

Para a sobrevivéncia e evolucéo da planta ela precisa se defender de ataques
seja de herbivoros, patdégenos ou até mudancas no meio em que vive. As plantas
desenvolveram a capacidade de se defender biossintetizando substancias quimicas
para alvos especificos, por isso a sua composicdo quimica é tdo complexa. Essas
substancias quimicas, biossintetizadas para sua defesa, sdo chamadas de
metabdlitos secundarios, que sdo produzidas para modular seu metabolismo e que
sdo alvos de inumeros estudos, com o objetivo de serem utilizadas em doencas

humanas em determinados alvos terapéuticos (FERREIRA et al., 2010).
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7

No tocante a pesquisas cientificas sobre plantas medicinais, € observada,
entre os pesquisadores do ocidente, uma prevaléncia em isolar os constituintes
quimicos da planta com atividade farmacologica, na tentativa de obter apenas seus
principios ativos. As plantas medicinais sdo as melhores fontes para a obtencao de
constituintes quimicos com acao farmacoldgica, dai a importancia dos estudos de
substancias biologicamente ativas, isoladas de plantas. (SILVA et al.,, 2014,
VASCONCELLOS, 2002)

A pesquisa de plantas medicinais e seus extratos sdo de ampla importancia,
dos medicamentos modernos aprovados pela FDA, entre 1981 a 2006, 50% sao
diretamente derivadas de plantas, ou sdo analogos sintéticos construidos a partir de
isolados de plantas, tanto para a obtencdo de farmacos modificados quimicamente
(menos toxicos e mais eficazes), quanto de adjuvantes e fitofarmacos (ZAMBRANA,
2005; USTULIN, 2009; FERREIRA et al., 2010)

Diversas areas estdo envolvidas na pesquisa de novas substancias
farmacologicamente ativas derivadas de plantas, sendo elas: a fitoquimica, que tem
como objetivo o isolamento, purificacdo e caracterizacdo de ativos; a farmacologia e
toxicologia, que estudam os feitos farmacolégicos e toxicolégicos desses ativos;
como também a etnobotanica e etnofarmacologia que avaliam povos e etinias
(MACIEL et al., 2002; VENDRUSCOLO et. al.,, 2005). No Brasil, varias pesquisas
sao realizadas todos os anos, contribuido de forma proeminente com a comunidade
cientifica e a populacédo (ALBUQUERQUE, 2006).

Em geral os medicamentos sintéticos geralmente apresentam em sua
composi¢cdo um unico principio ativo, que promove um efeito farmacologico. Ja os
extratos vegetais sdo constituidos por misturas complexas de substancias quimicas,
que podem atuar ou ndo em alvos terapéuticos (FERREIRA et al., 2010). Dai a
importancia de se isolar um componente quimico para avaliacdo de sua acgéo
farmacolégica, mesmo que esse componente quimico ndo passe em todos 0s
testes, ele pode ser utilizado como modelo, para sintese de um novo candidato a
farmaco.

No Brasil, a quimica de produtos naturais sempre foi uma das areas que
lideraram o desenvolvimento de medicamentos, e tem alcancado importantes
avancos com a implantacdo de tecnologias para elucidacdo estrutural como:
Ressonancia Magnética Nuclear, Espectroscopia de Massa, Infravermelho, etc.
(FERREIRA et al., 2010).
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Sendo assim, o estudo fitoquimico realizado para obtencdo de extratos,
fracbes e compostos isolados para o uso em formula¢cdes medicamentosas é de
crucial importancia. E com o objetivo de engrandecer os conhecimentos fitoquimicos
e avaliar suas atividades farmacoldgicas que o Nucleo de Pesquisa em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos da UFPB desenvolve estudos com diversas espécies
vegetais da flora brasileira.

A espécie Mimosa tenuiflora (Will) Poir pertence a familia Fabaceae é
popularmente conhecida como “Jurema preta” e sera utilizada no estudo, a fim de se

conhecer seus principais constituintes fitoquimicos e ativos farmacolégicos.



OOOOOOOOOOO

Objetivos
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo fitoquimico da espécie Mimosa tenuiflora (Will) Poir., e

realizar estudos farmacolégico de seus componentes isolados.

2.2 Objetivos especificos

= Extrair, Isolar e purificar os constituintes quimicos da Mimosa tenuiflora (Will)
Poir, utilizando métodos cromatograficos adequados;

= Caracterizar estruturalmente os constituintes quimicos isolados, utilizando
técnicas espectroscépicas convencionais, como: IV, RMN de *H e *C
unidimensionais e bidmencionais de correlacdo como: NOESY, COSY,
HMQC, HMBC.

= Realizar estudos antileishmania dos constituintes isolados



Fundamentagdo teorica
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracdes sobre a familia Fabaceae (Legumin  0sae)

7

A familia Fabaceae ¢é dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Faboideae, sendo esta ultima a maior das subfamilias. A familia
apresenta cerca 727 géneros e cerca de 20.000 espécies, € a terceira maior familia
botanica entre as Angiospermas e apresenta grande importancia econémica, sendo
encontrada em praticamente todos os continentes (CONEGLIAN, 2006; LEWIS et
al., 2005).

A Familia possui representantes dos mais diversos tipos: arvores conhecidas
como o pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.) e o jacaranda- da-Bahia (Dalbergia
nigra (Vell.) Allemédo ex Benth.), arbustos como o topete-de-cardeal (Calliandra
tweediei Benth), lianas como o estojo-de-luneta (Dioclea violacea Mart. ex Benth) e
até plantas aquaticas como a Neptunia pubescens Benth (SILVEIRA, 2013).

Suas espécies apresentam uma alta metabolizagdo de compostos de
nitrogénio e aminoé&cidos, geralmente devido a presenca de bactérias fixadoras de
nitrogénio nos seus nddulos radiculares (QUEIROZ, 2009), o que confere as
espécies elevado potencial para recuperacdo de areas degradadas (AMARAL,
2015).

No Brasil, representa uma das familias que possui maior diversidade entre os
biomas, com cerca de 3.200 espécies distribuidas em 176 géneros, constituindo a
familia mais diversa no bioma da caatinga, com 86 géneros e 320 espécies que se
distribuem ao logo das regides: Norte, Nordeste, Centro-oeste, Sudeste e Sul
(LEWIS et al., 2005; QUEIROZ et al., 2009).

Muitas sementes das espécies da familia Fabaceae séo utilizadas para
alimentacdo humana devido ao seu alto valor nutritivo, sdo exemplos: Grao de bico,
feijdo, lentinha, ervilha e soja. Outras espécies sao utilizadas para alimentacao
animal, usadas também para a obtencdo de vernizes, tintas e corantes (ILDIS,
2016).

Em relacdo a constituicdo quimica de seus metabdlitos secundarios a familia
Fabaceae apresenta uma gama de constituintes ativos com importantes atividades

farmacoldgicas, dentre os mais importantes estdo os alcaloides, flavonoides,
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terpenos, taninos, fendis, saponinas, dentre outros (NEVES, 2015; NOGUEIRA,
2015).

Dentre as atividades farmacoldgicas mais destacadas estdo: atividade
antioxidante, antiinflamatoéria e analgésica (OLIVEIRA, 2011; SILVA, 2010).

3.2 Consideracdes sobre o Género  Mimosa

Mimosa L. € o segundo maior género da subfamilia Mimosideae, com mais de
540 espécies, distribuidas nos mais variados tipos de ambientes e campos
vegetacionais principalmente nas Ameéricas, especialmente no Brasil, México,
Paraguai, Uruguai e Argentina, sendo muitas delas nativas do Brasil, o restante esta
distribuido na Africa e Asia. Entre as leguminosas, esse género é o que representa
maior variedade na Caatinga (QUEIROZ, 2009; LEWIS 2005; SILVA, 2011).

A primeira referéncia do género foi feita no Species Plantarum por Linnaeus
em 1753 que incluiu 53 espécies. As espéecies de Mimosa sdo herbaceas,
subarbustivas, arbustivas, arbustivo-escandentes ou, raramente, arboreas, armadas
ou inermes (SILVA, 2008).

Algumas de suas espécies sao utilizadas popularmente para o tratamento de
doencas com acado sedativa, antidiarréica, antiinflamatéria, expectorante (contra
bronquite e tosse) e com acgdo narcotica (OLIVEIRA, 2011). O quadro 1 apresenta

0S principais constituintes quimicos de espécies do género Mimosa L.
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Quadro 1: Constituintes quimicos de algumas espécies do género Mimosa L.

Compostos

Espécies

Referéncias

SAPONINA
Mimosideo A
Mimosideo B
Mimosideo C

ESTEROIDE

Beta — sitosterol

Daucosterol
Esfignosterol
Camposterol

Sitosterol
DITERPENO
Labdano -8 (17)-en-15-ol
Labdano -8 -15 — diol
ALCALOIDE
N,N — dimetil-triptamina
(DMT)

N-metil- triptamina

Triptamina

5-hidroxitriptamina (5HT)
BENZENOIDE
Acido galico
Acido gentisico
FLAVONOIDES
(2R,3R) —5,7,2',5" —
tetrahidroxiflavan-3-ol
(pinocembrina)
5 -7-di-hidroxiflavanona

Flavonolignana

M. tenuiflora / M. hamata
M. tenuiflora / M. hamata

M. tenuiflora / M. hamata

M. tenuiflora / M. hamata/
M. pudica
M. pudica
M. tenuiflora
M. tenuiflora

M. invisa

M. hostilis
M. hostilis

M. hostilis

M. scrabella/ M. somnians/

M. ophthalmocentra

M. scrabella/ M. somnians/

M. tenuiflora

M. hamata

M. pudica

M. pudica

M. paraibana

M. artemisia

ANTON et al., 1993
ANTON et al., 1993
ANTON et al., 1993
NUNES, 2008
NUNES, 2008
ANTON et al., 1993
ANTON et al., 1993

NUNES, 2008

FUKUYAMA, 1999
FUKUYAMA, 1999

PACHTER,1959

NUNES, 2008

NUNES, 2008

MECKES-LOZOYA. 1990

NUNES, 2008
NUNES, 2008

CRUZ, 2013

CRUZ, 2013
CRUZ, 2013
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TRITERPENO
Friedelina M. ribicualis ANTON et al., 1993
Lupeol M. tenuiflora/ M. invisa ANTON et al., 1993

3.3 Consideracdes sobre a espécie  Mimosa tenuiflora (Will) Poir.

Mimosa tenuiflora (Will) Poir € uma espécie encontrada no Brasil, muito
presente em regibes que apresentam secas peridédicas como a Caatinga. A espécie
apresenta altura de 2 a 6 metros, tronco levemente inclinado revestido de casca de
cor castanho escuro, apresenta também ramos novos de pelos viscosos. Suas
folhas s&o pequenas e estao dispostas de forma alternada, a planta possui espinhos
e esta bem adaptada a climas secos, suas flores sdo de cor branca a creme e seu
fruto é do tipo vagem craspédio, como mostra a figura 1 (BRAGA, 1989; LORENZI,
2002; QUEIROZ, 2009).

Fonte: http://www.tropicos.org/ImageSearch.aspx

Figura 1 :Imagem de folhas e flores da Mimosa tenuiflora (Will) Poir.

Mimosa tenuiflora (Will) Poir, estd presente em varios paises da América,
como: México, El salvador, Honduras, Panama, Colémbia, Venezuela e Brasil, como
mostra a distribuicdo geogréafica representada na figura 2 (SOUZA, 2008). No Brasil

esta presente em praticamente todo nordeste, principalmente nos estados do Ceara,
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Piaui, Paraiba, Pernambuco, Rio grande no Norte, Alagoas, Sergipe e Bahia
(LORENZI, 2002).

Fonte: http://www.tropicos.org/ImageSearch.aspx

Figura 2: Distribuicdo geografica de Mimosa tenuiflora (Will) Poir no mundo,

representada pelos pontos brancos.

A espécie em destaque apresenta uma série de sindbnimos, que sao eles:
Mimosa hostilis (Mart.)Benth.,Acacia hostilis Mart. Acacia tenuiflora Willd., Acacia
tenuifolia (L.) Willd., Mimosa cabrera H. Karst.,, Mimosa limana Rizzini e Mimosa
nigra Huber. (STEVENS, 2001; LEWIS, 1987; GRETHER, 1988; BRITTON, 1928) é
popularmente conhecida como “Jurema preta” ou “Calumbi”, 0 Quadro 2 mostra a
taxonomia da espécie (LIMA, 2006; CRONQUIST, 1981).

A casca do caule é utilizada popularmente como fins medicinais para o
tratamento de acne, inflamacdes, infeccdes e queimaduras. A casca da raiz é
utilizada ao longo dos anos para fins religiosos (MAIA, 2004). No nordeste brasileiro
tribos indigenas fazem uso do “vinho da jurema” ou “ajucd” devido a sua atividade
psicoativa. A substancia responsavel por essa atividade psicoativa € o alcaloide N,N
— dimetiltriptamina (DMT) (SOUZA, 2008). Para fins psicoativos a raiz € utilizada na
forma de fumaca inalatoria por meio de um cachimbo, ja que é inativada quando
administrada por via oral (ALBUQUERQUE, 2006).

Em estudos fitoquimicos anteriores, além de alcaloides, foram também
encontrados flavonoides (DOMINGUEZ et al.,1989), Diterpenos (FUKUYAMA et al.,
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1999), Saponinas, Mimosideos (OHSAKI et al.,, 2006), esteroides e terpenos
(ANTON et al., 1993).

Mimosa tenuiflora € muito utilizada como alimento para bovinos no periodo de
seca na Caatinga, seu caule é utilizado para producdo de madeiras, lenhas e
carvao, sendo consideradas de excelente qualidade, suas cascas sdo empregadas
para curtir couro (BRAGA, 1989; GOMES, 1977).

Jurema preta é popularmente utilizada para o tratamento de infeccdes
(HEINRICH et al., 1992), queimaduras e lesdes (TELLEZ et al., 1990), e atividade
antimicrobiana (LOZOYA et al.,1989; MECKES-LOZOYA et al.,, 1990), também ja
foram relatados usos contra a perda de cabelo, dores de cabeca, e dor de dente;
problemas de estbmago como: acidez, gastrite, Ulceras duodenais e pépticas, colite,
e hemorroidas, como também herpes, acne e doencas parasitarias (CAMARGO-
RICALDE,2000).

Vérios estudos farmacoldgicos utilizando extratos ou substancias isoladas de
Mimosa tenuiflora foram realizados nos ultimos anos, dentre os mais destacados
estao:

v' Atividade antiprotozoaria contra Entamoeba histolitica e Giardia lamblia, nos
guais foram testandas o extrato e oito flavonoides, incluido as tenuiflorinas B
e C, os resultados foram moderados (BAUTISTA et al., 2011)

v' Ac¢édo antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, nos quais foram testados
0os extratos. O resultado demonstrou acdo antimicrobiana frente a cepa
estudada (BEZERRA et al., 2009; PADILHA et al., 2010).

v Atividade antinociceptiva, testando o extrato aguoso das folhas (OLIVEIRA,
2011).

v/ Atividade antioxidante, anticolinesterasica, antiinflamatéria (CRUZ, 2013).
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Quadro 2 : Taxonomia da espécie Mimosa tenuiflora (Will) Poir

* Reino: Plantae
» Filo: Tracheophyta
= Classe: Equisetopsida C. Agardh

= Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
= Super ordem: Rosanae Takht.

= Ordem: Fabales Bromhead

= Familia: Fabaceae Lindl.

= Género: Mimosa L.

= Nome cientifico : Mimosa tenuiflora (Will) Poir

Disponivel em: http://www.tropicos.org. Acesso: 20/12/16.

Estudos fitoquimicos realizados em algumas espécies do género Mimosa L.,
mostram a ampla distribuicdo dos metabdlitos secundarios isolados, o quadro 3
mostra as principais classes isoladas e os principais ativos.
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Quadro 3: Constituintes quimicos isolados da Mimosa tenuiflora (Will) Poir

Compostos Referencias

ALCALOIDE

PACHTER,1959

N,N — dimetil-triptamina (DMT)

MNH;

HO

N

N MECKES-LOZOYA, 1990
H

5-hidroxitriptamina (5HT)

CHALCONAS

OHSAKI, 2006
OH [e]
2’4" -Di-hidroxi -4 - metoxichalcona
OH
¢ g
noe OHSAKI, 2006

2’4’ 4 —Tri-hidroxichalcona
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OH
OH [e]

OHSAKI, 2006
2',5",4 -Tri-hidroxichalcona
OCH;
HsCO. OH O
I OHSAKI, 2006
OH (o}

2’,6’ -Di-hidroxi - 4,4 Dimetoxichalcona

OCHj
OCH;
HO. I OH
o

2’4" -Di-hidroxi - 3',4 Dimetoxichalcona

OCH3

OH

2.4’ .4 -Tri-hidroxi - 3' — metoxichalcona

DOMINGUEZ, 1989

DOMINGUEZ, 1989
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OH o) OHSAKI, 2006

o ° OHSAKI, 2006

2’4’ 4 -Tri-hidroxichalcona

FLAVONAS

OHSAKI, 2006

5,7,4 —Tri-hidroxiflavona

(apigenina)

5,4’ - di-hidroxi — 7- metoxi-flavona OHSAKI, 2006
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5,7,4" — tri-hidroxi-8-metoxi-flavona

5,7 - di-hidroxi — 4'- metoxi-flavona

5,4’ - di-hidroxi — 7- metoxi-flavona

5,4’ - di-hidroxi — 6,7- di-metoxi-flavona

OHSAKI, 2006

OHSAKI, 2006

NUNES, 2009

NUNES, 2009
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5,4’ - di-hidroxi — 6,7,3’- tri-metoxi-

flavona

5,4’ - di-hidroxi — 7,3,3’- tri-metoxi-

flavona

HO.

HyCO

5,7 - di-hidroxi — 6,3,4'- tri-metoxi-

flavona

5,7,4" — tri-hidroxi-6,3-di-metoxi-flavona

NUNES, 2009

NUNES, 2009

NUNES, 2009

BAUTISTA et al. 2011
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OH (0]

5,7,3,4" — tetra-hidroxi-6-metoxi-flavona

OH
OCH,

H3CO lo)

5,4’ - di-hidroxi — 7,8- di-metoxi-flavona

OH

HO fo)

OCH3

5,7,4" — tri-hidroxi-3-metoxi-flavona

5,6,3 — tri-hidroxi-7,4’-di-metoxi-flavona

BAUTISTA et al. 2011

CRUZ, 2013

CRUZ, 2013

CRUZ, 2013
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CRUZ, 2013
OH (¢]
5,3 - di-hidroxi — 7,8,4'- tri-metoxi
flavona
FLAVANONAS
OCH3
HO. O fe) O
bl OHSAKI, 2006
5,7 - di-hidroxi — 4'- metoxi-flavanona
OCH3
HO. O 0. ‘
| OHSAKI, 2006
7 - hidroxi — 5, 4’- di-metoxi-flavanona
OH
H3CO o) ‘
OHSAKI, 2006

5,4’ - di-hidroxi — 7- metoxi-flavanona
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HO. OH
Hscow:‘/
OH (¢]

5,2',4’ — tri-hidroxi-7-metoxi-flavonona

OH
Hacow/‘/
OH O

5,4’ - di-hidroxi — 7- metoxi-flavanona

OH
OH
HiCO I o O
OH o)

5,3',4’ — tri-hidroxi-7-metoxi-flavonona

OCHs
HO I o O
HaCO OH
OH 0

5,7,3 —tri-hidroxi-6,4'- di- metoxi

flavonona

OHSAKI, 2006

NUNES, 2009

NUNES, 2009

BAUTISTA et al. 2011
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OH
HO o) O
HaCO I OH BAUTISTA et al. 2011
OH (6]

5,7,3,4" — tetra-hidroxi-6- metoxi

flavonona

FENOXICROMONAS

HO o o OH
Hacom OCH, LEON, 2004
OH 0

Tenuiflorina A

HO o 0. : :OCH3
HsCO OH
LEON, 2004
OH o}

Tenuiflorina B

HO o 0. : :OH
OCH3
LEON, 2004
OH o

Tenuiflorina C
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3.4 Metabdlitos secundarios de  Mimosa tenuiflora

3.4.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios que apresentam a estrutura
basica (Figura 3) com quinze atomos de carbonos, arranjados em trés anéis, sendo
dois anéis arométicos (Ce-C3-Cs). Os dois anéis aroméaticos sao classificados como A
e B, entre esses dois anéis se localiza o anel C, formado por uma estrutura de trés
carbonos (SILVA, 2003). Os Flavonoides séo hidroxilados e podem conter

substituintes metoxilados ou podem ser glicosilados (NUNES, 2009).

Figura 3: Estrutura quimica dos flavonoides

Os flavonoides sao considerados um dos grupos mais importantes e
diversificados dos produtos de origem vegetal, derivados de substancias
polifendlicas e amplamente encontrados em tecidos vasculares das plantas, incluido:
frutas, polen, raizes e caules (MACHADO, 2008; NUNES, 2009).

Os flavonoides sdo biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides
(Figura 4) e formados da combinacéo de derivados sintetizados da fenilalanina (via
metabdlica do &acido chiquimico) e acido acético (SIMOES, 2000). Um derivado do
acido cinamico (fenilpropano), sintetizado a partir do acido chiquimico, age como
precursor na sintese de um intermediario, ao qual sdo adicionados trés residuos de
acetato com posterior ciclizacdo da estrutura, as posteriores hidroxilagbes e
reducdes produzem as diferentes formas de flavonoides (Figura 5) (NUNES, 2009;
SILVA, 2003).
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Eritrose- 4- fosfato
+ Corismato
Fosfoenolpiruvato l

HO OH

OH Prefenato

Acido Chiquimico l

Fenilalanina

'

Fenilpropandides «— Acido cinamico

Figura 4: Rota Biosintética de compostos fendlicos

(@) SCoA

3H,CCOOH + c

c Intermediario

Flavonoide Chalcona

Figura 5: Biossintese de flavonoides
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Ha vérias classes de flavonoides que diferem entre si no nivel de oxidag¢éo da
molécula e no modelo de substituicdo do anel C. Entre as classes mais importantes
temos: flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas, flavononol, flavana e
antocianidinas (NUNES, 2009).

a) Flavonas: caracterizada pela presenca da dupla ligagdo entre os carbonos 2

e 3 e auséncia da hidroxila na posicao 3.

Figura 6: estrutura basica da flavona

b) Flavanonas : caracterizada pela presenca da dupla ligacdo entre os carbonos

2 e 3 e auséncia da hidroxila na posi¢éo 3.

Figura 7: estrutura basica da flavanona

c) Flavonol : caracterizada pela presenca da dupla ligacdo entre os carbonos 2 e

3 e presenca da hidroxila na posigéo 3.
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Figura 8: estrutura basica do flavonol

d) Flavanonol: caracterizada pela auséncia da dupla ligagao entre os carbonos
2 e 3 e presencga da hidroxila na posicao 3.

0]

Figura 9: estrutura basica do flavanonol

e) Flavana: caracterizada pela auséncia da dupla ligacao entre os carbonos 2 e

3 e do grupo cetona no anel C.

Figura 10: estrutura basica da flavana
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f) Isoflavonoide: o ndcleo B se liga ao anel C na posicéo 3

)

Figura 11: estrutura basica do isoflavonoide

g) Neoflavonoide: quando o anel B se liga ao nucleo C através da posi¢céo 4

0 0
=
Figura 12: estrutura basica do neoflavonoide

As principais funcdes bioldgicas dos flavonoides séo: antimicrobiana,
antioxidante, antitumoral e antiinflamatéria (MECKES-LOZOYA, 1990)

3.4.2 Chalconas

Sao intermediarios essenciais na biossintese dos flavonoides, normalmente

apresentam coloragcdo amarela. S&o definidas como cetonas arométicas a-B

insaturadas, formadas por 2 anéis benzénicos, interligados por uma ponte de 3

carbonos (CRUZ, 2013). Diferente dos flavonoides as chalconas ndo possuem anel

piranico.
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Figura 13: estrutura basica das chalconas

3.4.3 Fenoxicromonas

Também conhecidos como flavonoides atipicos sao formados pela juncdo de

um grupamento fenoxi e um grupamento cromona.

O
/O
O :
Cromona Fenoxi

)

Figura 14: estrutura basica das fenoxicromonas
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3.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Técnica instrumental rapida e ndo destrutiva utilizada para a determinacéo
estrutural de substancias baseada na espectroscopia de absorcéo, indispensavel
principalmente para o0s quimicos. Sob condigbes apropriadas em um campo
magnético, uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na regido de
radiofrequéncia, em uma frequéncia dependente das caracteristicas estruturais da
amostra, essa absorcdo é funcdo de alguns nucleos da molécula (SILVERSTEIN,
2007).

O espectro de RMN nada mais € do que o registro grafico das frequéncias
dos picos de absorcdes versus sua intensidade, que auxilia na determinacdo do
esqueleto carbono — hidrogénio. Hoje podem ser realizados RMN de hidrogénio,
carbono treze, nitrogénio quinze, flior dezenove, e fésforo trinta e um, entre outros
(PAVIA, 2010).

3.6 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

Espectroscopia de absor¢do quantizada em que a energia absorvida pela
molécula se encontra na regido do infravermelho vibracional (4000 a 400 cm™), pode
ser utilizada para identificar compostos e investigar a composi¢cdo de uma amostra.
Baseia-se no fato de as ligagcdes quimicas das substancias apresentarem frequéncia
de absorgdes especificas. Quando essas moléculas absorvem radiagdo no
infravermelho, s&o excitadas para atingir seu estado de maior energia e vibram com
energias especificas, sendo possivel a identificacdo dos grupamentos
(SILVERSTEIN, 2007; PAVIA, 2010).

3.7 Atividade biolégica dos compostos isolados

3.7.1 leishmaniose

As leishmanioses sdo um complexo de doencas tropicais endémicas, infecto-

parasitarias, ndo contagiosas, causadas pelo protozoario do género Leishmania. O
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género é classificado filogeneticamente na familia dos tripanossomatideos, com
cerca de trinta espécies conhecidas, divididas nos subgéneros Leishmania e
Viannia (FRAGA et al., 2010).

Doenca tropical considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
como a segunda doenca protozodria mais comum do mundo, com morbidade e
mortalidade extensa na maioria dos paises em desenvolvimento e que pode
apresentar manifestacfes clinicas nas formas tegumentar e visceral (GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

Elas estéo inseridas dentro do grupo de “Doencas Tropicais Negligenciadas”,
as quais atingem principalmente a parte da populagdo com condigoes
socioecondmicas desfavoraveis. Acometem as populacdes pobres da Asia, Africa e
Ameérica Latina, levando a obito cerca de dois milhdes e meio de pessoas por ano
em todo o mundo (LINDOSO, 2009; DAVID; CRAFT, 2009; FEASEY et al., 2010;
WHO, 2015).

Patologia negligenciada que compde um problema de saude publica devido a
incidéncia, ampla distribuicdo geografica e presenca de sequelas desfigurantes,
destrutivas e incapacitantes (RAZERA; BLANCO; BONAMIGO, 2005). No Brasil €
encontrada a maior prevaléncia de todo continente Americano, estimando-se 65.000
novos casos por ano (MOTA; MIRANDA, 2011).
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Levantamentos Bibliograficos

O levantamento bibliografico para realizacdo deste trabalho foi realizado nos
bancos de dados Chemical Abstracts, Web of Science, Science Direct, Scorpus,
Biological Abstract, NAPRALERT (Natural Products Alert), Scifinder, Google

académico, entre outros, dos anos de 1900 a 2016.

4.2 Coleta e identificacdo do material botanico

A coleta do material vegetal da espécie Mimosa tenuiflora (Willd) Poir, foi
realizada na reserva legal do Assentamento “cachoeira” localizado no municipio de
S&do José de Espinharas no sertdo do estado da Paraiba no ano de 2011, no sertéo
do estado da Paraiba nas seguintes coordenadas geograficas: 6°48'33,11",
6°47°09,94” de latitude sul, e 37°19°'53,64”,37°19°23,66”, de latitude oeste, distando
aproximadamente 6 km de distancia da zona urbana do referido municipio e a
32,6km de Patos - Paraiba.

Em seguida foi identificada pelo Engenheiro florestal — Dr. Pierre Farias de
Souza, do Centro de Saude e Tecnologia Rural da Universidade Federal de
Campina Grande — Campus: Patos, sendo uma exsicata depositada no Herbario do
Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR/UFCG) sob o numero 2.259.

4.3 Processamento da planta

No Centro de Biotecnologia (CBiotec) da UFPB, 1,22kg do materiais vegetal
(folhas e galhos) foram separados e secos em estufa com ar circulante a
temperatura de 40-45 °C, e em seguida triturados e moidos em moinho mecanico.
Os pos obtidos foram submetidos a maceracdo com etanol a 95% por trés dias

consecutivos. Apds extracdo exaustiva, as solucdes extrativas foram concentradas
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em rotaevaporador sob pressdo reduzida a temperatura de 40-45°C obtendo-se o
extrato bruto (292,62 Q).

4.4 Fracionamento do E xtrato Etandlico Bruto (EEB) das folhas e galhos

Uma porcdo de 100g do extrato etanodlico bruto foi solubilizado em uma
solucéo de 500 mL de MeOH:H,O (3:7) e homogeneizado sob agitacdo mecanica,
obtendo-se uma solucéo hidroalcodlica que foi particionada em funil de separacao,
segundo um gradiente crescente de polaridade, com os solventes organicos: hexano
(2100mL), diclorometano (1020mL), acetato de etila (2500ml) e n-butanol (500mL),

para obtencéo de suas respectivas fases e a fase hidroalcoolica.

Esquema 1: Particdo liquido — liquido para obtencao de fases fracionadas

Hexano
Fase Hexanica (359)

Diclorometano -
Fase Diclorometano

FEB (13g)
(100g)

Acetato de etila .
I Fase Acetato de etila

Solucdo MeOH:H20 (3:7) (30g)
(500ml)
n -Butanol Fase Butandlica
(259)
Fase hidroalcoolica
(309)

4.5 Avaliacgédo fitoquimica preliminar dos constituint es quimicos

A triagem fitoquimica preliminar foi realizada com o EEB, com a intencéo de
avaliar as possiveis naturezas quimicas dos compostos presentes, utilizando a
metodologia indicada por Matos (1997). Os resultados estdo descritos no quadro 4

abaixo:
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Quadro 4 : Resultados da triagem fitoquimica do EEB de Mimosa tenuiflora.

Grupo quimico Reagente Resultados
Flavondides Shinoda +++
Alcaldides Bouchardat ++
Dragendorff
Taninos Cloreto férrico 2% +
Saponinas Teste de espuma +

Legenda: reacdo negativa (-), reacao fracamente positiva (+), reacao positiva (++), reacado fortemente

positiva (+++).

4.6 Métodos cromatograficos

Os meétodos cromatogréficos utilizados para separacdo e isolamento dos
constituintes quimicos foram: Cromatografia de adsor¢do em coluna (CC), utilizando
como fase estacionaria a silica gel, ART 7734 da MERCK de particulas com
demissdes entre 0,063-0,200 mm. A dimenséo e comprimento da coluna dependiam
da quantidade de material a ser cromatografado.

O acompanhamento das fragbes e compostos obtidos das colunas, foram
realizados utilizando a Cromatografia de Camada Delgada Analitica (CCDA)
utilizando silica gel PF254 (ART 7749 da MERCK). Para revelacao das placas foram
utilizados indicadores fluorescentes e reveladores fisicos como a lampada UV de
curto e longo comprimento de onda (254 -366nm), por meio de um aparelho
MINERALIGHT, modelo UVGL - 58.

Como fase moével foram utilizados tanto na CC como na CCDA os solventes
organicos com alto grau de pureza: hexano, diclorometano ou cloroféormio, acetato
de etila e metanol, puros ou em misturas binarias sempre seguindo o gradiente

crescente de polaridade.
4.7 Métodos espectroscopicos

4.7.1 Espectroscopia de Infravemelho (1V)

As anédlises de infravemelho foram obtidas na regido 4000 a 400 cm™

utiizando o espectrofotometro da marca SHIMADZU, modelo IRPrestige 21,
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localizado no CBIOTEC/UFPB. Os espectros foram registrados em pastilhas de KBr,
utilizando de 1 a 3 mg da amostra, tendo a frequéncia medida em cm™.

4.7.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nucle  ar (RMN)

As analise de RMN foram realizadas no espectrofotdometro de marca VARIAN-
NMR-SYSTEM operando em uma frequéncia de 200MHz ou 500MHz para a analise
de RMN de *H e 50 MHz ou 125 MHz para a anélise de RMN de **C, localizados no
Nucleo de Caracterizacdo e Analise (NUCAL) da UFPB. As amostras a serem
analisadas foram dissolvidas em: cloroformio deuterado (CDCL3) e acetona
deuterada (CD3COCD3). Também foram utilizadas técnicas de RMN bidimensionais,
conforme a necessidade: HMQC, HMBC, COSY, NOESY.

Os deslocamentos quimicos () foram expressos em parte por milhdo (ppm) e
as constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades dos sinais de
hidrogénio foram expressas como: s (singleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t
(tripleto), m (multipleto). J& os espectros de carbono, foram realizados pela técnica
do APT e foram adotadas as seguintes conversdes: os sinais de carbono né&o
hidrogenados (C) e metilénicos (CH,) se localizaram acima da linha base e os sinais

de carbono metinicos (CH) e metilicos (CH3), se localizaram abaixo da linha base.

4.8 Ponto de fusdo

O ponto de fusdo das substancias isoladas foi medido utilizando o fusidmetro
digital, modelo: MQAPF -302, com variacao de temperatura na faixa de 25 — 350°C.

4.9 Isolamento e purificacdo dos constituintes quim icos

Parte da fase diclorometano (13g) foi submetida a filtracdo sob véacuo
utilizando-se silica como adsorvente e solventes organicos ( hexano, acetato de etila
e metanol) puros e em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. Desse
processo foram obtidos 20 fracdes de 400ml cada, que foram concentradas em
evaporador rotativo, analisadas em CCDA e quando semelhantes, foram reunidas de
acordo com seus perfis cromatograficos e fator de retencédo (Rf), 0 que resultou em

13 grupos (Quadro 5).
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Quadro 5: Fracdes obtidas da filtracdo a vacuo e sistemas de solventes utilizados

Fracéo Sistema de eluicao Sistema de propor¢ao

le? Hexano 100%
3 Hex: AcOEt 80:20 viv
4 Hex: AcOEt 70:30 viv
5 Hex: AcOEt 60:40 viv
6 Hex: AcOEt 50:50 viv
7 Hex: AcOEt 40:60 v/v
8 Hex: AcOEt 30:70 viv
9 Hex: AcOEt 10:90 viv
10 AcOEt 100%
11 AcOEt:MeOH 97:3 viv
12 AcOEt:MeOH 95:5 viv
13 AcOEt:MeOH 92:8 viv
14 AcOEt:MeOH 89:12 viv
15 AcOEt:MeOH 80:20 v/v
16 AcOEt:MeOH 75:25 viv
17 AcOEt:MeOH 50:50 viv
18 AcOEt:MeOH 30:70 viv
19 AcOEt:MeOH 10:90 viv
20 MeOH 100%

As fracOes reunidas foram:

e 1,2e3
« 10,11e12
e 14,15e 16
« 18e19

Apos andlise do perfil cromatogréfico, a fracdo 5 (6g) foi a selecionada para

passar pelo processo cromatografico (CC), utilizando como fase estacionaria silica
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em gel e como fase mével solventes organicos (hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol) puros e em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade.
Desse processo foram obtidos 175 fracbes (Esquema 2), que foram concentradas
em evaporador rotativo, analisadas em CCDA e quando semelhantes, foram
reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos e fator de retencdo (Rf)
(Quadro 6).

Esquema 2: Fracionamento cromatografico da fase diclorometano

FASE DICLOROMETANO
139

CC SILICA GEL - Filtracao a vacuo
20 FRAGOES

| 5°FRAGAO (6g) |

CC silica gel( Obteve 175 fragoes)

| Fr-32 | Fr-45 | | Fr-67-68 . Fr-86 | | Fr-98 | | Fr-124 |

PRECIPITACAO SEFADEX
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Quadro 6: FracOes obtidas da CC da fragéo 5

Sistema de eluicao Fracéo Fracao reunida
coletada
Hex: CH,Cl, (90:10) 1-5 1-5
Hex: CH,CI; (70:30) 6-10 6-10
Hex: CH,Cl, (50:50) 11-15 11-15
Hex: CH,Cl, (45:55) 16-19 16-19
Hex: CH,Cl, (40:60) 21-44 21,22-25; 26,27,28, 29-31, 32, 33-
37;40,41,42-44
Hex: CH,Cl, (50:50) 45-57 45,46-49; 50-55, 56, 57
Hex: CH,Cl, (40:60) 58-62 58-62
Hex: CH,Cl, (30:70) 63-66 63-66
Hex: CH,Cl, (20:80) 67-78 67-68, 69, 70-72; 73-78
Hex: CH,Cl, (10:90) 79- 87 79-82; 83-85, 86s, 86p, 87
CH.Cl; 88-92 88-90; 91-92
CH.Cl,: AcOEt (95:5) 93-95
CH,Cl,: AcOEt (90:10) 96-97 93-96, 97
CHCl,: AcOEt (85:15) 98-99 98
CH.Cl,: AcOEt (75:25) 100-129 99-103; 104, 105-106, 107-113,
114, 115-116,

117,118,119,120,121,122,123,124s,124
p,125, 126-129
CHxCl,: AcOEt (50:50) 130-137

CHxCl,: AcOEt (25:75) 138-141 130-138
AcOEt 142-144 139-143, 144
AcOEt: MeOH (95:5) 145-150 144-148
AcOEt: MeOH (90:10) 151-161 149-158
AcOEt: MeOH (50:50) 162 - 175 159-175

Na analise de CCDA a fracdo 32 apresentou-se como mancha unica, sendo
assim, a mesma foi codificada como TF-01 (40mg). Da mesma forma a fracao 45,

que foi codificada como TF-02 (5mg).
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As fracbes 67 e 68 foram reunidas e também analisadas em CCDA,
apresentou- se como uma mancha unica e foi codificada como TF-03 (4mg).

A fracdo 86 formou um precipitado branco que foi separado e lavado com
metanol, apds analise em CCDA apresentou-se como mancha unica e foi codificado
como TF-04 (11,4mg).

A fracdo 98 apresentou-se com manchas escuras na analise de CCDA, porém
apenas uma mancha se destacava e apresentava-se distante das outras, sendo
assim a fracao foi submetida a uma separacao por CC, utilizando como fase movel o
metanol e fase estacionaria o Sefadex, foram obtidas 8 fracdes e a fragdo 8 continha
a substancia desejada. Esta foi codificada como TF-05 (30mg).

A fracdo 124 formou um precipitado branco, que foi separado e codificado
como TF-06 (20mg).

O uso em conjunto de técnicas espectrais como: IV, RMN 'H e ®°C,
associadas a técnicas bidimensionais de HMBC, HMQC, NOESY E COSY, permitiu

propor a estrutura das substancias isoladas.

4.10 Atividade antileishmania

O parasita Leishmania amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) na sua forma
promastigota foi utilizado para triar a atividade antiLeishmania dos seis compostos
isolados da Mimosa tenuiflora. Esses parasitos foram obtidos da Colecdo de
Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC), os quais foram mantidos, in vitro, no
Laboratério de Imunologia de Doencas Infecciosas da Universidade Federal da
Paraiba. As formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em meio
Schneider® (Sigma, USA), suplementado com 20% de soro fetal bovino (SBF), 2%
de urina humana masculina e antibioticos (penicilina 200U/mL e estreptomicina
0.1mg/mL) (Gibco, BR), mantidos incubados em estufa de demanda bioldgica de
oxigénio (B.O.D.) a 26 °C para a realizacéo dos testes de atividade anti-Leishmania.

Para tal avaliacéo foi utilizando o teste colorimétrico do MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio). Esse método é baseado na atividade de
enzimas desidrogenases citosoélicas e mitocondriais, que sdo capazes de reduzir o
MTT (coloracdo amarela) e formar um produto de coloracdo azul, insolivel em agua,

um sal de formazan. Em placa de 96 poc¢os serdo adicionados 100 yL de meio
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Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e cerca de 1 x 10° promastigotas de
L. amazonensis por poco. Posteriormente, foram adicionadas as substancias-teste
em triplicata, previamente diluidas em meio Schneider suplementado, para um
volume final de 100 uL em cada poc¢o nas concentracdes de 400, 200, 100, 50, 25,
12,5, 6,25 e 3,12 yg/mL. Em seguida serdo incubadas por 72 horas em estufa de
demanda biol6gica de oxigénio (B.O.D.) a temperatura de 26 °C. Ao final da
incubacéo, foi adicionado 10 pL de MTT diluido em PBS a uma concentragéo final
de 5 mg/mL. Foram incubados por mais 4 h em estufa de demanda biolégica de
oxigénio a 26 °C, e em seguida foi adicionado 50 yL de SDS a 10%. A placa
permaneceu em overnight para dissolu¢cdo do formazan e por ultimo, foi realizado a
leitura da absorvancia, de cada poco, utilizando um espectrofotometro (Biotek
modelo ELx800) a 550 nm. O controle negativo foi realizado com meio Schneider
suplementado a 0,2% de DMSO. O controle positivo foi realizado na presenca de
anfotericina B como farmaco de referéncia. Os ensaios foram realizados em triplicata

e repetidas trés vezes em dias diferentes.
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Resultados e Discussdo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo fitoquimica

O fracionamento do extrato dicloromentano de Mimosa tenuiflora permitiu o
isolamento e identificacdo de 6 moléculas, sendo duas chalconas, dois flavonodides e

duas fenoxicromonas.

Figural4: Substancias isoladas de Mimosa tenuiflora
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5.2 Determinagéo Estrutural de TF - 01

A substancia codificada como TF- 01 apresentou-se na forma de cristais de
coloragdo amarela (Figural5s), soluvel em diclorometano, peso em massa de 40mg e
ponto de fuséo entre: 185°C - 187°C, compativel com a literatura (RAJU et. al., 1992
e DOMINGUEZ, 1989). A mesma foi identificada utilizando dados de espectrometria

de Infravermelho, RMN de Carbono 13 e Hidrogénio, uni e bidimensionais.

Figura 15: Amostra TF-01

A amostra foi submetida a espectrofotometria de Infravermelho, obtendo-se o
espectro ilustrado na Figura 19. Analisando-se os dados, foi possivel observar sinais
de hidroxila fenodlica, devido a presenca de uma banda de grande intensidade em
3424 cm™. A banda em 1635 cm™ foi atribuida a C=0 de cetona a, B insaturada, que
devido ao fato dessas bandas estarem deslocadas para uma frequéncia menor,
sugere que a hidroxila esteja quelada, como também, que os hidrogénios a e B estédo
em conformacéao trans (SILVERSTEIN et. al, 2007; PAVIA et. al, 2010).

Ainda do espectro de infravermelho, observou-se um estiramento de C=C de
anel aroméatico em 1604 cm™, além de duas bandas fortes, uma referente ao
estiramento simétrico C-O-C em 1258 cm™ e outra referente a um estiramento
simétrico em 1031 cm™ que sugere a presenca de um éter arilico (SILVERSTEIN et.
al, 2007; PAVIA et. al, 2010). Foi observada também, uma banda forte em 823 cm™
caracterizando que um dos anéis aromaticos encontra-se para substituido.

Na andlise espectral dos dados de RMN de *C — APT (125 MHz, CDCls),
(Figuras 20 e 21) foram observadas 13 sinais, referentes a 15 carbonos, os sinais

em oc 114,54 e 130,57 encontram-se dobrados, o que sugeriu a possibilidade de se
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tratar de um flavondide, ja que atenderia a caracteristica da unidade basica de um
flavondide CgC3Cs , sendo 7 sinais referentes a carbonos ndo hidrogenados, 8
metinicos, 2 metilicos.

Dados fornecidos pelo espectro de RMN de *C comparados a dados da
literatura de Pelter et.al.1976 e Wagner et. al. 1976 (informados abaixo), corroborou
para a determinagao do esqueleto estrutural da amostra TF-01.

3!
2 4
75,0 - 80,3 =
8 1| ‘ 5!
7 AN 4 5
9 6!
10 ,
6 42,8 -44,2 3 116.0 - 128.0
5 189,5 - 191,6 188.6 - 194.6
0

As chalconas séo precursoras imediatas de flavonoides na via biosintética, se

136,9 - 145,4

tratando de uma cetona a, B insaturadas, no qual dois anéis aromaticos estédo unidos
por trés unidades de carbonos e geralmente apresentam coloracdo do amarelo ao
laranja (DHAR, 1981).

Diante dessas informacdes, incorporada a analise do espectro de RMN de *3C
da amostra, foi possivel averiguar a presenca de sinais caracteristicos de um
esqueleto estrutural de chalcona em &c 117,85 e 144,67 referentes aos carbonos C-
a e C- B, respectivamente. O sinal em 6c 192,75, foi relacionado ao carbono
carbonilico, que em geral, quando estdo a, B- insaturados sofre blindagem,
absorvendo entre 188,6 — 194,6 (NOQUEIRA, 2015). O sinal em &c 115,20 de
carbono ndo hidrogenado, foi atribuido ao carbono C-1'.

Observou-se também, a presenca de sinais metilicos em &c¢ 55,60 e &c 60,94,
o primeiro referente a uma metoxila estericamente desimpedida e o segundo
correspondente a uma metoxila estericamente impedida, que sofre desprotecéo,
provavelmente por estar cercada de hidroxilas. Tais hidroxilas sdo responsaveis pela
diminuicdo da nuvem eletrbnica ao redor da metoxila, desblindando a mesma.

Quando feita a analise de espectro de RMN de *H e sua expanséo
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(500MHz, CDCl3) (Figuras 22 e 23) evidenciou-se a presenca de sinais
caracteristicos de um sistema aromatico para dissubstituido, representados por dois
dubletos em &y 7,59 (2H) e 6,93 (2H), correspondentes aos pares de hidrogénio H2’
/| H6’ e H3'/ H5’, acoplados através da integragdo spin- spin em orto (J= 8.4 Hz)
formado um tipico sistema AA'BB’, que foi confirmado pela presenca de sinais
intensos em &¢ 114,64 e 130,57, sugerindo assim, uma substituicdo em C4’. Além
desses sinais, o espectro de correlacdo homonuclear *H x *H — NOESY (Figura 29)
mostrou interacdo entre hidrogénios vicinais 3'/5’ e 2'/6’, confirmando também, um

sistema AA’'BB’ no anel B da molécula.

OH 0
Figural6: Correlacdo de NOESY da amostra TF-01

Ainda no espectro de hidrogénio, foi observada a presenca de dois singletos
em &y 3,85 e 4,00 referentes a duas metoxilas, confirmando os sinais observados no
espectro de carbono. Dois dubletos em &4 7,85 e 7,43, ambos com integral para 1
hidrogénio, foram relacionados aos hidrogénios a e [, acoplando trans entre si (
J=15,5Hz).

Observou-se também dois dubletos, ambos com integral para um hidrogénio,
com absorc¢des em 0y 6,53 (J=8,9Hz) e 7,62 (J=8,6Hz) acoplando orto entre si, que
foram associados aos hidrogénios 5 e 6’ respectivamente. A presenca de um
singleto em &y 13,95 caracteristico de hidroxila quelada, juntamente com os dados
anteriores caracterizou a presenca de um anel A tetra substituido.

A partir desses dados foram sugeridas duas estruturas:



BRAS, A.A.Q RESULTADOS E DISCUSSAO 68

Avaliando os dados de correlacdo direta, observados no espectro
bidimencional *H x *3C - HMQC (Figuras 24 e 25) os sinais de carbono hidrogenados
Oc 106,4; 114,6; 117,7; 126,4; 130,3; 144,3 foram atribuidos aos carbonos C5’,
C3/C5, Ca, C6’, C2/C6, Cp respectivamente. (0 6,56 / d¢ 106,4 ; d4 6,93 / dc 114,6;
Oy 7,43 | &¢c 117,7; &4 7,62 | &¢c 126,4; by 7,59 / ¢ 130,3 ; 0y 7,85 / O¢c 144,3 ).
Mostrou-se também correlacéo direta entre &y 3,85 / 8¢ 55,43 e 844,01 / 6 60,77.

O espectro bidimencional *H x **C - HMBC (Figuras 26, 27 e 28) mostrou
correlacdo a duas (3 ) ligacdes da hidroxila (34 13,67) com o carbono C2’ (8¢ 134,4)
e trés ligacbes (*J ) com o carbono C1'(dc 115,2) e C3’ (8¢ 157,8). A correlacdo (°J)
a trés ligacdo da metoxila (3 3,85) com o carbono 4 (3¢ 162) e a correlacdo (2J) a
duas ligagcbes do hidrogénio o4 6,93 como o carbono 4, sugeriu a presenca da
metoxila no anel B como um substituinte.

Ainda no espectro HMBC, foi observada a correlacdo a (2J) entre o hidrogénio
6’ (dn 7,62) com o carbono da carbonila (8¢ 192,0), e uma correlacdo a (*J) entre o
hidrogénio da metoxila (&4 4,00) com o carbono 2’ (6¢ 134,0), que juntamente com
os dados anteriores confirmam que a substancia TF-01 corresponde a estrutura lll.

Comparacdo entre os dados espectrais de RMN **C de TF-01 com modelos
da literatura (DOMINGUEZ, 1989 e MAJUMDER, 1994) (Tabela 1) confirmam a

identidade estrutural entre as substancias, podendo afirmar que a substancia TF-01,
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com férmula molecular Ci7H160s, se trata da substancia 2',4'-dihydroxy-3',4-
dimethoxychalcona conhecida como Kukulkanin A, isolada da espécie Mimosa

tenuiflora pela primeira vez em 1989 por Dominguez e Garcia .

Figura 17: Estrutura da amostra 2',4'-dihidroxi-3',4-dimetoxichalcona

Essa Hipotese foi confirmada ainda, com os dados espectrais de correlacdo

homonuclear *H x *H — NOESY, ilustrado abaixo.

Figura 18: Estrutura da amostra 2',4'-dihidroxi-3',4-dimetoxichalcona
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Tabela 1: Dados comparativos de RMN *3C e 'H de TF-01 em CDCl; (500 MHz) e da 2',4'-dihidroxi-3',4 dimetoxichalcona (CD;OD
e CDCl3) e modelos da literatura de Dominguez, 1989 e Majumder, 1994.

TF-01 Literatura Literatura

(CDCly) (Dominguez, 1989) (Majumder, 1994)
(CD;0D) (CDCls)

Oc
1 127,6 - 126,5 - 128,0 -
2 130,5 7,59(d), J=8,4Hz 130,5 7,86(d), J=8,7Hz 131,5 -
3 114.6 6,93 (d), J= 2,1Hz 114,0 7,01 (m) 115,2 ;
4 162,0 - 162,0 - 160,0 -
5 114.6 6,93 (d), J= 2,1Hz 114,0 7,01 (m) 115,0 ;
6 130,5 7,59(d), J= 8,4Hz 130,5 7,86 (d), J=8,7Hz 1315 ;
1 115,2 - 114,6 - 115,6 -
2 134,4 - 134,2 - 134,2 -
3 157,8 - 158,0 - 156,8 -
4 155,0 - 157,0 - 155,0 -
5 106,5 6,53 (d), J= 8,9Hz 107,0 6,47(d), J= 9,0Hz 106,5 -
6 126,3 7,62(d), J=8,6Hz 126,7 7,60 (d), J=9,0Hz 126,3 -
a 117,8 7,43 (d), J=155 118,0 7.80(d), J=15,3 119,0 i
B 1447 7.85(d), J=15,5 1433 7.77(d), J=15,3 1448 -

Cc=0 192,7 - 191,4 - 193,3 =
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Tabela 2: Deslocamentos quimicos e correlacdes para TF-01, verificados nos
espectros de RMN *3C e *H em CDCl; (500 MHz) uni e bidimencionais.

OCH3

HMQC HMBC NOESY
C 6C 6H lJ CH ZJ CH 3~JCH 1H X 1H
1 127,6 -
1 115,2 -
2 134,4 -
3 157,8 -
4 155,0 -
CH
2 130,5 | 7,59(d, 1H, J= 8,4 Hz) C-4 H-3
3 114,6 6,92 (d, 1H, J= 2,1 Hz) H-2
5 114,6 6,94 (d, 1H, J= 2,1 HZz) H-6/H5-CH;O
6 130,5  7,59(d, 1H, J= 8,4 Hz) C-4 H-5
5 106,5 6,53 (d,1H, J= 8,9 Hz) C-r C-2’ H-6’
6’ 126,3 7,62(d,1H, J=8,6 Hz) C=0 H-5’
a 117.,8 7,43 (d,1H, J=15,5 Hz) C=0
B 144,7  7,85(d,1H, J=15,5 Hz) C=0
CH30
CH,O-4 | 55,60 3,85 (s,3H) C-4 H-5
CH,0-3' | 60,94 4,00(s,3H) C-2
OH
OH-2’ - 13.65(s,1H) c2 Cl/C3
OH-4’

6,37 (s,1H) ca’ C5’

C=0 192,7
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Figural9: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de TF-01
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Figura 20: Espectro de RMN **C em CDCl; (125 MHz) de TF-01
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Figura 21: Expansé&o do espectro de RMN **C em CDCl; (125 MHz) de TF-01
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Figura 22: Espectro de RMN *H em CDCl; (500 MHz) de TF-01
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an

Figura 23: Expansdo do espectro de RMN *H em CDCl; (500 MHz) de
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Figura 24: Espectro de RMN *H x ** C — HMQC em CDCl; (500 MHz) de TF-01
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Figura 25: Expansdo do espectro de RMN *H x **C — HMQC em CDCl; (500 MHz) de TF-01
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Figura 26: Espectro de RMN *H x ** C — HMBC em CDCl; (500 MHz) de TF-01
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Figura 27: Expansdo do espectro de RMN *H x ** C - HMBC em CDCl; (500 MHz) de TF-01
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Figura 28: Expansdo do espectro de RMN *H x ** C — HMBC em CDCl; (500 MHz) de TF-01
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Figura 29: Espectro de NOESY em CDCl; (500 MHz) de TF-01
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5.3 Determinacao Estrutural de TF- 02

A substancia codificada como TF-02 apresentou-se na forma de cristais de
coloracdo amarelo claro, soltvel em cloroférmio, peso em massa de 5mg, ponto de
fuséo entre: 167°C — 169°C.

O espectro de RMN de 'H e sua expansdo (Figuras 35, 36 e 37) (500MHz,
CDCI3) da amostra TF-02 mostra absorc¢des na regido de hidrogénios arométicos na
faixa entre oy 6,5 a 8,0 (SILVERSTEIN et. al, 2007; PAVIA et. al, 2010).

Foram observados também, absorcdes para trés metoxilas em oy 3,84 (s,
3H), 3,86 (s, 3H) e em 3,97 (s, 3H). Uma absorcdo no campo baixo do especrtro de
hidrogénio em &y 12,62 caracteriza que a molécula apresenta uma hidroxila
aromatica quelada, sugerindo a presenca desse grupo na molécula.

No espectro de hidrogénio foi possivel identificar a presenca de um sistema
ABX, sugerido pela presenca de um dubleto em &4 7,03 (1H, J= 8,4Hz) acoplando
em orto, um duplo dubleto em &y 7,66 (1H, J= 8,4Hz e 2,0Hz) acoplando orto e
meta, e outro dubleto em &y 7,69 (1H, J= 2,0Hz) acoplando meta entre si. Dois
dubletos um em oy 6,34 (1H, J=2,2 Hz) e em 0y 6,42 (1H, J=2,2Hz), ambos
acoplando meta entre si, sugere que o anel A esteja substituido nas posi¢cbes 5 e 7,
ja o singleto em &y 5,96 (1H) foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila, uma vez que
que ao realizar os espectros bidimencionais foi a possivel observar correlacédo entre
esse hidrogénio e hidrogénios do anel B da molécula.

A andlise dos dados de RMN de *3C — APT (125 MHz, CDCls) (Figuras 38,39
e 40), mostrou picos especificos para flavonas substituidas na posi¢do 3, os sinais
foram: o, 138,9; 155,19; 178,73; referentes aos carbonos C, Cz e Cy,
respectivamente (AGRAWAL, 1989). Sendo assim, a estrutura se trata de uma
trimetoxiflavona diidroxilada, com substituicbes nas posi¢des mostrada na figura

abaixo.
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Figura 30: Estrutura proposta para a amostra TF-02

Devido a quantidade restrita de substancia isolada, alguns sinais no espectro
de carbono aparentavam-se muito pequenos, porém, por ser tratar de uma estrutura
ja conhecida, ao confrontar os dados com a literatura e ampliar o espectro, nao foi
dificil identificar os picos caracteristicos.

Sendo assim, foi possivel identificar sinais claros dos carbonos das metoxilas
em Oc 55,81; 56,13; e 60,17; este ultimo referente a uma metoxila estericamente
impedida. Foram observados também sinais de carbono hidrogenado em &c¢ 92,20;
97,84; 110,92; 114,58; 122,69 e de carbonos ndo hidrogenados em &y 106,07;
122,50; 138,81; 146,39; 148,33; 155,90; 156,73; 165,46 e 178,57 sendo este ultimo
referente a carbonila.

O espectro de correlacdo direta bidimencional *H x *C - HMQC (Figura 41)
evidenciou correlacdes entre os carbonos metoxilados &¢ 55,81; 56,13; 60,17 com 0s
hidrogénios oy 3,84, &4 3,86 e &y 3,97 respectivamente. Os carbonos &6¢ 92,20;
97,84; 110,92; 114,58; 122,69; foram relacionados com os respectivos hidrogénios
oy 6,43; 04 6,34. 6y 7,69. 6 7,03; Oy 7,66; sendo estes sinais de carbonos atribuidos
aos carbonos: Cg,Cs,C2,C5,Céq

O espectro bidimencional *H x *C - HMBC (Figuras 42 e 43) mostrou
correlacdo a duas (°J ) ou a trés (3J ) ligagcdes da hidroxila (3 12,62) com os
respectivos carbonos Cg (8¢ 97,84) Cio (8¢ 106,07), Cs (d¢ 165,46).

Correlacdo no espectro de HMBC do hidrogénio da metoxila &y 3,86 com o
carbono d¢ 165,46 e dos hidrogénios 6y 6,34 e 6,43 com o carbono d¢ 165,46 que
juntamente com dados do espectro de NOESY, sugerem que a metoxila € o

substituinte na posicdo 7 do anel A. A correlacdo direta entre o hidrogénio &y 3,84



BRAS, A.A.Q RESULTADOS E DISCUSSAO 85

com o carbono d¢ 138,81 deixa clara que o substituinte na posicdo 3 do anel C
também é uma metoxila, consequentemente a posicdo da terceira metoxila se
localiza no anel B, hipétese essa confirmada através da correlacdo entre o
hidrogénio da metoxila &4 3,97 e o carbono &¢ 146,39, porém, sua posicao exata so
foi confirmada com o espectro de NOESY.

Outras correlagdes sao evidenciadas na Figura abaixo:

Figura 31: Principais correlacdes observadas no espectro que HMBC da amostra
TF-02

A partir de dados do espectro homonuclear *H x *H — NOESY (Figura 44),
confrontados com os dados do espectro homonuclear *H x *H — COSY (Figura 45),
foi possivel confirmar a posicao exata da metoxila no anel B, no NOESY mostra uma
correlacdo do hidrogénio H2' &y 7,69 com o hidrogénio &y 3,97 da metoxila,
sugerindo assim, que a metoxila estad ligada ao carbono Cz Com temos dois
substituintes no anel B da molécula, formando um sistema ABX e na posi¢cao 3’

temos uma metoxila, fica clara que a hidroxila esta ligada ao carbono Cg,
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Figura 32 : Correlacédo observada no espectro de NOESY da amostra TF-02

Figura 33 : Correlacéo observada no espectro de COSY da amostra TF-02

Sendo assim, fica confirmada a estrutura da amostra TF-02 como sendo a 4'-
5-dihidroxi-3,3’,7-trimetoxiflavona, conhecida como Pachipodol, ja tendo sindo
isolada da espécie anteriormente por Nunes em 2008, porém por diferentes
metodologias. Os dados de RMN de 'H e *C foram comparados com os dados

fornecidos por Nunes, 2008 e Barreto, 2013.
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Figura 34: 4’-5-dihidroxi-3,3’,7-trimetoxiflavona (Pachipodol)



BRAS, A.A.Q

RESULTADOS E DISCUSSAO 88

Tabela 3: Dados comparativos de RMN *3C e '*H de TF-02 em CDCl; (500 MHz) e da 4'-5-dihidroxi-3,3’,7-trimetoxiflavona -
Pachipodol (CDCl3) com modelos da literatura de Nunes, 2008 e Barreto,2013.

TF-02
(CDCly)

Literatura

(Nunes, 2008)

OCHs

Literatura
(Barreto, 2013)

OCHs

6,34(d), 1H, J=2,2Hz

6,43(d), 1H, J=2,2Hz
7,69(d), 1H, J=2,0Hz
7,03(d), 1H, J=8,4
7,66(d), 1H, J=8,4

155,91
138,84
178,74

162,02
97,84
165,44
92,18
156,71
106,03
122,46
110,90
146,35
148,33
114,58
122,67

6,36(d), 1H, J=1,8Hz

6,44(d), 1H, J=1,8Hz
7,70(d), 1H, J=1,8Hz

7,04(d), 1H, J=8,4Hz
7,67(d), 1H, J=8,4Hz

156,20
139,10
179,00

162,03
98,00
165,70
92,04
157,00
106,03
122,70
111,00
146,60
148,60
114,80
122,90

6,37(d), 1H J= 2,1Hz

6,45(d), 1H, J=2,1Hz
7,71(d), 1H, J=1,8Hz

7,05(d), 1H, J=8,4Hz
7,68(d), 1H, J= 8,5Hz
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Tabela 4: Deslocamentos quimicos e correlagdes para TF-02, verificados nos espectros de RMN **C e *H em CDCl; (500 MHz) uni
e bidimencionais.

HMQC HMBC NOESY COSY
C 6(3 6H lJCH ZJCH 3JCH 1H X 1H 1H X 1H
1 122,50 -
3 146,34 -
4 148,33 -
2 155,90 -
3 138,80 -
5 162,11 -
7 165,46 -
9 156,73 -
10 106,07 -
CH
2’ 110,92 7,69(d), 1H, J=2,0Hz C-6’ C-3'/C-2 c-4 MeO-3’
5 114,58 7,03(d), 1H, J=8,4 H-6’ H-6’
6 122,69 7,66(dd), 1H, J=8,4 C-2 C-2 H-5 H-5'
6 97,84 6,34(d), 1H, J=2,2Hz c-7  C-10/C-8
8 92,20 6,43(d), 1H, J=2,2Hz C-7 C-10 MeO-7
CH3;0
CH50-3 60,17 3,84(s), 3H C-7
CH;0-7 55,81 3,86(s), 3H H-6, H-8
CH50-3’ 56,13 3,96(s), 3H H-2’
OH
OH-5 12,61(s), 1H C-5 | C-6/C-10
OH-4’ 5,95(s), 1H c-4 C-5

C=0 178,57
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Figura 35: Espectro de RMN *H em CDCl; (500 MHz) de TF-02
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Figura 36: Expansdo do espectro de RMN *H em CDCI; (500 MHz) de TF-02
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Figura 37: Expansdo do espectro de RMN *H em CDCl; (500 MHz) de TF-02
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Figura 38: Espectro de RMN **C em CDCl; (125 MHz) de TF-02
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Figura 39: Expansdo do espectro de RMN *3C em CDCl; (125 MHz) de TF-02
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Figura 40: Expansdo do espectro de RMN *3C em CDCl; (125 MHz) de TF-02
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Figura 41: Espectro de RMN *H x ** C — HMQC em CDCl; (500 MHz) de TF-02
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Figura 42: Espectro de RMN *H x **C — HMBC em CDCl; (500 MHz) de TF-02
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Figura 43: Expansdo do espectro de RMN *H x ** C — HMBC em CDCl; (500 MHz) de TF-02

M LA | , ﬂ
B e @ e @
- ° o - 60
~70
o o I
80
90
e @ @ @
e @
100
D D E
- =) 110 g
— . -
120
L = o ==
130
= 140
E= 2 @ i
150
oo e I
o - - 160
o o @ L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T B 170
78 76 74 72 70 68 66 64 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6
f2 (ppm)




BRAS, A.A.Q

RESULTADOS E DISCUSSAO 99

Figura 44: Espectro de NOESY em CDCI3 (500 MHz) de TF-02
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Figura 45: Espectro de COSY em CDCI3 (500 MHz) de TF-02
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5.4 Determinagéo Estrutural de TF -04

A substancia codificada como TF-04 foi isolada na forma de cristais de
coloragéo branca (Figura 46), soluvel em cloroférmio, peso em massa de 11,4 mg e
ponto de fuséo entre: 80°C — 82°C, compativel com a literatura (NUNES, 2008).

Figura 46 : Amostra TF-04

A amostra foi submetida a espectrosfotometria de infravermelho, como
ilustrada na figura 53. Ao avaliar os dados, foi possivel averiguar duas bandas: uma
em 3528 cm™ e outra em 3447cm™, referentes a deformagcéo axial da ligacdo O-H,
caracterizando a presenca de hidroxila na molécula. A banda em 1635 cm™ foi
atribuida a deformacéo axial de C=0 de carbonila conjugada; as bandas em 1617
cm?® e em 1570 cm™ foram atribuidas & deformacdo C=C de anel aromaético
(SILVERSTEIN et. al, 2007; PAVIA et. al, 2010).

Foram observadas também bandas fortes, uma referente ao estiramento
simétrico C-O-C em 1294 cm™ e outra referente a um estiramento simétrico em 1085
cm™, que indicam a presenca de um éter arilico na molécula. O sinal em 832 cm™ foi
referido a para substituichio de um anel aromatico (SILVERSTEIN et. al, 2007,
PAVIA et. al, 2010).

A andlise espectral dos dados de RMN de *C — APT (125 MHz, CDCls)
(Figura 54) mostrou a presenca de 14 sinais, os sinais em dc 128,01 e 115,83
encontram-se duplicados, totalizando 16 sinais; 7 sinais referentes a carbonos néo
hidrogenados, 5 metinicos, 1 metilicos e 1 metilénico. A presenca de sinais metilicos

em &c 55,84 foi referida a uma metoxila desimpedida estericamente.
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Com os dados fornecidos pelo espectro de **C, foi possivel determinar que a
amostra trata-se de uma flavanona, ja que apresentava sinais caracteristicos para a
carbonila, carbono C3 e carbono C, oximetinico (Figura abaixo) 6¢c 196,19 (C=0), &c
43,36 (C3) e 6¢ 79,11 (Cy).

75,0 - 80,3

42,8 - 442

189,5 - 191,6

0]

Figura 47 : Sinais caracteristicos de RMN de Carbono de uma flavanona (PELTER
et.al.1976)

Ao avaliar o espectro de RMN de 'H e sua expansdo (500MHz, CDCls)
(Figuras 56,57,58 e 59), foi possivel observar sinais caracteristicos de um sistema
aromatico para dissubstituido. Tais sinais foram representados por dois dubletos em
oy 7,31 (2H) e 04 6,86 (2H) (J= 8,7Hz) acoplando orto entre si, referentes aos pares
de hidrogénio H2’ / H6’ e H3'/ H5’, sugerindo assim, a presen¢ca de um sistema
AA’BB’ na molécula e consequentemente uma substituicdo no C4. O sistema AA'BB’
no anel B da molécula, também foi confirmado no espectro de correlacdo
homonuclear *H x H — NOESY (Figura 64) que evidenciou interacdo entre

hidrogénios vicinais 3'/5’ e 2'/6".

0]

Figura 48: Correlacao observada no espectro de NOESY da amostra TF-04
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Ainda no espectro de hidrogénio, foi observada a presencga de um singleto em
Ou 3,78 (3H), referente a uma metoxila, confirmando o dado do espectro de carbono.
Dois dubletos em &, 6,05 e 6,03, ambos com integral para um hidrogénio, acoplando
meta entre si (J=2,3Hz), foram relacionados aos hidrogénios 6 e 8, jA que um
singleto em dy 12,00 sugere a presenca de uma hidroxila quelada no anel A da
molécula.

A presenca de duplos dubletos, no espectro de hidrogénio, em &y 5,34, o4
3,07 e 2,77, todos com integral para um hidrogénio, os dois ultimos acoplando entre
si (J=17,0 Hz), foram relacionados aos hidrogénios 2 , 3a e 3b, hipétese essa que foi
confirmada com o espectro de correlacdo homonuclear *H x *H — COSY (Figura 65) ,

gue mostra correlacdes entre 0s sinais descritos.

Figura 49 : Correlacéo observada no espectro de COSY da amostra TF-04

Os dados de correlacdo direta, observados no espectro bidimencional *H x
13C - HMQC (Figuras 59 e 60) correlacionaram os sinais de carbono hidrogenados
0c43,1; 79,1; 94,4; 95,2; 115,8; 128,1; que foram atribuidos aos carbonos C2,C3,C8,
C6, C3'/C5’, C2’/C6'respectivamente, devido a correlacdes entre: &y 2,73 e 3,07 / d¢
43,1 ; 045,34/ 6¢c 79,1 ; 6 6,03 / &¢c 94,4; 64 6,05/ &¢c 95,2; &4 6,86 / d¢c 115,8; by
7,31/ 8¢ 128,1. Mostrou também correlacdo direta entre &4 3,78 / 8¢ 55,83.

O espectro bidimencional *H x *3C - HMBC (Figuras 61,62 e 63) mostrou
correlacdo a duas (°J ) ou a trés (°J ) ligacbes da hidroxila (84 12,01) com os
carbonos Cg (8¢ 95,2) Ci0 (8¢ 103,0), Cs (6¢c 164,91). Como o carbono &¢ 168,2 € ndo
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hidrogenado, fica implicito que o substituinte no anel A esta diretamente ligado a ele.

Ao observar a correlacdo no espectro de NOESY entre os hidrogénios oy
6,03, que esta ligado diretamente ao carbono C8, com o hidrogénio &y 3,80 da
metoxila, fica confirmada a posicdo da metoxila no anel A, estando essa ligada ao
carbono C7. Devido a confirmacdo da posicdo da metoxila na estrutura, fica claro

gue o substituinte do anel B se trata de uma hidroxila.

H

Figura 50 : Correlagéo observada no espectro de NOESY da amostra TF-04

Ainda no HMBC foram observadas correlacdes de duas ligacdo (°J) dos
hidrogénios 3a e 3b (64 2,73; 3,07) com a carbonila (dc 196,01), além de correlacao
entre o hidrogénio H6 (dy 6,05) com o carbono C7 (6c 168,0). Acoplamentos entre
os hidrogénios 2 e 3 (4 5,34; 3,07) com C1'(dc 130,0) também foram observados.

Principais correlagdes sdo mostradas na figura 51.
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Figura 51: Principais correlacdes observadas no espectro que HMBC da amostra
TF-04

Com base nos dados espectrais e comparacdo com modelos descritos na
Literatura (Nunes, 2008; Oliveira, 2012) foi possivel identificar a estrutura de TF-04
como sendo 4-5 dihidroxi-7-metoxiflavanona , conhecida como Sakuranetina ou
ainda 7-O-metilnaringenina, isolada pela primeira vez na espécie em estudo por

Nunes em 2008.

Figura 52: 4’-5 dihidroxi-7-metoxiflavanona (Sakuranetina)
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Tabela 5: Dados comparativos de RMN *C e *H de TF-04 em CDCl; (500 MHz) e da 4'-5 dihidroxi-7-metoxiflavanona

(400 e 500MHz) com modelos da literatura de Nunes, 2008 e Oliveira, 2012.

em C3DgO

TF-04

Literatura

(Nunes,2008)
(C3D60)

Literatura

(Oliveira, 2012)
(C3D60)

MeO

¢
79,11
43,36

196,19
164,30
95,28
168,20
94,41
163,05
103,30
130,73
128,10
115,83
156,29
115,83
128,10
55,83

5
5,34 (dd, 1H, J= 13,0 Hz)

2,77(dd, 1H, J=17,2 e 3,0 Hz)
3,07(dd,1H, J=17,2 e 13,0 Hz)

6,05 (d, 1H, J=2,3 Hz)

6,03(d, 1H, J= 2,3Hz)

7,31 (d, 2H, J=8,8Hz)
6,86 (d, 2H, J= 8,8Hz)
6,86 (d, 2H, J= 8,8Hz)
7,31 (d, 2H, J=8,8Hz)
3,78 (s, 3H)

Oc Ox
79,98  5,44(dd, 1H, J=13,2 e 2,9Hz)

43,42  2,73(dd, 1H, J=16,8 e 2,9Hz)
3,18(dd,1H,J=16,8 e 13,0Hz)

197,00 -

164,91 -

95,43 6,02 (d, 1H, J= 2,2Hz)
168,79 -

94,54 6,03 (d, 1H, J=2,2Hz)
164,12 -

103,70 -

130,50 -

128,98 7,37(d, 2H, J= 8,4Hz)
116,00 6,89 (d, 2H, J= 8,4Hz)
158,75 -

115,00 6,89 (d, 2H, J= 8,4Hz)
128,90 7,37(d, 2H, J= 8,4Hz)
56,19 3,83 (s, 3H)

¢
79,20
43,60

196,80
164,10
94,06
168,00
94,00
163,3
103,00
130,00
128,10
115,30
157,90
115,3
128,10
55,04

On
5,46(dd, 1H, J=12,8 e 3,0Hz)

2,75(dd, 1H, J=17,1 e 3,0Hz)
3,20(dd,1H,J=17,1 e 12,0Hz)

6,03 (d, 1H, J= 2,0Hz)

6,04 (d, 1H, J=2,0Hz)

7,39(d, 2H, J= 8,4Hz)
6,90 (d, 2H, J= 8,4Hz)
6,90 (d, 2H, J= 8,4Hz)
7,39(d, 2H, J= 8,4Hz)
3,84(s, 3H)
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos e correlacdes para TF-04, verificados nos espectros de RMN **C e *H em CDCl; (500 MHz) uni

e bidimencionais.

HMQC HMBC NOESY COSY
C 6(3 6H lJCH ZJCH S.JCH 1H X 1H 1H X 1H
1 130,73 -
4 156,29 -
5 164,30 -
7 168,20 -
9 163,05 -
10 103,30 =
CH
2 128,10 7,31 (d, 2H, J=8,8Hz) C-2 H-3’
3 115,83 6,86 (d, 2H, J= 8,8H2) C-1r H-6’ H-2’
5 115,83 6,86 (d, 2H, J= 8,8Hz) H-6'
6 128,10 7,31 (d, 2H, J=8,8Hz) C-2 H-3/H-2 H-5'
2 79,11 5,34 (dd, 1H, J= 13,0 Hz) Cc-r C-2’ H-3/H-6’ H-3
3 43,36 2,77(dd, 1H, J=17,2 e 3,0 Hz) C-2/C-4 Cc-r H-2 H-3a /H-3b
3,07(dd,1H, J=17,2 e 13,0 Hz) H-2
6 95,28 6,05 (d, 1H, J=2,3 Hz) C-7 C-10/C-8
8 94,41 6,03(d, 1H, J= 2,3Hz) C-9 H-Me
CH3;O
CH50-7 55,83 3,78 (s, 3H) C-7 H-8
OH
OH-5 - 12,00 (s,1H) C-10/C-6
OH-4’ - -
C=0 196,19 =
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Figura 53: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de TF-04
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Figura 54: Espectro de RMN **C em CDCl; (125 MHz) de TF-04
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Figura 55: Espectro de RMN *H em CDCl; (500 MHz) de TF-04
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Figura 56: Expansdo do espectro de RMN *H em CDCl; (500 MHz) de TF-04
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Figura 57: Expansé&o do espectro de RMN *H em CDCl; (500 MHz) de TF-04
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Figura 58: Expansdo do espectro de RMN *H em CDCl; (500 MHz) de TF-04
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Figura 59: Espectro de RMN *H x ** C — HMQC em CDCl; (500 MHz) de TF-04
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Figura 60: Expansdo do espectro de RMN *H x **C - HMQC em CDCl; (500 MHz) de TF-04
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Figura 61: Espectro de RMN *H x ** C — HMBC em CDCl; (500 MHz) de TF-04
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Figura 62: Expansdo do espectro de RMN *H x **C - HMBC em CDCl; (500 MHz) de TF-04
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Figura 63: Expansdo do espectro de RMN *H x **C — HMBC em CDCl; (500 MHz) de TF-04
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Figura 64: Espectro de NOESY em CDCI; (500 MHz) de TF-04
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Figura 65: Espectro de COSY em CDCl3; (500 MHz) de TF-04
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5.5 Determinagéo estrutural de TF -05

A amostra codificada como TF-05, foi isolada na forma de cristais de
coloragdo amarela (Figura 66), soluvel em acetona, apresentando peso em massa
de 30mg e ponto de fusédo na faixa de 184°C - 187°C.

Figura 66: Amostra TF-05

A fracdo foi submetida a espectroscopia de infravermelho, obtendo-se o
espectro ilustrado na figura 72. A andlise do espectro mostrou como principais
bandas: uma deformacéo em torno de 3304 cm™, referente a deformac&o axial da
ligacdo O-H, ndo impedida estericamente, sugerindo a presenca de hidroxila na
amostra; a banda em 1635 cm™ foi atribuida a C=0O de cetona a, B insaturada na
conformacéo trans e a banda em 1603 cm™ foi referenciada ao estiramento C=C de
anel aromético. (SILVERSTEIN et. al, 2007; PAVIA et. al, 2010).

Ainda no espectro de infravermelho, foram observados também: estiramento
C-O de fenois representados pela banda em 1218 cm™, estiramento simétrico C-O,
sugestivo a presenca de um éter arilico, representados por duas bandas fortes em
1260 cm™ e em 1034 cm™; como também, uma banda forte em 801 cm™ e outra
média em 978 cm™, sugere a presenca de um anel aromatico trissubstituido na
posicdo 1,3 e 4, ja a absorcéo notada em 825 cm™ sugere ainda a presenca de um
anel para substituido na amostra (SILVERSTEIN et. al, 2007; PAVIA et. al, 2010).
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Na anélise espectral dos dados de RMN de **C — APT (125 MHz, CD3;COCD:3)
(Figuras 75) foram observadas 12 sinais referentes a 15 carbonos, os sinais em &c
115,28 ; 131,50 e 162,85 encontram-se dobrados, sendo 6 referentes a carbonos
nao hidrégenados, 8 metinicos, 1 metilicos.

Como ja foi citado anteriormente na determinacéo estrutural da amostra TF6 o
esqueleto basico de uma chalcona apresenta picos caracteristicos para os carbonos

a e B e também para a carbonila (Figura 67).

136,9 - 145,4

116,0 - 128,0

188,6 - 194,6

Figura 67 : Absorcdes caracteristicas de RMN de **C para chalconas (WAGNER
et.al 1976)

Ao avaliar os dados espectrais de RMN de carbono, foi observado um pico
caracteristico em &, 192.73, referente a carbonila , e picos em 8. 119.20 e 144.62,
referentes aos carbonos C-a e C-f respectivamente, o nos levou a acreditar na
possibilidade de se tratar de uma chalcona. Ainda no espectro de carbono foi
observado um pico em &, 55.83 referente a uma metoxila ndo impedida
estericamente.

Ao analisar o espectro de RMN de 'H e sua expansdo (500MHz, CDsCOCDs)
(Figuras 73 e 74) foram observados sinais de hidrogénios acoplando entre si, um na
posicdo meta, representado pelo sinal em &y 6.37(1H, J = 2,4Hz), outro na posi¢cao
orto e meta, representado por um duplo dubleto em 64 6.47 (1H, J=8,9e 2,3 Hz) e

um terceiro na posic¢ao orto representado pelo sinal &4 8.10 (1H, J=8,9Hz).

Observou-se também, a presenca de sinais caracteristicos de um sistema

aromatico para dissubstituido, formando um sistema AA'BB’ representados por
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dubletos em &y 7.01 (2H, J=8,7Hz) e 7.81 (2H, J=8,7Hz) correspondentes aos pares
de hidrogénio H2' / H6' e H3’/ H5’, que foi confirmada pela presenca de sinais
intensos, no espectro de carbono, em &¢ 115.28 e 131.50, sugerindo assim, uma
substituicdo em C4'.

No espectro de hidrogénio os sinais referentes aos hidrogénios a e B na
posicdo trans de chalconas, absorveram na regido de 6y 7.80 e 7.82 (2H, J=15,4H2),
junto com um dos dubletos do sistema AA’'BB’, o conjunto de picos formou integral
para quatro hidrogénios facilitando a diferenciacdo. Tais dados, juntamente com 0s
dados de carbono e da literatura, possibilitaram a confirmagdo do esqueleto
estrutural da molécula. Nenhum sinal de singleto de hidroxila quelada na regido de
Oy 12 a 14 foi observado no espectro, sugerindo a auséncia dessa conformacgéao na
molécula.

Para obtermos uma confirmag¢do ainda mais convincente da presenca do
sistema AA'BB’, foram realizados espectros bidimencionais de NOESY (Figura 80)

que confirmam a interacao entre os hidrogénios vicinais 2/3 e 5/6.

(\H

6

H

Figura 68: Correlacdo de Noesy da amostra TF-05

Ainda no espectro de hidrogénio foi observado um singleto em &4 3,86 com

integral para trés hidrogénios, referente a uma metoxila ndo impedida estericamente.
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Sendo assim, teriamos trés substituintes na molécula, sendo um deles uma
metoxila.

Ao analisar os dados de correlagcdo direta, observados no espectro
bidimencional *H x *3C - HMQC (Figuras 76 e 77) os sinais de carbono hidrogenados
Oc 103.68; 108.88; 115.28; 119.20; 131.50; 133.31 e 144.62 foram atribuidos aos
carbonos C3’, C5',C3/C5, Ca, C2/C6, C6’, C[3 respectivamente. (& 6.37 / 5c103.68;
0y 6.47 / 5c 108.88; &4 7.01 / 8¢ 115.28; 64 7.80 / 8¢ 119.20; 8 7.81 / ¢ 131.50; by
8.10 / 8¢ 133.31; 0 7.82 / ©c144.62). Mostrou-se também, correlacéo direta entre oy
3.86 e 8¢ 55.83.

O espectro bidimencional *H x *C - HMBC (Figuras 78 e 79), mostrou
correlacéo entre o hidrogénio H- 6’ (64 8.10) com os carbonos C-1" e C-5 (8¢ 114.31
e 108.88), mostrou também, correlacdo entre os hidrogénios H- 2 e H- 5 com os
carbonos C3/C5 e também com o carbono C1.

No HMBC também formam observadas correlacdo entre o hidrogénio da
metoxila (&y 3.86) com o carbono C4 (6c162.85) e dos hidrogénios 3 e 5 com o
carbono C4, sugerindo assim, que o substituinte do anel B é a metoxila e que
consequentemente o anel A possui duas hidroxilas como substituintes. Tal sugestao
foi confirmada pela presenca de interacao entre o hidrogénio 5’ e os hidrogénios da
metoxila (54 3.86) no espectro bidimensional de *H x *H — NOESY e COSY.

Figura 69: Correlacdo de NOESY da amostra TF-05
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Figura 70: Correlacdo de COSY da amostra TF-05

Comparacéo dos dados espectrais da amostra TF-05 com dados da literatura
(MUTAI, 2015; SILVA, 2013; ZHAO, 2011), permitiu identificar a amostra como

sendo a 2’-4’ diidroxi- 4-metoxichalcona.

Figura 71 : 2’-4’ diidroxi- 4-metoxichalcona

Tal substancia foi isolada nesta conformacéo, sem formacéo de ponte entre a
hidroxila e carbonila, pela primeira vez na espécie. Foi isolada na espécie por
Ohsaki em 2006, porém na conformacao apresentando ponte de hidrogénio entre a

hidroxila em H-2’ e a cetona.
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Tabela 7: Dados comparativos de RMN *3C e *H de TF-05 em CDsCOCDj3 (500 MHz) e da 2'-4’ diidroxi- 4-metoxichalcona
em CD3OD (400 MHz) (MUTAIA, 2015) e da 2’-4’ diidroxichalcona em CD3COCD3 (500 MHz) (SILVA, 2013)

TF-05

Literatura

Literatura
(SILVA, 2013)

O g~ WN R

MeO

114.31
166.04
103.68
162.85
108.88
133.31
192.73
119.20
144.62
128.58
131.50
115.28
162.85
115.28
131.50
55.83

6.37 (d, 1H, J=2,4Hz)
6.47(dd, 1H, J=8,9 e 2,3Hz)
8.10(d, 1H, J=8,9 Hz)
7.80(d, 1H, J=15,5Hz)
7.82(d, 1H, J=15,5Hz)
7.81 (d, 2H)

7.00 (d, 2H)

7.00 (d, 2H)

7.81 (d, 2H)

3.86 (s, 3H)

oc

113.20
166.20
102.50
162.00
107.80
132.00
192.10
118.90
143.80
127.70
130.20
114.10
163.10
114.10
130.20
54.50

6.29 (d, 1H, J = 2.4 Hz)
6.41 (dd, 1H, J = 9.0, 2.4 Hz)
7.95 (d, 1H, J = 9.0 Hz)

7.79 (d, 1H, J = 15.4 Hz)

7.80 (d, 2H, J = 8.7 Hz)

6.97 (d, 2H, J = 8.7 Hz)

6.97 (d, 2H, J = 8.7 Hz)

7.80 (d, 2H, J = 8.7 Hz)
3.83 (s, 3H)

Oc
144.00
166.00
103.00
162.00
108.00
133.00
192.90
120.00
144.00

6.39(d, 1H, J=2,5Hz)
6.48(dd, 1H, J=9,0 e 2,5Hz)
8.15 (d, 1H, J=9,0 Hz)
7.95 (d, 1H, J=15,5Hz)
7.87(d, 1H, J=15,5Hz)
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Tabela 8: Deslocamentos quimicos e correlagdes para TF-05, verificados nos espectros de RMN **C e *H em CD3COCDs (500

MHz) uni e bidimencionais.

HMQC HMBC NOESY COSY
C 6C 6H lJCH ZJCH 3JCH 1H X 1H 1H X 1H
T 114.31 -
2 166.04 -
4 162.85 -
1 128.58 -
4 162.85 -
CH
3 103.68 6.37 (d, 1H, J=2,4Hz)
5 108.88 6.47(dd, 1H, J=8,9 e 2,3H2) H-6’ H-6’
6’ 133.31 8.10(d, 1H, J=8,9 Hz) C-1'/C-5 C-2'/C=0 H-5 H-5’
a 119.20 7.80(d, 1H, J=15,5Hz) C=0
B 144.62 7.82(d, 1H, J=15,5Hz) C-a c-1
2 131.50 7.81 (d, 2H) C-2 C-3 C-4
3 115.28 7.00 (d, 2H) C-4 C-1 MeO-4
5 115.28 7.00 (d, 2H) H-6 H-6
6 131.50 7.81 (d, 2H) H-5 H-5
CH3;0
CH;0-4 55.83 3.86 (s, 3H) C-4 H-3
OH
OH-2’ - -
OH-4 - -
C=0 192.73 =
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Figura 72: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de TF-05
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Figura 73: Espectro de RMN *H em CD3;COCDj3 (500 MHz) de TF-05
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Figura 74: Expansdo do espectro de RMN *H em CDs;COCDs (500 MHz) de TF-05
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Figura 75: Espectro de RMN **C em CD3COCD; (125 MHz) de TF-05
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Figura 76: Espectro de RMN *H x *C — HMQC em CD3;COCD; (500 MHz) de TF-05
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Figura 77: Expansdo do espectro de RMN *H x ¥ C — HMQC em CDsCOCD; (500 MHz) de TF-05
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Figura 78: Espectro de RMN *H x *C — HMBC em CD3COCD; (500 MHz) de TF-05
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Figura 79: Expansdo do espectro de RMN *H x ** C - HMBC em CD3;COCD; (500 MHz) de TF-05
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Figura 80: Espectro de NOESY em CD3COCD; (500 MHz) de TF-05
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Figura 81: Espectro de COSY em CD3;COCD3; (500 MHz) de TF-05
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5.6 Determinagéo estrutural de TF -06

A substancia codificada como TF-06 apresentou-se na forma de pdé de
coloracdo branca (Figura 82), soluvel em acetona e peso em massa de 20mg. A
mesma foi identificada utilizando dados de Infravermelho, RMN de Carbono 13 e

Hidrogénio, uni e bidimensionais.

Figura 82: Amostra TF-06

A fracdo foi submetida a espectroscopia de Infravermelho, obtendo-se o
espectro ilustrado na figura 85. Ao analisar os dados observaram-se sinais de
hidroxila fendlica, caracterizada pela presenca de uma banda de grande intensidade
em 3437 cm™. A banda em 1654 cm™ presente no espectro, foi atribuida a C=0 de
cetona a, B insaturada, ja a banda 1617 cm™ foi atribuida ao estiramento C=C de
anel aromético (SILVERSTEIN et. al., 2007; PAVIA et. al., 2010).

Ainda analisando o espectro de infravermelho, foram observadas duas
bandas fortes, uma referente ao estiramento simétrico C-O-C em 1234 cm™ e outra
referente a um estiramento simétrico em 1023 cm™ que sugere a presenca de um
éter arilico na molécula. Uma banda forte em 808 cm™ e outra média em 973 cm™,
sugere a presenca de um anel aromético trissubstituido na posicdo 1,3 e 4
(SILVERSTEIN et. al., 2007; PAVIA et. al., 2010).

Na andlise espectral dos dados de RMN de *C — APT (125 MHz,
CD3COCDs), (Figura 89) foram observadas 16 sinais, sendo 9 sinais referentes, a
carbonos nao hidrogenados, 6 metinicos, 1 metilicos.
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A principio foi sugerida a possibilidade de a molécula se tratar de um
flavonoide, jA que atenderia a caracteristica da unidade béasica de um flavondide
CsC3Ce.

Continuando a analise do espectro de carbono, foram observados sinais na
regido de carbonos oxigenados &. 146.07; 147.51; 148.95; 156.37; 163.17; 164.87;
169.17, como também na regido de metoxila 6. 56.67 e carbonila &, 184.50.

Ao comparar os dados fornecidos pelo espectro de RMN de **C com dados
da literatura de Pelter et.al.1976, Wagner et. al. 1976 e Agrawal, 1989 (informados
abaixo), foi descartada a possibilidade de a amostra se tratar de uma chalcona, ja
gue o espectro ndo apresentava valores de picos caracteristicos para tais grupos. O
valor de absorcdo para carbonila (6. 184.50) ndo atendia ao esperado, como

também os valores para os carbonos a (6. 88.00) e B (6. 169.17) a carbonila.

75.0 - 80,3 136,9 - 145.,4

42,8 -44,2 116,0 - 128,0

189,5-191,6 188,6 - 194,6

Passamos entdo a avaliar o espectro de RMN de 'H e sua expansédo
(500MHz, CD3;COCDs3) (Figuras 86, 87 e 88), que mostrou a presenca de um singleto
na regido 6y 3.88 (3H) referente a uma metoxila e um singleto &y 5.13 (1H),
referente a um hidrogénio ndo aromatico.

O espectro de hidrogénio apresentou também, dois dubletos na regido de
aromaticos, acoplando na posi¢cdo meta entre si, representado pelo sinal em &y 6.24
(1H, J = 2,1Hz) e &4 6.37 (1H, J = 2,1Hz), mostra a presenc¢a de um anel aromatico
na molécula, com quatro substituicbes. O espectro mostra também, a presenca de
um anel aromatico trisubstituido, formando um sistema ABX, representado pelos
duplos dubletos em &4 6.78 (1H, J= 8,5 e 2,9 Hz), um dubleto em &4 6.84 (1H, J =
2,9Hz) e outro dubleto em &y 7.06 (1H, J= 8,7Hz). Um singleto em &y 12.85 (1H)

sugere a presenca de uma hidroxila quelada na molécula.



BRAS, A.A.Q RESULTADOS E DISCUSSAO 140

Sendo assim, baseado nos dados analisados, teriamos na molécula: dois
anéis aromaticos, uma carbonila, uma hidroxila quelada e uma metoxila, além de um
hidrogénio ndo aromatico. Teriamos uma estrutura similar a uma flavona, porém
ainda era preciso a justificativa para a diferenca nos picos da carbonila e carbonos a
e B (Imagem abaixo), que se encontram divergentes aos valores caracteristicos de
uma flavona.

Como o carbono B esta desprotegido, sugeriu que algo ligado ao grupo

cromona e ao anel B promova essa desprotecao.

Ao realizar pesquisas na literatura (LEON, 2004; POLASEK, 2013; VASILEV,
2006) evidenciamos que a molécula tratava-se de uma fenoxicromona (Flavondides
incomuns), compostos esses, que um substituinte arilo € ligado ao nucleo cromona
através de um atomo de oxigénio. Sendo assim, teriamos 0 seguinte esqueleto

estrutural:

Ao analisar os dados de correlagdao direta, observados no espectro
bidimencional *H x **C - HMQC (Figura 94) os sinais de carbono hidrogenados ¢
88.00; 94.63; 100.16; 109.02; 111.96; 113.22, foram atribuidos aos carbonos: C3,
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C8, C6, C3’, C6’ e C5’ respectivamente. (04 5.12 / ¢ 88.00; &y 6,37/ dc 94.63; Oy
6.24 | d¢ 100.16; Oy 6.84 / &¢c 109.02; &y 6.77 / &¢c 111.96; &y 7.06 / d¢c 113.22).
Mostrou-se também correlacéo direta entre &y 3.88 e 8¢ 56.67.

O espectro bidimencional *H x *C - HMBC (Figuras 92 e 93), mostrou
correlagdes entre o hidrogénio da hidroxila quelada (o4 12.84) com os carbonos C6,
C10 e C5 (6¢ 100.16; 103.43; 163.17), como também correlacdo da metoxila (&y
3.88) com o carbono C4’ (&¢c 147.51). Outras principais correlacbes observadas
formam a do hidrogénio H-3 (64 5.13) com o carbono C10 (6¢ 103.43) e com 0
carbono da carbonila (6c 184.50), além de correla¢des do hidrogénio H-5' (&4 7,06)
com o carbono C-1’ (¢ 146.07) e como o carbono
C-4’ (&¢ 147.51).

O espectro bidimencional de NOESY (Figura 94) confirma a interacdo entre
0s hidrogénios vicinais 5'/6’ e do hidrogénio 5 com os hidrogénios da metoxila,
evidenciando que a metoxila € o substituinte do anel B na posigéo 4'.

Figura 83: Correlacdo de NOESY da amostra TF-06
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A partir dos dados expostos e comparacdo com dados da literatura
identificamos a substancia TF-06 como sendo a Tenuiflorina C (5,7-dihidroxi-2-(3-
hidroxi-4-metoxifenoxi)-chromona), isolada pela primeira vez na espécie por Ledn et.
al. em 2004.

Figura 84 : Tenuiflorina C
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Tabela 9: Dados comparativos de RMN **C e *H de TF-06 em CD3;COCD; (500
MHz) com a 5,7-dihidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxifenoxi)-chromona — Tenuiflorina C em
CDCI3;-DMSO-d3 (300MHZz) (Ledn, 2004).

TF-06
(CD3COCD3)

OH

Literatura
(Ledn, 2004)

OH

n

OCH;,

Oc
2 169.17
3 88.00
4
(C=0) | 184.50
5 163.17
100.16
7 164.87
8 94.63
9 156.37
10 103.43
1 146.07
2 109.02
3 148.95
4 147.51
5’ 113.22
6’ 111.96
MeO 56.67

On

5.12 (s, 1H)

6.24 (d, 1H, J=2,1Hz)
6.37(d, 1H, J=2,1Hz)
6.84(d, 1H, J=2,9Hz)

7.06 (d, 1H, J=8,7 Hz)
6.78(dd, 1H, J=8,5¢e 2.9
Hz)

3.88 (s, 3H)

S¢
167.80
87.00

183.00
162.00
99.10
163.50
93.60
155.00
102.00
144.20
108.00
147.06
146.20
112.00
110.30

55.07

B

5.12 (s, 1H)

6.20 (d, 1H, J=2,0Hz)

6.32(d, 1H, J=2,0Hz)

6.73(d, 1H, J=3,0Hz)

6.92 (d, 1H, J=8,7 Hz)
6.65(dd, 1H, J=8,5 e 3.0 Hz)

3.88 (s, 3H)
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Tabela 10: Deslocamentos quimicos e correlacdes para TF-06, verificados nos espectros de RMN **C e *H em CD3COCDs (500
MHz) uni e bidimencionais.

HMQC HMBC NOESY COSY
C 6(3 6H 1JCH ZJCH 3JCH 1H X 1H 1H X 1H
T 146.07 -
3 148.95 -
vis 147.51 -
2 169.17 =
5 163.17 -
7 164.87 -
9 156.37 -
10 103.43 =
CH
2’ 109.02 6.84(d, 1H, J=2,9Hz) C-6'
5 113.22 7.06 (d, 1H, J=8,7 Hz) c-4 C-3 MeO-4'/ H-6° | MeO-4'/ H-6’
6’ 111.96 6.78(dd, 1H, J=8,5 e 2.9 Hz) Cc-2 H-5 H-5’
3 88.00 5.12 (s, 1H) Cc=0 C-10
6 100.16 6.24 (d, 1H, J=2,1Hz) C-5/C-7 C-8/C-10
8 94.63 6.37(d, 1H, J=2,1Hz) C-9/C-7 | C-6/C-10
CH;0
CH50-4’ 56.67 3.88 (s, 3H) C-4 H-5’ H-5
OH
OH-5 - 12.85 (s,1H) C5 | C-10/C-6
C=0 184.50 -
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Figura 85: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de TF-06
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Figura 86: Espectro de RMN *H em CD3;COCDs3 (500 MHz) de TF-06
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Figura 87: Expansdo do espectro de RMN *H em CDs;COCDs (500 MHz) de TF-06
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Figura 88: Expansdo do espectro de RMN *H em CDs;COCDs (500 MHz) de TF-06
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Figura 89: Espectro de RMN **C em CDsCOCDs (125 MHz) de TF-06
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Figura 90: Espectro de RMN *H x * C — HMQC em CD3COCD; (500 MHz) de TF-06
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Figura 91: Expansdo do espectro de RMN *H x ¥ C — HMQC em CDsCOCD; (500 MHz) de TF-06
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Figura 92: Espectro de RMN *H x *C — HMBC em CD3COCD; (500 MHz) de TF-06

H UOH
CH.
_~CHs
(o]

OH (@)

20

;40

L 50
;60
}70
r 80
;90

° o } 100

R 110

R L 120

. } 130

° r 140

g8 »

mT
oo
o
(]
]

f1 (ppm)

150
. . : L 160
, L 170
- 180
}190
L 200
j ’ f210

— 220

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

8 7
f2 (ppm)




BRAS, A.A.Q RESULTADOS E DISCUSSAO 153

Figura 93: Expansdo do espectro de RMN *H x ** C - HMBC em CD3;COCD; (500 MHz) de TF-06
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Figura 94: Espectro de NOESY em CD3COCD; (500 MHz) de TF-06
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Figura 95: Espectro de COSY em CD3;COCD; (500 MHz) de TF-06
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5.7 Determinagéo estrutural de TF -03

A substancia codificada como TF-03 foi isolada na forma de cristais de
coloragdo branca (Figura 96), soluvel em acetona, peso em massa de 4mg e ponto
de fusdo na faixa de 183°C — 185°C. A mesma foi identificada utilizando dados de

Infravermelho, RMN de Carbono 13 e Hidrogénio, uni e bidimensionais.

Figura 96: Amostra TF-03

O espectro de Infravermelho, como ilustrado na Figura 49, apresentou sinais
de hidroxila fendlica caracterizada pela presenca de uma banda de grande
intensidade em 3447 cm™. A banda em 1662 cm™ foi atribuida a C=0O de cetona a, B
insaturada, j& a banda 1604 cm™ foi atribuida ao estiramento C=C de anel aromatico
(SILVERSTEIN et. al., 2007; PAVIA et. al., 2010).

O infravermelho apresentou também, duas bandas fortes: uma referente ao
estiramento simétrico C-O-C em 1231 cm™ e outra referente a um estiramento
simétrico em 1033 cm™ que sugere a presenca de um éter arilico na molécula; uma
banda forte em 823 cm™ e outra média em 967 cm™, sugere a presenca de um anel
aromatico trissubstituido na posi¢éo 1,3 e 4 (SILVERSTEIN et. al., 2007; PAVIA et.
al., 2010).

Na andlise espectral dos dados de RMN de *C — APT (125 MHz,
CD3COCDs), (Figura 103) foram observadas 17 sinais, sendo 9 sinais referentes a
carbonos nao hidrogenados, 6 sinais referentes a carbonos metinicos e 2 sinais

referente a carbono metilicos. Ao analisar os valores das absor¢cées do espectro
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ficou claro que a amostra apresenta 0 mesmo esqueleto estrutural da TF-06,
facilitando assim a elucidacdo estrutural da amostra TF-03, se tratando de uma
fenoxicromona, porém com a presenca de uma metoxila a mais na estrutura.

Ainda o espectro de carbono treze, foi observado sinais na regido de
carbonos oxigenados (&; 146.01; 147.58; 149.00; 156.23; 162.92; 166.29; 169.34),
na regido de metoxila (6. 56.47 e 56.67) como também, na regido de carbonila (6.
184.59). As mesmas absorcbes observadas na amostra TF-06, discutida
anteriormente.

Ao analisar o espectro de RMN de 'H e sua expansdo (500MHz, CD;COCDs)
(Figuras 100, 101 e 102), evidenciamos a presenca de dois singletos na regido oy
3.88 (3H) e 3.89 (3H) referente a duas metoxilas, como também um singleto &4 5.18
(1H), referente a um hidrogénio ndo aromatico.

Ainda no espectro de hidrogénio, observou-se a presenca de dois dubletos na
regido de aromaticos, acoplando na posicdo meta entre si, representado pelo sinal
em Oy 6.33 (1H, J = 1,8Hz) e d4 6.52 (1H, J = 1,8Hz), que mostra a presencga de um
anel aromatico na molécula com quatro substituicbes, igualmente como na
substancia TF-06.

O espectro de hidrogénio mostra também, a presenca de um anel aromético
trisubstituido, formando um sistema ABX, representado pelo duplo dubleto em &y
6.78 (1H, J= 8,7 e 1,7 Hz), um dubleto em &y 6.84 (1H, J = 1,7Hz) e outro dubleto
em Oy 7.06 (1H, J=8,7Hz). Um singleto em &y 12.85 (1H) sugere a presenca de uma
hidroxila quelada na molécula. Sendo assim, teriamos o mesmo esqueleto da

amostra TF-06, restando apenas avaliar a posi¢ao dos substituintes.

Os dados de correlacdo direta, observados no espectro bidimencional *H x
13C - HMQC (Figuras 104) mostraram os sinais de carbono hidrogenados ¢ 88.24;
93.28; 99.02; 109.01; 111.93; 113.24, que foram atribuidos aos carbonos: C3, C8,
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C6, C3’, C6’ e C5’ respectivamente. (04 5.18 / d¢ 88.24; by 6,52/ d¢ 93.28; 646.33/
Oc 99.02; dy 6.84 / ¢ 109.01; &y 6.78 / dc 111.93; dy 7.06 / d¢c 113.24). Mostrou-se
também correlacdo direta entre &y 3.88 com 0 8¢ 56.47 e do &y 3.89 como 0 &¢
56.67.

O espectro bidimencional *H x **C - HMBC (Figuras 105 e 106), mostrou
correlagdes da metoxila (o4 3.88) com o carbono C4’ (dc 147.58) e da metoxila (dy
3.89) com o carbono C7 (&¢ 166.29). Outras principais correlacdes observadas foi a
do hidrogénio H-3 (&4 5.13) com o carbono C-10 (8¢ 104.24) e com o carbono da
carbonila (8¢ 184.54), como também do hidrogénio H- 5 como o carbono C-1' (&¢
146.01) e como o carbono C-4’ (6¢ 147.58).

A partir desses dados € possivel sugerir gue a segunda metoxila da amostra

seja o substituinte do anel A da molécula, como ilustrado abaixo.

HsCO

Para confirmar tal estrutura, formam avaliados os espectros de NOESY e
COSY. O NOESY mostra correlacao entre os hidrogénios vicinais 5'/6’ e do 5’ com o
hidrogénio da metoxila (&4 3.88), comprovando a posi¢cdo do substituinte no anel B.
Mostra também correlacdo entre a metoxila (&4 3.89) e os hidrogénios H8 e H6,

confirmando a posi¢ao do substituinte no anel A.
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Figura 97: Correlacdo de NOESY da amostra TF-03

Confirmado os dados, fica clara a estrutura da molécula, sendo a mesma
relatada pela primeira vez na literatura. Denominamos a amostra de Tenuiflorina D
(5-hidroxi, 7- Metoxi-2-(3-hidroxi-4-metoxifenoxi)-cromona), complementando o
grupo de fenoxicromonas isoladas da folhas de Mimosa tenuiflora por Ledn et.al. em
2004.

Figura 98 : Tenuiflorina D
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Tabela 11: Dados comparativos de RMN *3C e *H de TF-03 em CD;COCDj3 (500
MHz) com a 5,7-dihidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxifenoxi)-chromona — Tenuiflorina C em
CDCI3;-DMSO-d3 (300MHZz) (Ledn, 2004).

TF-03 Literatura
(CD3COCD3) (Ledn, 2004)

OH OH

A
OCH;,

6H 6H

2 169.34 - 167.80 -
3 88.24 5.18 (s, 1H) 87.00 5.12 (s, 1H)
4

(C=0) @ 184.59 - 183.00 -
5 162.96 - 162.00 -

99.02 6.33 (d, 1H, J=1,8 Hz) 99.10 6.20 (d, 1H, J=2,0Hz)
7 166.29 - 163.50 -
8 93.28 6.52 (d, 1H, J=1,8 Hz) 93.60 6.32(d, 1H, J=2,0Hz)
9 156.23 - 155.00 -
10 104.23 . 102.00 .
1 146.01 - 144.20 -
2 109.01 6.84(d, 1H, J=2,8Hz) 108.00 6.73(d, 1H, J=3,0Hz)
3 149.00 - 147.06 -
4 147.58 - 146.20 -
5 113.24 7.06 (d, 1H, J=8,7 Hz) 112.00 6.92 (d, 1H, J=8,7 Hz)
6 111.93  6.78(dd, 1H, J=8,7e 1,8 110.30  6.65(dd, 1H, J=8,5 e 3.0 Hz)
Hz

MeO- | 56.67 3.88 (s? 3H) 55.07 3.88 (s, 3H)

4

MeO-7 | 56.47 3.89 (s, 3H) - i
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Tabela 12: Deslocamentos quimicos e correlacdes para TF-03, verificados nos espectros de RMN **C e *H em CD3COCDs (500
MHz) uni e bidimencionais.

HMQC HMBC NOESY COSY
C oS¢ L Yen % e Sl 'HxH 'Hx H
1 146.01 -
3 149.00 -
4 147.58 -
2 169.34 -
5 162.96 -
7 166.29 -
9 156.23 -
10 104.23 -
CH
2 109.01 6.84(d, 1H, J=2,8Hz) C-6’
5 113.24 7.06 (d, 1H, J=8,7 H2) c-4 Cc-3'/C-1’ MeO-4'/ H-6’ H-6’
6’ 111.93 6.78(dd, 1H, J=8,7 e 1,8 Hz) Cc-2’ H-5’ H-5’
3 88.24 5.18 (s, 1H) C=0 C-10
6 99.02 6.33 (d, 1H, J=1,8 H2) C-5/C-7 C-8/ C-10 MeO-7’
8 93.28 6.52 (d, 1H, J=1,8 Hz) C-9/C-7 C-6/ C-10 MeO-7’
CH350
CH;0-4’ 56.67 3.88 (s, 3H) C-4' H-5’
CH30-7 56.47 3.89 (s, 3H) C-7 H-6/H-8
OH
OH-5 12.85 (s,1H) C-5 C-10/C-6

C=0 184.59 -




BRAS, A.A.Q

RESULTADOS E DISCUSSAO 162

Figura 99: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de TF-03
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Figura 100: Espectro de RMN *H em CD3;COCDs (500 MHz) de TF-03
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Figura 101: Expansao do espectro de RMN *H em CD3COCD; (500 MHz) de TF-03
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Figura 102: Expansdo do espectro de RMN *H em CD3COCD; (500 MHz) de TF-03
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Figura 103: Espectro de RMN **C em CD3COCD; (125 MHz) de TF-03
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Figura 104: Espectro de RMN *H x ** C — HMQC em CD3;COCD; (500 MHz) de TF-03
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Figura 105: Espectro de RMN *H x **C — HMBC em CD3COCD; (500 MHz) de TF-03
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Figura 106: Expans&o do espectro de RMN *H x **C — HMBC em CD3COCDs (500 MHz) de TF-03
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Figura 107: Espectro de NOESY em CD3COCD;3; (500 MHz) de TF-03
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5.8 Triagem farmacologica

Visto que tanto os flavondides como os ativos isolados de Mimosa tenuiflora
apresentam atividades farmacolégicas comprovadas ou potencial atividade
farmacoldgica (antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante, antitumoral e
antiinflamatoria) e que o teste farmacologico das substancias isoladas (Pachipodol,
Tenuiflorina C, Tenuiflorina D, Sakuranetina e 2’,4’-dihidroxi-3’,4-dimetoxichalcona)
contra o leshimaniose néo tinha sido relatado na literatura, foi realizado uma triagem
preliminar frente a cepa L. amazonensis.

As substancias isoladas de Mimosa tenuiflora : Pachipodol, Tenuiflorina C,
Tenuiflorina D, Sakuranetina e 2’,4’-dihidroxi-3’,4-dimetoxichalcona néo inibiram o
crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis nas concentracdes
testadas. Com isso, a triagem in vitro dessa atividade anti-Leishmania foi maior do
que 400 ug/mL, sendo essa a maior concentracdo testada (Tabela 11). O resultado
obtido ndo foi considerado um resultado favoravel para testes farmacoldgicos mais
aprofundados, ja que o aumento da dose pode significar toxicidade e ndo uma acéo

farmacoldgica positiva.

Tabela 11: Atividade antileishmania das substancias isoladas de Mimosa tenuiflora

Atividade
Substancia antileishmania
(Mg/mL)
Pachipodol > 400
Tenuiflorina C > 400
Tenuiflorina D > 400
Sakuranetina > 400

2'.4’-dihidroxi-3’,4-dimetoxichalcona > 400
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Conclusao




BRAS, A.A.Q CONCLUSAO 173

6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Mimosa tenuiflora permitiu o isolamento de 6
substancias sendo uma delas relatada pela primeira vez na literatura, as mesmas
formam identificadas utilizando dados espectrais de Infravermelho e RMN de *C e
'H uni e bidimencionais (HMQC, HMBC, COSY e NOESY).

As substancias isoladas formam duas fenoxicromonas (Tenuiflorina C e
Tenuiflorina D) duas chalconas (2',4'-dihidroxi-3',4-dimetoxochalcona, 2’-4’ diidroxi-
4-metoxichalcona) uma flavona (4’-5-dihidroxi-3,3’,7-trimetoxiflavona) e uma
flavanona (4’-5 dihidroxi-7-metoxiflavanona). A Tenuiflorina D foi relatada pela
primeira vez na literatura.

As substancias avaliadas n&o inibiram o crescimento de formas promastigotas
de L. amazonensis nas concentragdes testadas. Com isso, a triagem in vitro dessa
atividade anti-Leishmania foi maior do que 400 pg/mL.

Considerando os dados apresentados o presente trabalho vem contribuir para
o estudo da espécie em questéo, além de trazer dados e informacdes espectrais de

uma substancia que ainda néo tinha sido relatada na literatura.
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