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RESUMO
A Quimica de Produtos Naturais tem proporcionado a descoberta de novas moléculas
biologicamente ativas, as quais sdo extraidas de espécies vegetais com usos diversificados
para humanos e animais. Uma dessas espécies € Macrolobium acaciifolium, uma arvore
de grande porte pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Detarioideae presente nédo
apenas na Amazonia, mas em outros estados do Brasil, além de paises da América Central
e do Sul. O presente projeto visou realizar o estudo fitoquimico e avaliacdo da atividade
antibacteriana de M. acaciifolium. As folhas e galhos da planta foram moidos e extraidos
com hexano e metanol. O estudo fitoquimico dos extratos de M. acaciifolium permitiu o
isolamento e identificagdo de 18 substancias, sendo 15 delas relatadas pela primeira vez
nesta espécie. Do extrato metandlico das folhas foram obtidos os flavonoides luteolina-
3’-O-ramnosideo (1), neoastilbina (2), astilbina (3), neoisoastilbina (4), isoastilbina (5),
quercetina-3-O-ramnosideo  (6), quercetina-3-O-rutinosideo (7), kaempferol-3-O-
rutinosideo (8), quercetina-3-O-glisosideo (9) e kaempferol-7-O-rutinosideo (10) e do
extrato metanolico dos galhos, os flavonoides crisoeriol (13), apigenina (14), 7,4’-
dihidroxiflavona (16), eriodictiol (17) e luteolina (18), além dos &cidos fendlicos acido
3,4-dihidroxibenzoico  (11), é&cido 3-metoxi,4-hidroxibenzoico (12) e 3,4-
dihidroxibenzoato de metila (15). Do extrato hexanico das folhas foram isolados os
triterpenos lupeol (19), p-amirina (20) e 24-metilenocicloartanol (21) e do extrato
hexanico dos galhos, a mistura do triterpeno friedelina (22) e a xantona lichexantona (23).
Os esteroides f-sitosterol (24) e estigmasterol (25) foram isolados em misturas em ambos
extratos hexanicos. A identificacdo estrutural foi realizada por analises de RMN de H,
13C, HSQC, HMBC e COSY. As fases AcOEt dos galhos e hidrometandlica das folhas
mostraram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Morganela
morganii numa concentracdo de 1000 pug/mL. O extrato hexanico das folhas mostrou
atividade antimicrobiana contra Aeromonas hydrophila em 1000 pg/mL. Estes resultados
corroboraram com a importancia de M. acacifolium como fonte de metabolitos

secundarios.

Palavras-chave: Flavonoides, Acidos fenélicos, Antibacteriano, Luteolina, Apigenina.



ABSTRACT
The Chemistry of Natural Products has provided the discovery of new biologically active
molecules, which are extracted from plant species with diversified uses for humans and
animals. One of these species is Macrolobium acaciifolium, a large tree belonging to the
Fabaceae family, subfamily Caesalpinioideae, present not only in the Amazon, but in
other states of Brazil, besides other countries in Central and South America. This project
aimed to carry out a phytochemical study and evaluation of the antibacterial activity of
M. acaciifolium. The leaves and branches of the plant were grounded and extracted with
hexane and methanol. The phytochemical study of M. acaciifolium extracts allowed the
isolation and identification of 18 substances, 15 of which are reported for the first time in
this species. From the methanolic extract of the leaves, the flavonoids luteolin-3'-O-a-L-
rhamnoside (1), neoastilbin (2), astilbin (3), neoisoastilbin (4), isoastilbin (5), quercetin-
3-0-a-L-rhamnoside (6), quercetin-3-O-rutinoside (7), kaempferol-3-O-rutinoside (8),
quercetin-3-O-glisoside (9) and kaempferol-7-O-rutinoside (10) and the methanolic
extract of branches, the flavonoids chrysoeryol (13), apigenin (14), 7,4'-dihydroxyflavone
(16), eriodictyol (17) and luteolin (18), in addition to the phenylpropanoids 3,4-
dihydroxybenzoic acid (11), 3-methoxy,4-hydroxybenzoate (12) and methyl 3,4-
dihydroxybenzoate (15). From the leaves hexane extract were isolated triterpenes lupeol
(19), p-amyrin (20) and 24-methylenecycloartanol (21) and from branches hexane extract,
mixture of triterpene friedelin (22) and xanthone lichexanthone (23). The f-sitosterol (24)
and stigmasterol (25) steroids were isolated as mixture in both hexane extracts. The
structural identification of the compounds was established by 'H NMR, *C, HSQC,
HMBC and COSY analyses. EtOAc phase of branches and hydromethanolic phase of
leaves showed antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Morganela
morganii at a concentration of 1000 pug/mL. Hexane extract leaves showed antimicrobial
activity against Aeromonas hydrophila at 1000 pg/mL. These results corroborate the

importance of M. acaciifolium as a source of secondary metabolites.

Keywords: Flavonoids, Phenolic Acids, Antibacterial, Luteolin, Apigenin.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo produtoras de metabolitos secundarios, também chamados de
metabdlitos especiais, produtos secundarios ou até mesmo produtos naturais. Estes
compostos sdo estruturalmente e quimicamente diferentes dos metabolitos primarios
(lipideos, vitaminas, acidos nucleicos, carboidratos e proteinas) e ndo possuem
envolvimento direto no crescimento e desenvolvimento das plantas, mas podem atuar
indiretamente para tal impedindo herbivoria de pragas e patégenos, atuando como
sinalizadores de respostas de defesas e estresses ambientais, atraindo insetos ou animais
para polinizacao e dispersdo de sementes e agindo como correspondente para simbiose
entre plantas e micrébios (YANG et al., 2018; ISAH, 2019; GUERRIERI et al., 2019;
MRID et al., 2021)

Os metabolitos secundarios possuem papel fundamental quando se trata dos
beneficios relacionados ao bem-estar dos seres humanos, principalmente pela acao
quimica de substancias com principios ativos no tratamento de doengas como o cancer
(ULLRICH, etal., 2019; SERRA et al., 2022). Os alimentos vegetais sdo a principal fonte
de consumo dos metabdlitos secundarios pelos humanos e animais, estando presentes nas
frutas e verduras. No entanto, o uso dos metabolitos secundarios ndo esta limitado apenas
a alimentacdo, sendo empregado também em cosméticos e perfumarias (MAHAJAN et
al, 2020; TWILLEY et al., 2020).

Enriquecendo os dados acerca do teor, qualidade e quantidade de metabdlitos
secundarios nas plantas, as pesquisas em Produtos Naturais tém sido o grande indutor da
busca e distribuidor das funcionalidades/atividades da grande maioria desses metabo6litos
identificados (DO et al, 2014; SCHRIMPE-RUTLEDGE et al., 2018). As atividades
incluem combates a microrganismos como cepas de fungos, bactérias, além de parasitas
e insetos como por exemplo, em grdos (ABDELGALEIL et al, 2020; AZIZI et al, 2021;
BEZERRA et al, 2019; ZIMMERMANN et al, 2021).

A avaliacdo da atividade antioxidante de metabdlitos secundarios vem sendo
empregada para medir seus potenciais de reducao dos estresses oxidativos, visto a enorme
quantidade de substancias da classe quimica com este potencial presentes em plantas,
como flavonoides (CHEN et al, 2021; NURCHOLIS et al, 2021).

Entre as diversas classes de metabdlitos secundarios estdo os flavonoides e podem
ser encontrados na forma de agliconas, prenilados ou isoprenilados e glicosilados. Séo
amplamente distribuidos em Fabaceae. Uma das espécies dessa familia € Macrolobium

acaciifolium, a qual foi escolhida para realizar o presente trabalho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fabaceae

A familia Fabaceae ou Leguminosae esta entre as trés maiores familias do reino
vegetal por apresentar até aproximadamente 770 géneros distribuidos em cerca de 19.500
espécies e outras espécies continuam a ser descobertas e adicionadas. Entre os géneros,
as caracteristicas fundamentais confirmam a classificacdo na Familia, porém existem
variacdes morfoldgicas téo caracteristicas de cada grupo, que foi possivel dividir em 6
grandes subfamilias: Cercidoideae com 12 géneros e aproximadamente 335 espécies;
Papilionoideae contétm 503 géneros e aproximadamente 14.000 espécies.
Caesalpinioideae compreende 148 géneros e aproximadamente 4.400 espécies;
Dialioideae abrange 17 géneros e aproximadamente 85 espécies; Duparquetioideae
contribui apenas com 1 género e 1 espécie; Detarioideae possui 84 géneros e
aproximadamente 760 espécies (LPWG, 2017). Suas espécies tém grande importancia
nos mais diversos campos de interesse humano como o alimenticio, ambiental, medicinal,
cientifico, etc. (CUNNINGHAN et al, 2021; OLADEJI et al, 2020; SILVA et al., 2020).

Essa familia é reconhecida como uma das mais importantes no fornecimento de
alimentos para humanos e animais como Phaseolos vulgaris (feijao) e Glycine max (soja),
movimentando a economia nos setores alimenticio e madeireiros com espécies como
Dalbergia nigra (jacarandd), Amburana cearenses (cerejeira) e Hymenolobium ssp
(angelim), as quais sdo consideradas madeiras muito resistentes (SHAVANOV, 2021).
Outra grande importancia das espécies de Fabaceae € a ecoldgica, atuando na fixagdo de
nitrogénio como Pisum sativum (ervilha) e Inga edulis (ingd), presente nas susbtancias
béasicas e essencial para as rotas metabdlicas tanto de animais quanto plantas (JUSTINO
etal., 2017; MARTINELLI et al., 2021).

Estudos farmacoldgicos apontam que varias espécies de Fabaceae tém
comprovados potenciais para as mais diversas atividades bioldgicas. Trabalhos mais
recentes demonstram atividade leishmanicida sobre L. donovani (WONKAM et al, 2021),
antidiabética e antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis, Micrococcus luteos,
Staphylococucs aureus e Streptococcus piogenes (PHUKHATMUEN et al., 2021), além
de diferentes partes vegetais de muitas espécies possuirem potenciais teratogénicos
(BEZERRA, et al, 2021).

Algumas pesquisas apontam fortes relacdes do uso de plantas desta familia no
tratamento de doencas femininas, como no caso do extrato metanolico de Eriosema

laurentii possuir propriedades estrogénicas e prevenir sintomas da menopausa em ratas
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ovarioctomizadas, permitindo credibilizar o tratamento de problemas ginecolégicos com
0 uso dessa planta (ATEBA et al., 2013).

Muitas substancias fendlicas ja foram isoladas de espécies da familia fabaceae,
sendo os flavonoides os mais identificados, com muitos derivados de isoflavonoides e
flavonoides relatados, como dimeros, pterocarpanos, rotenoides, dihidroflavonoides,
flavanonas, além de substancias de outras classes quimicas como triterpenos, esteroides,
cumarinas, antraquinonas, glucosideos cianogénicos e alcaloides indolicos,
pirrolinizidinicos e quinolizidinicos (WINK, 2013). Na Figura 1 estdo ilustradas algumas

moléculas encontradas em espécies de Fabaceae em estudos recentes.

\O 7
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[¢] o (o]
o
OH |
o]
o 0 o
OH o 0. OH |
o bH  Ho. 0 OH
OH OH

Flavonoide triglicosilado de Macroptilium Cumarina de Lotus lalambensis Diterpeno de Erytropheleum
martii (SOUZA et al.. 2020) (ALl etal, 2021) ivorense (CLAUDE et al., 2020)

Flavona de Pterogyne nitens
(LIMA et al., 2021)

Saponina de Parkia bicolor o Biflavonoide de Ormocarpum
(BITCHI etal., 2019) sennoides (CHALO et al., 2020)

OH OH

-
(¢)
HO

Benzofurano de Indigofera spicata
(MOUAFON et al., 2021)

Flavonoide glicosilado de
Machaerium eriocarpum
(BENTO et al., 2018)

Saponina de Oxytropis lanata | El o~
(BUYANKHISHIG et al., 2020) ‘j@/j‘&@\w
. . HO HO =z o~
Isoflavonoide prenilado de M
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Figura 1. Classes quimicas encontradas em espécies de Fabaceae.
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2.2 Flavonoides

Flavonoides s&o particularmente as substancias mais abundantes dentre os
polifendis dentro da area de produtos naturais, sendo classificados como: chalconas,
flavanonas, flavonas, dihidroflavonois, antocianidinas e catequinas, 0s quais Sao
principalmente formados por arranjos estruturais com o esquema Cs-C3-Cs, COM quinze
unidades de carbono. As duas unidades de Cs (A e B) sdo aromaticas e conectadas pela
unidade Cs, podendo gerar as chalconas, caso essa unidade Cs seja aberta ou gerar os
demais flavonoides caso fechada, formando um terceiro anel (C).

As estruturas das principais subclassificacdes dos flavonoides sdo mostradas na

Figura 2, abaixo e relacionam-se pelo grau de oxidacdo e saturacéo do anel C (MARAIS

et al., 2006).
BORYSY
sondle

[e] [e]
Flavana Flavanona Flavona Flavonol
O ‘C(‘ Cr Cr
LT o .
o OH OH
dihidroflavonol Flavan-3-ol Flavan-4-ol Flavan-3,4-diol

Figura 2. Esqueletos basicos das estruturas quimicas dos principais flavonoides.

Os flavonoides sdo formados a partir da via biossintética mista, onde trés
moléculas de malonil coenzima A (CoA) derivadas da rota do acetato-malonato sédo
condensadas com uma molécula de 4-hidroxicumaril-CoA, derivada da rota do
chiquimato.

A estrutura basica dos flavonoides conta com o anel aromatico A, formado pela
condensacdo das unidades da via do acetato-malonato (C6), as quais ligam-se aos 3
carbonos (C3) ligados ao anel aromatico B (C6) provenientes da via do chiquimato. A
primeira molécula formada da condensagdo das precursoras € uma chalcona que, em
etapas posteriores de oxirreducdo, origina os demais flavonoides. Na Figura 3 € mostrado
esquema resumido da formagdo biossintética dos principais flavonoides (AUSTIN &
NOEL, 2003).

Essas substancias sdo muito conhecidas por seus efeitos benéficos na dieta e satde

dos humanos, sendo consumidas, principalmente pelo consumo de alimentos, como frutas
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e vegetais. Flavonoides mostraram excelentes atividades, como por exemplo, 0
flavonoide hesperetina tem sido reconhecido como inibidor de reagOes de estresses

oxidativos, atuando também como anti-inflamatdrio celular (TENG et al, 2021).
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Figura 3. Principais precursores na formacéo dos flavonoides (adaptado de Austin & Noel, 2003).

Cercato et al. (2021) fizeram um levantamento bibliografico e concluiram que a
dieta com flavonoides teve grande auxilio pré-clinico no combate a obesidade, onde
quercetina, genisteina, naringenina, apigenina, epigalocatequina-3-galato e cianidina-3-

O-glicosideo foram os principais flavonoides usados como complementos alimentares.
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Estudos comprovam que pessoas intoxicadas por pesticidas podem se recuperar
com mais facilidade e menor tempo quando fazem uso de suplementos contendo
flavonoides. Esse efeito foi atribuido as diversas atividades anti-inflamatorias,
antiapoptdticas, antimutagénicas e antiestresse, pois sdo efeitos que atuam na melhoria
das func@es dos 6rgdos (ZENG et al., 2021).

O flavonoide apigenina tem sido bastante estudado e mostrado atividade
citotoxica no tratamento de diversos tipos de cancer como no figado, seios, tireoide,
colorretal, préstata, bexiga, pancreas, lingua, pulmao, pele, ossos, sangue, cabeca e
pescoco (SALMANI et al., 2017). Pesquisas também relacionam apigenina com
potenciais como antioxidante, antigenotdxico, antidiabético, hemostéatico, antialérgico,
antiparasitario, antifangico, antibacteriano, antiviral e anti-inflamatério (AHRED et al.,
2021).

De forma anéloga, luteolina é outro flavonoide com diversas atividades anticancer
conhecidas, nas quais incluem cancer de ovarios, rins, préstata, pulméo, colon, pancreas,
glioblastoma (tumor cerebral), pele, lingua, figado, além de ser reconhecido como
possivel agente neuroprotetor contra Alzheimer, antioxidante atenuante na geracdo de
estresse oxidativo neuroldgico responsavel pela doenca de Parkinson (IMRAN et al.,
2019; NAVABI et al., 2015).

Assim como apigenina e luteolina, muitos flavonoides possuem potenciais anti-
inflamatdrios destacados por estudos cientificos, pois atuam através de diferentes
mecanismos para a inibi¢do de enzimas regulatorias e fatores de transcricdo que possuem
importantes fun¢des no controle de mediadores envolvidos em inflamagdes. Inibem com
grande eficacia quinases e fosfodiesterases (MALEKI et al., 2019).

As propriedades anti-inflamatorias dos flavonoides sdo reconhecidas e
potencializadas principalmente nas moléculas que possuam em sua estrutura quimica
ligacdo dupla entre os carbonos C-2 e C-3, hidroxila na posic¢do C-3°, C-4’ ou C-3” + C-
4’ (anel B catecol) e grupo carbonila em C-4.

A glicosilacdo na posicdo C-5 é um dos fatores que diminui o potencial anti-
inflamatorio, pois cria um impedimento estérico devido ao grande volume da fracéo de
acucar, visto que a planaridade dos flavonoides é crucial para essa atividade, confirmando
que cada modificacdo ou adicéo de substituintes pode ser decisiva para qualquer potencial
(CELIK & KOSAR, 2012; ISODA et al., 2014; WANG et al., 2018).
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2.2.1 Breve identificacdo de agliconas e glicosideos de flavonas, flavanonas, flavonois
e dihidroflavonas por RMN de 'H

Flavonoides tém sido identificados por Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e
13C ha décadas. Por possuirem padrdes estruturais com poucas varia¢des no deslocamento
quimico e multiplicidades de seus sinais muito constantes, a identificagdo dessa classe
quimicas tornou-se menos complicada de ser realizada.

Um fator presente em andlises em DMSO-ds, acetona-ds ¢ CHCls.di ¢ a
ressonancia de sinais de hidrogénios dos grupos hidroxilas (OH) de alguns flavonoides,
o qual aparece nos espectros entre 8,5 e 13,5 ppm e auxilia principalmente para conclusao
da presenga de OH na posi¢ao 5 do anel A de flavonoides (5-OH, 11,8-13,5 ppm), o qual
também sdo distantes dos sinais dos hidrogénios aromaticos. O sinal de 5-OH torna-se
largo nos espectros a medida que a abundancia de 4gua vai aumentando no solvente, fato
que ocorre devido a transferéncia de protons intermolecular entre 5-OH e agua
(CHARISIADIS, et al., 2014).

Esses hidrogénios das 5-OH formam ligagao de hidrogénio intramolecular com o
oxigénio do grupo carbonila em C-4 (Figura 4), o qual desprotege o ntcleo do hidrogénio
de 5-OH e aparece nos espectros com leves variagdes de deslocamento quimico
dependendo do tipo de flavonoide. Em flavonas seu deslocamento fica préximo de 13,0
ppm, 12,40-12,70 em flavonois e proximo a 12,0 ppm para flavanonas e

dihidroflavonoides (SHEICHENKO et al., 2016).

HO )

Figura 4. Ligacg&o de hidrogénio entre H de 5-OH e O de 4-CO.

A estrutura quimica principal dos flavonoides consiste nos anéis A, B e C. O anel
A de flavonas e flavonois com dois substituintes 5-OH e 7-OH comumente possui os
hidrogénios H-6 e H-8, os quais aparecem nos espectros de RMN de 'H em sinais
(geralmente) dupletos com constante de acoplamento (J) ~ 2,5 Hz, resultante do meta-
acoplamento entre os dois em 6,0-6,2 ppm (H-6) € 6,3-6,5 ppm (H-8) (OSW & HUSSEIN,

2020). Para a mesma configuragdo de anel A de dihidroxiflavanonas e dihidroflavonois,

21



esses mesmos H-6 ¢ H-8 aparecem em 5,75-5,95 ppm e 5,90-6,10 ppm (PRAKASH et
al., 2020).

O anel C de flavonas possui hidrogénio na posi¢ao 3 (H-3) que frequentemente
produz simpletos proximo a 6,3 ppm. O H-2 presente no anel C de flavanonas, geralmente
aparece em 5,0-5,5 ppm na forma de duplo dupletos com J ~ 11,0 e 5,2 Hz para
acoplamentos trans e cis, respectivamente, com os dois H-3, que por sua vez aparece nas
formas de dois duplos dupletos com J ~ 17,0; 11,0 para H-3,ans € J ~ 11,0; 3,0 Hz para
H-3.is proximos a 2,8 ppm (OWOR et al., 2020). Em dihidroflavonois, H-2 aparece entre
4,8-5,6 ppm enquanto H-3 entre 4,1-4,3 ppm com J ~ 11,0 ou 1,2 Hz, dependendo do
acoplamento trans ou cis com H-2 (EKALU et al., 2019; NOLETO-DIAS et al., 2020;
LEE et al., 2021).

O anel B padrao dos flavonoides sdo do tipo fenol com 4’-OH como substituintes.
Esse tipo de anel de estrutura com apenas 4’-OH produz simetria quimica entre os H-2" e
H-6, produzindo sinais de segunda ordem na regido de 7,1-8,1 ppm com os picos mais
intensos na forma de dupleto com J ~ 8,5 Hz resultante dos acoplamentos orto entre H-2’
e H-3’, assim como H-6’ e H-5". O mesmo ¢ observado para H-3’ e H’-5, os quais geram
mesma constante de acoplamento, mas sinais entre 6,5-7,1 ppm. Esse padrao de anel ¢
também chamado de Sistema AA’BB” (KURATA et al., 2019; MIZUNO et al., 2022).

Uma adi¢do de grupo hidroxila na posi¢ao C-3 do anel B dos flavonoides modifica
as multiplicidades e deslocamentos quimicos destes hidrogénios. Em flavonas e flavonois
o deslocamento de H-2’ aparece como dupleto com J ~ 2,5 Hz entre 7,2-7,8 ppm, H-5’
aparece como dupleto com J ~ 8,5 Hz entre 6,7-7,1 ppm e H-6’ como duplo dupleto com
J ~ 8,5; 2,5 Hz entre 7,3-7,9 Hz. Os sinais de H-2’ ¢ H-6" se sobrepdem em alguns
flavonoides (HU et al., 2017). Este padrao 3’,4’-dihidroxissubstituido ¢ chamado de
Sistema ABX e apresenta diferentes deslocamentos quimico e multiplicidades para
flavanonas e dihidroflavonois em DMSO-db.

Para estes ultimos, sao gerados espectros com dois multipletos agudos entre 6,6-
7,1 ppm, um para H-2’ com integral para 1H e outro para H-5’ ¢ H-6’ com integral para
2H (ZHAO et al., 2020; AN et al., 2022). A resolugdo destes picos, em alguns casos pode
ser feita substituindo o DMSO-ds por acetona-ds, piridina-ds, MeOH-ds ou acido acético-
ds (YANG et al., 2015).

Os acucares ligados a determinados flavonoides terdo deslocamentos quimicos
destacados nos espectros de RMN de 'H. As ramnoses naturalmente encontram-se a-

ligadas as estruturas dos flavonoides, fazendo com que seus hidrogénios do carbono
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anomérico (H-1"") aparecam entre 5,0-5,3 ppm como dupleto com J ~ 2,0 Hz resultante
do acoplamento com seu H-2"’. Corroborando com a presenca da ramnose, um sinal
dupleto com J ~ 6,5 Hz ¢ visivel entre 0,8-1,2 ppm, referente ao H-6"" da metila (UTARI
etal.,2019; HENRI et al., 2021; DUTRA et al., 2023).

As glicoses ocorrem f-ligadas as estruturas dos flavonoides e sdo rapidamente
reconhecidas no espectro de RMN de 'H por um dupleto com J ~ 7,0 Hz entre 4,8 € 5,8
ppm gerado pelo acoplamento em trans de seus H-1" e H-2”. As rutinoses sdo ligadas
aos flavonoides pelas glicoses e seus H-1" aparecem nos mesmos deslocamentos
quimicos e J que os monomeros glicosilados. Em contrapartida, o H-1"" da ramnose
ligada ao C-6 da glicose aparece geralmente como dupleto com seu J padrdo, porém
com deslocamento quimico entre 4,2 ¢ 4,4 ppm, além de H-6"" metila entre 1,10 ¢ 1,30
ppm como J padrao (BABIAKA et al., 2020; AFIF et al., 2022; MOHAMMED, et al.,
2022; XU et al., 2022; WU et al., 2023).

2.3 Flavonoides em Fabaceae e atividade bioldgica

Por estarem tdo largamente distribuidos nas plantas, os flavonoides sao
encontrados com grande frequéncia em espécies de Fabaceae. Em trabalho de revisao,
Grafakou et al. (2021) listaram 66 espécies do género Genista (Papilionoideae),
constatando o isolamento e identificacdo de 110 flavonoides distribuidos entre 46
isoflavonoides, 22 flavonas, 21 3-hidroxiflavonas, 8 flavanonas, 4 3-hidroxiflavanonas,
3 flavonoides prenilados, 1 isoflavona e 5 chalconas.

Em Lotus lanuginosus (Papilionoideae), Oueslati et al. (2020) isolaram e
identificaram 4 flavonoides glicosilados (kaempferol-7-O-ramnosideo, kaempferol-3-
apiofuranosil-7-O-ramnosideo, isoramnetina-3-O-rutinosideo e kaempferol-3-O-2’’-
arabnoramnosideo-7-O-ramnosideo).

Li et al. (2020) fizeram uma lista com 55 flavonoides isoprenilados isolados de
Sophora flavenses (Papilionoideae) e dentre as atividades de alguns desses flavonoides,
destacaram-se bactericida (frente cepas de bactérias gram-positivas de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis e Propionibacterium acnes,
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae), anticancer, anti-inflamatdria, antidiabético
e antioxidante.

Em Sophora tonkinensis foram encontrados flavonoides glicosilados e

ramnoglicosilados como rutina, narcissosideo, hyperosideo e naringina (HOU et al.,

23



2020). Foram isoladas de Sophora davidii cinco novas flavanonas chamadas de davidonas
A, B,C,DeE (MA, etal, 2021).

Komakech et al. (2019) agrupou varias atividades anti-inflamatorias dos
flavonoides catequina, taxifolina, apigenina, luteolina e narigenina, apontando o uso de
Tamarindus indica (Detarioideae) como anti-inflamatorio devido a presenca desses
flavonoides.

Pinto et al. (2020) investigaram os efeitos do flavonoide semi-sintético palmitato
de (-)-fisetinidol na osteolise inflamatdria periodontal em ratos, doenca que afeta a massa
Ossea dos dentes pela reducdo da reabsorcdo e remodelacdo dos tecidos 0sseos pelas
células osteoclastos. O palmitato de (-)-fisetinidol foi semi-sintetizado a partir do
flavonoide (-)-fisetinidol, isolado de Bauhinia pulchella (Cercidoideae). Os resultados
mostraram que o palmitato de (-)-fisetinidol foi efetivo no tratamento anti-inflamatério

dos processos envolvendo as periodontites, principalmente pelo efeito antioxidante.

2.4 Macrolobium acaciifolium

O género Macrolobium, pertencente a Fabaceae, esta classificado na subfamilia
Detarioideae com cerca de 95 espécies arbdreas ou arbustivas. As espécies desse género
podem ser encontradas na Ameérica Central (Honduras, Costa Rica e Panama) e
principalmente na América do Sul (Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Guiana, Guiana
Francesa, Peru, Suriname e Venezuela) nas margens dos rios, igarapés, praias ou em terra
firme (Macrolobium Schreb. em WFO, 2022).

No Brasil, é representado por 37 espécies e esta presente nas regifes Norte, nos
estados do Acre, Amazonas, Amapa, Pard, Rondbnia e Roraima, Nordeste no estado do
Maranhdo e Centro-Oeste, nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (MORIM
& GURGEL, 2020).

Macrolobium acaciifolium é conhecida popularmente como arapari. E uma arvore
de grande porte e vivéncia de aproximadamente 500 anos, de 2-35 m de altura e 150 cm
de didmetro, sendo a espécie mais amplamente distribuida do género. Sua presenca é
descrita em florestas inundadas da Amazonia, tanto em varzeas como igapds, assim como
em florestas de galerias, ciliares ou terras firmes. Seus frutos flutuam nas &guas
garantindo uma forma de dispersdo (FELIX-DA-SILVA, 2016).

As plantas do género Macrolobium sdo arvores de porte arbdreas e arbustivas,

tendo algumas de suas especies estudos de desenvolvimento de lenho como M.
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angustifolium, M. multijugum e M. acaciifolium (LIMA & GOMES, 1998; SILVA et al.,
2014).

Os potenciais citotoxicos (frente cultura de células de carcinoma espinocelular
bucal) dos extratos do caule e folhas de M. multijugum e caule de M. acaciifolium foram
avaliados, mas nao tiveram resultados promissores (OZI, 2009). Na ultima década, houve
producdo de trabalho visando verificar possiveis novos agentes despigmentantes da pele,
avaliando extratos aquosos de plantas do Brasil e constatando que o extrato aquoso dos
frutos de M. acaccifolium mostrou baixa atividade inibitoria da tirosinase, enzima atuante
na producdo de melanina (MACRINI, 2004). Também foi estudada a influéncia do
desmatamento de M. acaciifolium em relagdo com o meio ambiente, visando o controle
da sua exploragdo por ser arvore lenhosa (SCHONGART, 2008; WITTMANN et al.,
2009) e mesmo sua morte quando seu habitat natural € modificado (ASSAHIRA, 2017).

Na literatura, é encontrado trabalho de carater quimico, onde Behrens et al. (2006)
quantificaram os constituintes majoritarios dos dleos das sementes de M. acaciifolium,
encontrando &cido palmitico, acido linoléico, acido lignocérico, &cido miristico e &cido
eicosanoico (Czo:1). Juntamente com M. angustifolium, M. acaciifolium foi alvo de
estudos para verificacao da presenca de taninos com as metodologias indicada por Matos
(1980), o qual mostrou presenca de taninos condensados e pirogalicos em M.
angustifoium enquanto M. acaciifolium apresentou antocianina, catequina e taninos
condensados (BARBOSA et al., 2006).

Da fase AcOEt do extrato metanolico das folhas de M. latifolium foi isolada uma
nova cromona C-glicosilada chamada de macrolobina, a qual apresentou atividade
bactericida contra Pseudomonas aeruginosa (CIM 250 pg/mL) e Staphylococcus aureus
(CIM 150 pg/mL). Da fase DCM do extrato metanolico das folhas foram isoladas as
substancias apigenina, p-taraxerol, friedelina, estigmasterol, S-sitosterol e campesterol,
enquanto foi isolada a substancia apigenina da fase AcOEt do extrato metandlico das
hastes de M. latifoium (NASCIMENTO et al., 2020).

Em outro estudo, a fase ACOEt do extrato etandlico das cascas do tronco de M.
latifolium mostrou atividade bactericida contra Staphylococcus aureus (CIM = MBC 250
png/mL), Staphylococcus epidermidis (CIM = MBC 50 pg/mL), Klebsiella pneumoniae
(CIM = MBC 100 pg/mL) e Proteus mirabilis (CIM = MBC 100 pg/mL) (FERRAZ et
al., 2021).

As sementes de M. acaciifolium s&o conhecidas por acumularem em suas paredes

celulares, reservas de amido e xiloglucano simultaneamente como estratégia de
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germinacdo e estabelecimento de plantulas durante o periodo de inundacdo (RIBEIRO,
2013).

Barnett et al. (2015) descrevem em seu trabalho, a reducéo de macacos, papagaios
e esquilos que se alimentam dos frutos de M. acaciifolium quando esses frutos se
encontram infestados por col6nias de formigas da espécie Pseudomyrmex viduus.

Silva (2018) isolou 3 flavonoides das folhas (luteolina-4’-O-ramnosideo,
luteolina-3’-O-ramnosideo e apigenina) e 1 das flores (kaempferol-3-O-rutinosideo) de
M. acaciifolium (Figura 5).

OH
o7 OH
OH o

OH (o}

OH o
apigenina kaempferol-3-O-rutinosideo

Figura 5. Flavonoides isolados de M. acaciifolium (SILVA, 2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar os metabdlitos secundarios dos extratos de Macrolobium

acaciifolium e avaliar a atividade antibacteriana de seus extratos e fra¢des.

3.2 Objetivos especificos

- Fracionar os extratos de M. acaciifolium e isolar os flavonoides presentes por meio de
técnicas cromatogréficas;

- Identificar as estruturas quimicas dos flavonoides isolados por analises de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e *C mono e bidimensionais (HSQC, HMBC e COSY) e
Espectrometria de Massas;

- Avaliar o potencial antibacteriano dos extratos e fragoes.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Lista de equipamentos, materiais, reagentes e solventes

- Balanca analitica AY220 (Shimadzu);

- Banho guente modelo 550 (Fisatom);

- Rotaevaporador rotativo modelo 802 (Fisatom);

- Capela Evolution (Permution);

- Estufa ventilada (TE — 394/2, Tecnal);

- Moinho de facas (SL — 31, Solab);

- Moinho de martelo (DPM — 4, Nogueira);

- Ultrassom (Unique, 40 KHz);

- Cromatofolhas de silica gel (Sigma-Aldrich, TLC Silica gel 60 F254);

- Ldmpadas ultravioletas 365 nm (T5, Orion) e 254 nm (G8 T5, Phillips),

- Cromatografia em camada delgada comparativa com indicador UV-254 nm (Silica gel,
Whatman™);

- Silica gel preparativa (CCDP, Sigma-Aldrich, Silica gel GF254);

- Silica para coluna aberta (Machery-Negal, 0,04-0,063 mm/230-400 mesh ASTM);

- Resina Sephadex lipofilica (Sephadex LH-20, Sigma-Aldrich);

- Hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona, metanol (grau comercial, Araguaya);
- Cromatografo Liquido Prominense (Shimadzu): amostrador automatico SIL-10AF,
detector de rede de fotodiodo SPD-M20A e bomba liquida de alto desempenho LC-6AD;
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- Solventes utilizados para as analises por CLAE: MeOH grau HPLC (SCIELAB);

- Purificador de agua PURELAB Option (ELGA);

- Colunas analitica (250 x 4,6 mm) e semipreparativa (250 x 10,0 mm) Luna 5u C18(2)
100A (Phenomenex);

- Cloreto férrico P. A. (FeCls, Dindmica: Quimica Contemporénea Ltda.);

- Difenilboriloxietilamina (NP, Sigma-Aldrich);

- Polietilenoglicol 4000 U.S.P. (PEG, Oxiteno);

- Acido acético glacial (HAc, Synth).

- Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds, Sigma-Aldrich);

- Metanol deuterado (MeOH-ds, Cambridge Isotope Laboratories);

- Acetona deuterada (Acetona-ds, Cambridge Isotope Laboratories);

- Cloroformio deuterado (CHClIs-d, Cambridge Isotope Laboratories);

- Ressonancia Magnética Nuclear, Fourier 300 (Bruker);

- Espectrometro de Massas MicroTOF-Q I, fonte ESI (Eletrospray), resolugdo Full
Width at Half Maximum — FWHM.

4.2 Coleta das partes vegetais

Folhas (468 g) e galhos (1,1 Kg) de Macrolobium acaciifolium (Fabaceae) foram
coletadas no Lago do Catal&o (lgarapé Papocu) em 17/06/2009 nas coordenadas 3°10° S,
59°54> W, Amazonas, Brasil.

A coleta foi realizada durante o periodo de alagamento na localidade, estando a
arvore com apenas a copa do lado externo da dgua (Imagem 1). Por ndo estar na estacao
seca, ndo foi possivel registrar 0 ambiente proximo a espécie, como o tipo do solo e
vegetacao rasteira proxima.

As partes internas das cascas dos galhos eram de coloragdo avermelhadas e
estavam com infestacdo interna de formigas de espécie ndo identificada. Os frutos de M.
acaciifolium se apresentavam em forma de vagem, com as cascas avermelhadas.

O estudo foi registrado no banco de dados SISGEN sob nimero AD1E109. Uma
exsicata do espécime (n° 258676) foi depositada no herbario do INPA, Manaus, Brasil.
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Imagem 1. Macrolobium acaciifolium. A: Copa da rvore; B: frutos; C: folhas e flores;
D: galhos.

4.3 Obtencéo dos extratos

As partes vegetais foram secas em estufa de ventilacdo forcada a 50 °C até
evaporacdo da agua. Apds secagem, os galhos foram cortados e triturados em moinho de
martelos enquanto as folhas foram pulverizadas em moinho de facas. Em seguida, a
extracdo se deu pela adicdo de solvente organico ao material vegetal auxiliado pelo
ultrassom por 20 minutos. Foram utilizados os solventes de polaridade crescente hexano
(extrato hexanico), metanol (extrato metandlico) e agua destilada (extrato aquoso), onde
0 processo de extracdo foi realizado trés vezes com o0s solventes hexano e metanol, porém
uma vez com a agua. Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo

sendo o processo de extracdo apresentado na Figura 6.

Material Vegetal de Macrolobium acaciifolium

| Secagem, trituragéo e moagem |

1) Extragdo com Hex usando

ultrassom por 20 minutos; 3x —
2) Filtrago; } Torta
3) Concentragéo.

1) Extragfo com Hex usando — Ej
ultrassom por 20 minutos; 3x Torta
2) Filtragao;
1) Extragdo com Hex usando} 1
X

3) Concentragéo.
ultrassom por 20 minutos;
2) Filtragao;
3) Concentragéo.

Figura 6. Fluxograma da preparagdo dos extratos de M. acaciifolium.
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4.4 Avaliagéo da atividade antibacteriana dos extratos e fra¢es de M. acaciifolium

As linhagens de microrganismos utilizadas neste ensaio foram: Acinetobacter
baumannii (AB) (CBAM 0664), Aeromonas hydrophila (AH) (CBAM 0162),
Citrobacter freundii (CF) (CBAM 0762), Escherichia coli (EC) (CBAM 0006),
Enterobacter cloacae (ECL) (CBAM 0200), Klebsiella pneumoniae (KP) (CBAM 0051),
Morganela morganii (MM) (CBAM 0138), Pseudomonas aeruginosa (PA) (CBAM
0519), Staphylococcus aureus (SA) (CBAM 0026), Salmonella enterica (SE) (CBAM
0209), Serratia marcescens (SM) (CBAM 0069), Staphylococcus epidermidis (STE)
(CBAM 0613).

As cepas foram gentilmente fornecidas pela Colecdo de Bactérias da Amazonia,
CBAM do Instituto Lebnidas e Maria Deane (ILMD - Fiocruz), sendo armazenadas no
Laboratorio de Biotecnologia e Bioprospeccdo — INPA (LABB/INPA). Os
microrganismos foram reativados previamente através de uma incubacdo em caldo
Mdeller-Hinton por 16 a 24 horas.

Apbs o crescimento dos microrganismos, foram preparados 0s respectivos
indculos padronizados. Com auxilio de um espectrofotdmetro a 625 nm realizou-se a
padronizacédo dos indculos com turbidez correspondente a escala 0,5 de McFarland, tendo
uma absorbéancia entre 0,08 a 0,10 que representa uma suspen¢do de microrganismos a
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL.

Para esse ensaio foram utilizadas as orienta¢cdes adaptadas que sdo recomendadas
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) para ensaios in vitro de
sensibilidade a antimicrobianos.

As amostras de extratos foram solubilizadas previamente em DMSO a 5% e em
seguida diluidas sucessivamente em caldo Mdeller-Hinton, sendo utilizado uma
concentracao de 1000 pg/mL dos extratos para analise. Utilizando placas de 96 pocos,
foram adicionados aos pogos testes 90 pL da solu¢do com as amostras e uma aliquota de
10 uL dos inéculos dos microrganismos, para avaliacdo. Para o controle positivo (CP)
foram utilizados 90 puL do antimicrobiano oxitetraciclina na concentragdo de 125 pg/mL
e 10 puL de in6culo. Para o controle negativo (CN) foram utilizados 90 puL de caldo
Mdeller-Hinton com DMSO a 5% e 10 uL de indculo. As amostras analisadas e os
controles foram preparados em triplicata.

Em seguida, as placas de 96 pocos foram incubadas a £ 37 °C por 16 a 24 horas.

As placas preparadas foram submetidas a leitura em espectrofotometro (A: 625 nm) antes
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e depois da incubacdo apropriada. Ao final, foram reveladas com cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC) para verificar a viabilidade celular.

Cada ensaio foi realizado em triplicata, com resultados expressos em porcentagem
de inibicdo, média e desvio padrdo. Os resultados das médias foram analisados por one-
way ANOVA seguidas de pos-teste de Dunnett, comparando as amostras com o controle
negativo, assumindo um intervalo o intervalo de confianca a 95% (valor de p < 0,05). Os
dados obtidos foram processados e analisados com auxilio dos softwares GraphPadPrism
(v8.0) e Excel®.

4.5 Analise por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa dos extratos e
fracoes

Os extratos e fracdes de Macrolobium acaciifolium foram analisados por CCDC
e fazendo-se uso de solventes organicos como eluente. Os solventes foram: hexano,
diclorometano, acetato de etila, cloroférmio, acetona e metanol.

Os reveladores utilizados para visualizacdo dos constituintes quimicos dos
extratos, foram as luzes ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 nm
(compostos com ligac6es duplas conjugadas) e 365 nm (para substancias fluorescentes,
principalmente que contenham ligacdes duplas conjugadas, como em algumas classes de
flavonoides, alcaloides, tocotrienois, além de cumarinas) e como reveladores quimicos:
anisaldeido sulfurico (agente oxidante geral, revela terpenos), sulfato cérico [Ce(SOa)2]
(agente oxidante geral, revela terpenos), Reagente de Dragendorff (para alcaloides ou
substancias com aminas secundérias e terciarias), cloreto de aluminio (AICIs, para
flavonoides), NP/PEG (difenilboriloxietilamina 1,0% em metanol, seguido de solugéo
polietilenoglicol 4000 5,0% em etanol, para compostos fendlicos) e cloreto férrico (FeCls,
para compostos fenolicos) (CHOUDHARY & KHATOON, 2014; ALBUQUERQUE et
al., 2015; DURIC et al., 2015; STAHL & GLATZ, 1982; VAN DER HEIDE, 1966;
GAGE et al, 1951; BRASSEUR & ANGENOT, 1986; BENJAMIN &
MULCHANDANI, 1976; CHAWLA & CHIBBER, 1976; CHEXAL et al., 1970; GAGE
et al, 1951; NAGARAJAN & PARMAR, 1977; POETHKE et al., 1970;
SCHMIDTLEIN & HERRMANN, 1976; RAAL et al., 2020).
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4.6 Fracionamento dos extratos

4.6.1 Particdo dos extratos metanolicos

Os extratos metandlicos foram fracionados por partigdes liquido-liquido como
primeira etapa de separacdo de substancias. Para as parti¢fes, 0s extratos metandlicos
foram solubilizados em metanol (MeOH) na proporc¢do 1:10 (m/v), sendo adicionada em
seguida agua destilada na mesma propor¢cdo de MeOH formando uma solugédo
hidrometanolica.

Os extratos solubilizados foram ent&o transferidos para funis de separacdo para
extracdo primeiramente com diclorometano (DCM) e posteriormente com acetato de etila
(AcOEt). Os volumes de DCM e AcOEt foram adicionados a solucao hidrometanolica na
proporcéo de 1:1.

A separacéo por partigdo liquido-liqguido com DCM é caracterizada pela formagéo
de duas fases, na qual a fase DCM por ser mais densa, se posiciona na parte de baixo da

fase aquosa, diferente da fase ACOEt menos densa, posicionada em cima da fase aquosa.

4.6.2 Purificacdo e isolamento das substancias

Apbs os fracionamentos por cromatografia em colunas abertas, outro processo
para purificacdo das substancias foi necessario. A Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) foi utilizada para a etapa de separacdo e purificacdo das substancias
em misturas complexas e/ou pouca massa.

Os solventes utilizados foram de grau CLAE (High Purity Solvents, Tedia),
usando coluna C1s semi-preparativa Luna ® (Phenomenex) 250 x 10 mm, 5 p, 100 A. Os
volumes de inje¢des usados foram de 5 pL para a coluna analitica na concentragdo na
concentracdo de 1 mg/mL. Para a coluna semi-preparativa foram usados volumes de 50

pL com amostras na concentragdo de 2,5 mg/mL.

4.6.3 ldentificacdo das substancias isoladas

Para as identificacGes estruturais, utilizou-se o equipamento de Ressonéncia
Magnética Nuclear (RMN) de 300 MHz (Fourier 300 - Bruker), instalado no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia.

As substancias foram solubilizadas em solventes deuterados e os dados obtidos de
RMN foram processados pelo software ACD/NMR Processor Academic Edition, da

empresa Advanced Chemistry Development, Inc. (ACD/Labs) e TopSpin (Bruker).
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As fragmentagdes e massas exatas das substancias foram obtidas por
Espectrometria de Massas no modo negativo de ionizacdo e fonte Eletrospray (ESI) em
10 eV e 22 eV por infuséo direta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa dos extratos metanolicos das
folhas e galhos de Macrolobium acaciifolium

Devido a complexidade de substancias, somente o0 sistema quaternario
AcOEt/MeOH/H20/HAC 9:1:2:1 (v/viviv) foi capaz de eluir com uma melhor resolucéo
0 extrato das folhas e suficiente para eluir algumas substancias do extrato metandélico dos
galhos. Os extratos metandlicos ndo mostraram coloracao diferente de um leve amarelo
palido quando visualizado no visivel (Imagem 2A e Imagem 3A).

No comprimento de onda de 254 nm (Imagem 2B e Imagem 3B), muitas manchas
puderam ser visualizadas nos extratos dos galhos e folhas e somente na origem do extrato
dos galhos, aparentemente em baixa concentracdo, mostrando que as classes quimicas
poderiam ter uma grande quantidade de oxigénios ou outro heterodtomo com pares de
elétrons livres e duplas ligagdes.

Poucas substancias absorveram no comprimento de onda de UV-365 nm (Imagem
2C e Imagem 3C), mas revelaram as mesmas substancias apresentadas pela UV-254 nm
quando AICls foi borrifado na placa e visualizada na UV-365 nm (Imagem 2D e Imagem
3D). Essas substancias podem ser classificadas previamente como flavonoides, visto que
é caracteristicas do AICIz revelar essa classe quimica com o auxilio da UV-365 nm.
Infelizmente ndo é capaz de indicar qual subclasse de flavonoides, apenas que podem ser

II I 1

Imagem 2. Extrato metanolico das folhas (Fo), eluido com AcOEt/MeOH/H,O/HAC 9:1:2:1. A =
luz visivel, B = UV-254 nm, C = UV-365 nm, D = AICl3 sob UV 365 nm, E = FeCls, F = NP/PEG
sob luz visivel, G = NP/PEG sob UV-365 nm, H = anisaldeido, | = sulfato cérico.

agliconas.

O reagente FeCls revelou de cor levemente negra-esverdeada (Imagem 2E e
Imagem 3E) todas as substancias que apareceram no comprimento de onda de 254 nm,
mostrando muita intensidade nos extratos das folhas, mas pouco para o extrato dos galhos.
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De acordo com a literatura, o reagente FeClsz é especifico para substancias

fendlicas, enois e outras classes de metabdlitos secundarios com o grupo fenol, sendo util

na deteccédo de flavonoides.
/2R |

Imagem 3. Extratos metandlico dos galhos (Ga), eluido com AcOEt/MeOH/H,O/HAc 9:1:2:1. A=

luz visivel, B = UV-254 nm, C = UV-365 nm, D = AICl3 sob UV 365 nm, E = FeCls, F = NP/PEG
sob luz visivel, G = NP/PEG sob UV-365 nm, H = anisaldeido, | = sulfato cérico.

Quando revelado com NP/PEG, o extrato metandlico das folhas mostrou-se muito
diversificado em relacdo as substancias fendlicas, mostrando manchas de cor amarela de
varias tonalidades no visivel (Imagem 2F) e laranja na presenca da UV-365 nm (Imagem
2G).

O extrato dos galhos mostrou para o sistema quaternario de elui¢do, apenas alguns
constituintes na parte superior da placa e na origem da mesma quando revelados com
NP/PEG (Imagem 3F), intensificando a fluorescéncia azul na presenca da UV-365 nm na
parte superior da placa (Imagem 3G). Este reagente geralmente revela flavonoides
glicosilados de cor laranja fluorescente na UV-365 nm, agliconas séo reveladas de cor
azul, verde ou amarela, todas fluorescentes, dependendo da classe do flavonoide.

A revelacdo com anisaldeido mostrou as mesmas substancias visualizadas com
UV 254 nm e FeClz, no entanto com coloragdo amarela na extensdo eluida e laranja na
origem da aplicacdo da amostra para o extrato das folhas (Imagem 2H) e na origem da
aplicacdo para o extrato dos galhos (Imagem 3H). O anisaldeido sulfurico é conhecido
por revelar uma gama de classes quimicas das mais diversas cores (cinza, rosa, roxa,
violeta, verde azul, marrom, amarela e laranjada s&o as mais comuns) incluindo
substancias com grupos fenois e antioxidantes em geral.

N&o ocorreu mudanga de coloragdo quando os extratos foram revelados em

Ce(S0a4)2, apenas observacdo de oxidagédo (Imagem 21 e Imagem 31).
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5.2 Fracionamento do extrato metanolico das folhas de M. acaciifolium e isolamento
de substancia

Foi realizado uma particéo liquido-liquido na proporcéo 1:10 (m/v) com o extrato
metanolico das folhas (47 g). Foram geradas 3 fracGes resultantes, a fase diclorometanica
(1), a fase acetato de etila (2) e a fase aquosa (3).

Das trés fases resultantes, a frase ACOEt (MFo2) foi escolhida para fracionamento
por conter muitas substancias com caracteristicas de flavonoides e outros compostos

fenolicos quando revelado com FeCls, NP/PEG (Imagem 4C e 4D).

i

Imagem 4. Fase AcOEt (MFo2) eluida em AcOEt/MeOH 9:1. Reveladores UV-365
nm (A), UV-254 nm (B), FeCl; (C) e NP/PEG (D) e NP/PEG + UV-365 nm (E).

A fracdo 2 (MFo2, 3,0 g) foi submetida a analises em CCDC e posteriormente
fracionada em coluna aberta (41 cm x 3,7 cm) de silica (240 g). Os sistemas de solventes

e suas respectivas fragdes sao exibidas na Tabela 1, abaixo.

Tabela 1. Sistemas da coluna de silica da fragdo MFo2.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES
AcOEt/MeOH 95:05 500 0 (300 mL), 1 (200 mL)
AcOEtY/MeOH 9:1 500 2 (500 mL)
ACOEt/MeOH 8:2 700 3 (400 mL), 4 (300 mL)
AcOEYMeOH 1:1 500 5 (500 mL)
MeOH 100% 500 6 (250 mL), 7(250 mL)

O fracionamento de MFo2 gerou 7 fracles, cujas substancias da classe dos
fenolicos mostraram estar em maiores concentracdo nas fragoes 2 (MFo2.2, 283,7 mg), 3
(MFo02.3, 140 mg) e 4 (MFo02.4, 968 mg) conforme Imagem 5.

As fragcGes MF02.2 e MF02.3 mostraram intensas absorcdes frente a luz UV-254
nm nos Rf = 0,48 e 0,63, dos quais 0s mesmos mostraram-se escuros na luz UV-365 nm.
Auxiliado pelo FeCls (Imagem 5C) revelando em preto (Rf = 0,48) e verde (Rf = 0,63)
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assim como pelo NP/PEG + UV-365 nm (Imagem 5D) com cores fluorescentes verde

amareladas, sugeriu se tratar de flavonoides.

Rf=0
Rf=0

6 2 3 4 5

Imagem 5. Fragdes de 1-6 de MFo2 eluidas em CHCIls/MeOH 7:3. Reveladores UV-254 nm (A), UV-365 nm (B), FeCls;
(C) e AICI; + UV-365 nm (D).

A fracdo MFo02.2 foi escolhida para fracionamento por CCDP em placa de 20 x
20 cm e eluente CHCIl3/MeOH/HAC 85:15:2, em uma eluigdo somente. Foram recolhidas
7 fracBes posteriormente analisadas por CCDC, sendo revelados principalmente nos Rf =
0,29 (fracdo 6) e Rf = 0,15 (Fracdo 7) em FeCls nas cores verde e preta, assim como em
NP/PEG sob luz UV-365 nm nas cores fluorescentes amarela Rf = 0,29 (fragéo 6) e

laranjada Rf = 0,15 (Frag&o 7) conforme Imagem 6.
e _

Imagem 6. FracGes de 3-7 de MF02.2 eluidas em CHCI3/MeOH/HAC 85:15:2. Reveladores UV-254 nm (A), FeCls (B),
NP/PEG (C), NP/PEG + UV-365 nm (D) e UV-365 nm (E).

Em seguida, a fragio MFo02.2.6 (93,7 mg) em mistura complexa foi entéo
submetida a uma CCDP em CHCI3/MeOH/HACc 85:15:2 e eluida 3 vezes até separacédo
em duas faixas, as quais foram recolhidas como MFo02.2.6.1 (superior na placa, 60,0 mg)
e MFo02.2.6.2 (inferior na placa, 25,2 mg).

A fragdo MFo02.2.6.2 provavelmente sofreu polimerizagdo, tornando-se insoluvel.

A fracdo MFo02.2.6.1 foi submetida a uma coluna aberta de Sephadex LH-20 eluida com
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metanol, na qual foram recolhidas 5 fragcdes. As dimens@es da coluna foram 27 cm x 2

cm. Os volumes e frages sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2.VVolumes e fragdes da coluna em Sephadex LH-20 da fracdo MF02.2.6.1.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES

1(40mL), 2 (50 mL), 3 (12 mL)
0,
MeOH 100 % 100 mL 4 5mL. 5 (& i)

Apos reunido, a fracdo de 3-5 (MF02.2.6.1.3-5, 25 mg) deste fracionamento
anterior foi submetida a uma coluna aberta de silica para separagdo de residuos de
clorofila, resultando no recolhimento de 6 fracdes. As dimensdes da coluna foram 7 cm
x 1,2cme Vm =10 mL. Os volumes e fracBes deste fracionamento sdo exibidos na Tabela
3.

Tabela 3. Volumes e fracdes da coluna em silica gel da fracdo MFo02.2.6.1.3-5.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES
AcOEt/MeOH 85:15 40 1(20mL), 2 (10 mL), 3 (10 mL)
AcOEt/MeOH 8:2 40 4 (30 mL)
AcOEt/MeOH 7:3 20 5 (20 mL)

As fragdes reunidas MF02.2.6.1.3-5.3 (12,0 mg) mostrou-se ainda em mistura
complexa de substancias, sendo entdo purificada por CLAE em coluna de fase
estacionéria reversa C1g, em modo isocratico MeOH 50%, pH 5.

O cromatograma da fracdo MF02.2.6.1.3-5.3 é exibido na Figura 7. Foram
recolhidos 5 picos no CLAE, no qual o pico 5 coletado em 29,55 min foi nomeado de
fragdo MF02.2.6.1.3-5.3.5 (2,0 mg) e considerado a substancia 1. As demais fracOes

recolhidas ndo apresentaram massa suficiente para analises por RMN.

29,55 min —¥ |
|

11,33 min

7,95 min 19,45 min
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Em prosseguimento ao trabalho, a fragdo MFo02.2.7 (190,0 mg) foi escolhida para
continuagédo dos fracionamentos, a qual foi submetida a uma coluna aberta de Sephadex
LH-20 com MeOH como fase mdvel, sendo recolhidas 5 fragdes, conforme Tabela 4. As

dimensoes da coluna foram 45 cm x 2 cm.

Tabela 4. Volumes e fragdes da coluna em Sephadex LH-20 da fragdo MFo02.2.7

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES
1(50 mL), 2 (50 mL), 3 (80 mL)
0,
MeOH 100 % 270 mL 4 (40 mL). 5 (50 mL)

Apds CCDC, a fracdo MFo02.2.7.4 (Imagem 7) foi escolhida para ser purificada
por CLAE devido a presenca de uma substancia da classe dos flavonoides no Rf = 0,39
revelada em cor preta frente ao FeCls (Imagem 7C), amarela em NP/PEG e NP/PEG +
365 nm (Imagem 7D e 7E).

Rf039II .
1
2

Imagem 7. Fragdo de MF02.2.7.4 eluida em CHCIs/MeOH 8:2. Reveladores UV-254
nm (A), UV-365 nm (B), FeCls (C), NP/PEG (D) e NP/PEG + UV-365 nm (E).

A purificacdo de MF02.2.7.4 foi realizada em coluna de fase reversa C1g, em modo
isocratico MeOH 44%, pH 5 (HAc). O cromatograma (Figura 8) da purificagdo mostrou
tratar-se de uma mistura de 5 substancias visualizadas nos tempos de retengdo 9,50 min
(substancia 2, 21,0 mg), 10,40 min (substancia 3, 20,0 mg), 12,45 min (substancia 4, 3,4
mg), 13,30 min (substancia 5, 8,3 mg) e 17,67 min (substancia 6, 3,0 mg).

, | 9,50 min \

10,40 min

13,30 min

/ / 12,45 min

17,67 min

Figura 8. Cromatograma da purificacdo de MF0.2.2.7 4.



Prosseguindo o fracionamento, a fracdo 4 (MFo02.4, 968,0 mg) foi submetida a
uma coluna aberta (49 cm x 3 cm) de Sephadex LH-20, onde foram recolhidas 10 frages.

Os sistemas de solventes e suas respectivas fragdes sdo exibidos na Tabela 5, a seguir.

Tabela 5. Sistemas da coluna de Sephadex LH-20 da fracdo MFo02.4.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES
0 (150 mL), 1 (100 mL), 2 (150 mL)
3 (125 mL), 4 (100 mL), 5 (100 mL), 6 (200
MeOH 100 % 15L mL),
7 (125 mL), 8 (250 mL), 9 (100 mL), 10 (100
mL)

O fracionamento de MF02.4 em Sephadex LH-20 gerou fracbes com substancias
de natureza fendlica concentradas (Imagem 8), no entanto ainda em misturas complexas.

Algumas combinagdes de solventes foram utilizadas para melhorar a visualizagéo
das substancias em CCDC. Os sistemas binarios AcCOEt/MeOH 9:1 e CHCIl3/MeOH 7:3
ndo foram suficientes para uma boa analise visual das fracdes, devido grande retencdo na
silica. Foi necessario ap0s varias tentativas, estabelecer um sistema quaternario com os
solventes ACOEt/MeOH/H,O/HACc na proporgdo 9:1:1:1 (v/viviv).

As fragdes 3 (MFo02.4.3, 287 mg) e 4 (MFo02.4.4, 35 mg) exibiram concentragéo
maior de substancias fendlicas, porém muitas substancias graxas estavam presentes,
podendo ser visualizadas em Rfs superiores da placa em cor verde, assim como no frasco.

Quando reveladas com FeCls, as substancias mostraram-se em coloragéo verde e
em NP/PEG, coloracdo amarela principalmente nos Rf = 0,27, Rf = 0,37, Rf = 0,45 e Rf
= 0,56 e Rf = 0,66 (Imagem 8A e 8B).

T ———

Rf=0,66 —-

Rf=056 —

Rf=045 —

RF=037 & |
Rf=027 — W

e .5:
1
23456789f23456789

Imagem 8. FracOes de MF02.4 eluidas em AcCOEt/MeOH/H,O/HAc 9:1:1:1.
Reveladores FeCls (A) e NP/PEG (B).

Foram realizadas analises em CCDC com as fragGes resultantes e a fracdo 3

(MFo02.4.3, 287,0 mg) foi escolhida para ser fracionada por extracdo em fase solida e
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silica C1g (50 g). Os sistemas de solventes e suas respectivas fragdes estdo dispostas na
Tabela 6.

Tabela 6. Sistemas da extracdo em fase solida da fracdo MFo02.4.3.

FASE MOVEL (FM) VOLUME DA FM (mL) FRACOES
H,0 100% 60 1 (60 mL)
H,O/MeOH 1:1 60 2 (60 mL)
MeOH 100% 60 3 (60 mL)
MeOH/CHCl5 1:1 60 4 (60 mL)
CHCl; 100% 60 5 (60 mL)

A fracdo MF02.4.3 foi escolhida para extracdo em fase sélida e desta etapa foram
recolhidas 5 fracOes, onde as substancias fendlicas ficaram nas fragbes 1 (MF02.4.3.1,
200 mg) e 2 (MF02.4.3.2, 35,0 mg) e as graxas foram removidas nas fracdes 4 e 5.

Na Imagem 9 é possivel observar com muito mais detalhes as substancias
fendlicas nas luzes UV-254 e 365 nm (Imagem 9A e 9B), além dos reveladores FeCls e
NP/PEG no visivel e NP/PEG + UV- 365 nm (Imagem 9C 9D e 9E)

Imagem 9. Fragdes de MF02.4.3 eluidas em AcOEt/MeOH/HzolHAc 9 1:1:1. Reveladores
UV-254 nm (A), UV-365 nm (B), FeCls (C), NP/PEG (D) e NP/PEG + UV-365 nm (E).

ApoOs andlises por CCDC, a fracdo 2 (MFo02.4.3.2) foi escolhida para ser
fracionada em coluna aberta (32 cm x 1,5 cm) de Sephadex LH-20 como teste de
fracionamento, visto ter as mesmas caracteristicas da fracdo MFo02.4.3.1. Os volumes de

solventes e suas respectivas fragdes sdo dispostas na Tabela 7, abaixo.

Tabela 7. Sistemas da coluna de Sephadex LH-20 da fracdo MF02.4.3.2.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES
1(20mL), 2 (5 mL), 3 (15 mL)
0,
MeOH 100 % 80 mL 4 (15mL), 4 (5mL), 5 (20 mL)
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O resultado foi uma pequena separacdo de algumas das substancias em duas
fragdes, MF02.4.3.2.4 (10,4 mg) e MF02.4.3.2.5 (22,4 mg). A fragcdo MF02.4.3.2.5
mostrou-se com as mesmas substancias de sua fragdo mée e apesar de possuirem algumas
substancias em mesmos Rf = 0,27 e Rf = 0,30 (Imagem 10C e 10 D), as duas fracdes

foram recolhidas como pratos tedricos separados na coluna em Sephadex LH-20.

A C D
__Rf=056
- - Rf=0,45
Ef =0,30 — - __Rf=0,30
Rf = 0,27 — W - . —Rf=0,27
1= o IO 1 2 3 4 50

Imagem 10. Fracdes de MF02.4.3.2 eluidas em AcOEt/MeOH/H,O/HAc 9:1:1:1.
Reveladores UV-254 nm (A), UV-365 nm (B), FeCl; (C), NP/PEG (D).

Apds analises por CCDC, a fracdo 4 (MFo02.4.3.2.4, 10,4 mg) foi escolhida para
purificacdo por CLAE. A fracéo foi solubilizada em MeOH para inje¢do no equipamento,
o qual foi realizado em modo isocratico, MeOH 45% (pH 5, HAc) com volume de injecao
de 50 pL e coluna semiprepatativa de fase reversa, Cis.

Foram recolhidas 12 frag6es que resultaram no isolamento de uma substancia com
tempo de retencdo de 21,19 minutos, observada no cromatograma (Figura 9), nomeada
de MF02.4.3.2.4.10 (substancia 10, 1,3 mg), a qual foi enviada para analises por RMN.
Outros dois picos em 4,19 min (1,5 mg) e 13,98 min (1,3 mg) foram recolhidos e enviados
ao para analise por RMN mas ndo mostraram sinais claros e intensos que pudessem

fornecer uma identificacdo genuina.

13,98 min
21,19'min

4,19 min

Figura 9. Cromatograma da purificacdo de MF02.4.3.2.4.10.
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Ap0s bons resultados, a fragdo MF02.4.3.1 (200,0 mg) foi entdo submetida a uma
coluna aberta (32 cm x 1,5 cm) de Sephadex LH-20 e fase mdvel MeOH, resultando na
coleta de 8 fragbes. Os volumes e fra¢Oes séo exibidos na Tabela 8.

Tabela 8. Sistemas da coluna de Sephadex LH-20 da fracdo MF02.4.3.1.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES
1(40mL), 2 (90 mL), 3 (10 mL)
MeOH 100 % 210 mL 4 (10 mL), 5 (5 mL), 6 (15 mL)
7 (10 mL) 8 (30 mL)

E possivel verificar muitas similaridades nas fracoes (Imagem 11), porém todas
foram recolhidas como fragdes diferentes na coluna. As fragdes foram entdo reunidas da

seguinte forma MF02.4.3.1.3-4, MF02.4.3.1.5-6, alem de MFo02.4.3. 1 7 e MF02.4.3.1.8.
-

EUS—— -r.;.‘n.w

BT v

_Qm!_!*! LAl K
DR . 2 3 4 5 67 8 12 3 45 67 8

Imagem 11. Fragoes de MF02.4.3.1 eluidas em AcOEt/MeOH/ H,O/HAc 9:1:1:1.
Reveladores UV-254 nm (A), FeCls (B), NP/PEG (C).

Em seguida a fragdo MF02.4.3.1.3-4 foi solubilizada em MeOH e submetida a
purificacdo por CLAE em coluna de fase reversa C1g e modo isocratico MeOH 44% (pH
5, HAc). Foram recolhidos 5 picos em 14,30 min (1), 20,51 min (2), 21,83 min (3), 23,67
min (4) e 25,42 min (5), sendo o pico nimero 3 (MFo02.4.3.1.3-4.3) considerado a
substancia 7. O cromatograma da analise pode ser visualizado na Figura 10.

Figura 10. Cromatograma da purificacdo de MF02.4.3.1.3-4.
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O pico 4 em 23,67 min foi chamado de fragdo MFo02.4.3.1.3-4.4, sendo submetida
a mais uma purificacdo por CLAE para separacao de residuos dos picos 3 e 5, em coluna
de fase reversa de silica C1g, modo isocratico MeOH 38% (pH 5, HAc). A purificacdo
gerou 5 picos, no qual o pico 3 foi considerado a substancia 8. O cromatograma pode ser

visualizado na Figura 11.

37,48 min

35,23 min

32,20 min

Figura 11. Cromatograma da purificagdo de MF02.4.3.1.3-4.4.

Dando continuidade ao fracionamento, a fracdo MF02.4.3.1.5-6 foi submetida a
purificacdo por CLAE (Figura 12), em coluna de fase reversa de silica Cis, modo
isocratico MeOH 44% (pH 5, HACc), resultando na coleta de 7 picos, onde 5
(MF02.4.3.1.5-6.5, 14,68 min) e 7 (MF02.4.3.1.5-6.7, 24,40 min) foram constatadas ser

as mesmas substancias 7 e 8, anteriormente isoladas.

14,68 min

22,63 min 24,40 min |

4,57 min 11,50 min 271N} 21,25 min

11,18 min

Figura 12. Cromatograma da purificagdo de MF02.4.1.5-6.

Seguindo as etapas de fracionamento, a fracdo MFo02.4.3.1.7 foi purificada em
fase reversa de silica C1s, modo isocratico MeOH 44% (pH 5, HAc). O resultado foi a
coleta de 5 picos em 9,57 min, 12,38 min, 16,65 min, 17,79 min e 18,60 min. O pico em
12,38 min (MF02.4.3.1.7.2, 2,0 mg) foi considerado como a substancia 9. Seu

cromatograma pode ser visualizado na Figura 13.
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17,79 min
9,57 min 16,65 min 18,60 min

A fragdo MFo02.4.3.1.8 foi purificada em fase reversa de silica Cig, modo
isocratico MeOH 50% (pH 5, HAc). foram coletados 5 picos em 3,41 min, 6,59 min, 9,60
min, 11,30 min e 13,65 min e o pico 9,50 min (MF02.4.3.1.8.3, 4 mg) mostrou se tratar

da mesma substancia 9. O cromatograma de sua purificacdo pode ser visualizado na

Figura 14,

11,30 min 13,65 min

10 }
4}

4. Cromatograma

Figura 1 da purificacdo de MF02.4.3.1.8.

Foram isoladas e identificadas 10 substancias dos fracionamentos do extrato
metanolico dos galhos: MF02.2.6.1.3-5.5 (1, 2,0 mg, ), MF02.2.7.4.1 (2, 21,0 mg),
MF02.2.7.4.2 (3, 20,0 mg), MF02.2.7.4.3 (4, 3,4 mg), MF02.2.7.4.4 (5, 8,3 mg),
MFo02.2.7.45 (6, 3,0 mg), MF02.4.3.1.3-4.3 + MF02.4.3.1.5-6.5.3 (7, 21,4 mg),
MFo02.4.3.1.3-4.4.3 + MF02.4.3.1.5-6.5.7 (8, 1,3 mg), MF02.4.3.1.7.2 + MF02.4.3.1.8.3
(9, 6,0 mg) e MF02.4.3.2.4.10 (10, 1,3 mg). O fluxograma do isolamento das substancias

é mostrado na Figura 15.
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Ext. MeOH das Folhas de M.
acaciifolium 47 g

Particdo liquido-liquido —3»

Fase DCM 1,17 g

Fase AcOEt 3,02 g

Fase H,O/MeOH 11,0 g

MFol MFo2 MFo3
Silica gel —>» |
[ I I | I I 1
MFo2.1 MFo2.2 MFo02.3 MFo2.4 MFo2.5 MFo02.6 MFo2.7
(3949 mg) (283,7 mg) (140 mg) (968 mg) (75 mg) (75,4 mg) (41,2 mg)
ccDP > K Sephadex LH-20
//
[ I I I I I ] I I I I I I I ]
MFo02.2.1 MFo02.2.2 MFo02.2.3 MFo02.2.4 MFo02.2.5 MFo02.2.6 MFo02.2.7 MFo02.4.1 MFo02.4.2 MFo02.4.3 MFo2.4.4 MFo02.4.5 MFo02.4.6 MFo2.4.7 MFo02.4.10
(13,0 mg) (41,5 mg) (34,9 mg) (41,6 mg) (31,9 mg) (93,7 mg) (190,0 mg) (71 mg) (231,7 mg) (287 mg) (35,2 mg) (19,2 mg) (26 mg) (11,7 mg) (9 mg)
CCDP 9!_ | <«— Sephadex LH-20 < SPE
[ I I I | [ I I I |
MFo02.2.6.1 MFo02.2.6.2 MF02.2.7.1 MF02.2.7.2 MF02.2.7.3 MF02.2.7.4 MF02.2.7.5 MFo02.4.3.1 MF02.4.3.2 MFo02.4.3.3 MF02.4.34 MFo02.4.3.5
(60 mg) (25,2 mg) (13,0 mg) (26,2 mg) (5,5 mg) (140 mg) (4,1 mg) (200 mg) (35,0 mg) (11,2 mg) (7,8 mg) (22,8 mg)
<«— Sephadex LH-20 HPLC, Cis, _y |
| | | P | MeOH 44% [ T | | | <«— Sephadex LH-20
[ I I I I |
2.6.1. 26.1. 2.6.1.3- MF02.2.7.4.1 MF02.2.7.4.2 MF02.2.7.4.3 MF02.2.74.3 MFo02.2.7.4.5
M(Flogzlzrﬁgl) ! Mizze,%n(;)l 2 Mchszrggl)a > (201 o) (2% o) (;)4 ) (g 3 0) (go o) MFo24321 |[ MFo2.4322 || MFo2.4323 |[ MFo2.432.4 |[ MFo2.4325 || MFo2.43.256
X , ' g ’ ’ ! (0,2 mg) (0,6 mg) (0,2 mg) (10,4 mg) (22,4 mg) (0,5 mg)
<« Silica Gel Neoastilbina Astilbina Neoisoastilbina Isoastilbina  Quercetina-3-O- HPLC. C
. y 18y
| I I | ramnosideo MeOH 45% > | : : : // |
MFo02.2.6.1.3 MF02.2.6.1.3 MF02.26.1.3 MF02.2.6.1.3-
5 10(2 1 mg) 5 20(5 2 mg) 5 3?(12 mg) 5 4_% (3,5 mg) MF02.4.32.4 MF02.4.32.4 MF02.4.32.4 MF02.4.32.4 MFo02.4.3.2.4 MF02.4.32.4
il — . i i .1(0,3mg) 2(0,6 mg) 3(2,1mg) 4(1,2mg) 5(0,4mg) .10 (1,3 mg)
< HPLC, Cys, Sephadex LH-20 —p»
MeOH 501&7 P Kaempferol-7-O-
I T T T 1 [ T T T T 1 rutinosideo
MFo02.2.6.1.3- MF02.2.6.1.3- MFo02.2.6.1.3- MFo02.2.6.1.3- MF02.2.6.1.3- MFo02.4.3.1. MF02.4.3.1. MFo02.4.3.1. MF02.4.3.1. MF02.4.3.1. MF02.4.3.1.
53.1(05mg) || 532(1,0mg) || 533(0,7mg) || 5.3.4(2,2mg) || 535(2mg) 1(16,9mg) || 2(11,0mg) || 3-4(30mg) || 5-6 (68 mg) 7(9,2 mg) 8 (19 mg) — r\jpéﬁscol‘;
e Q
Luteolina-3'-O-
ramnosideo [ I I I |
MF02.4.3.1. MF02.4.3.1. MFo02.4.3.1. MFo02.4.3.1. MFo02.4.3.1.
8.1(1,3m 82(05m 83(@4m 8.4(226m 85(2,2
HPLC, Cys. HPLC, Caa, (1.3 mg) (0.5 mg) (4 mg) (2.6 mg) (2,2 mg)
MeOH 44% > MeOH 44% > (eunid?S
[ | & I I 1
[ I I I 1 MF02.4.3.1. | MFo2.4.3.1. || MFo2.4.3.1. || MFo2.4.3.1. || MFo2.4.3.1.
MF02.4.3.1.3- MF02.4.3.1.3- MF02.4.3.1.3- MF02.4.3.1.3- MF02.4.3.1.3- 7.1 (0,5 mg) 7.2 (2,0 mg) 7.3 (0,6 mg) 7.4 (0,5 mg) 7.5 (1,2 mg)
. . . E ’ . , HPLC, Cyg, .
4.1 (5,1 mg) 4.2 (2,2 mg) 4.3 (3:_4 mg) 4.4 (12,5 mg) 4.5 (4,0 mg) MeOH 44103/0 —» Quercetina-3-O-
HPLC, Cis,  _y, Quercetina-3-O- glicosideo
MeOH 38% rutinosideo //
[ I I 1 [ I 77 | I 1
MF02.4.3.1.3- MFo02.4.3.1.3- MF02.4.3.1.3- MF02.4.3.1.3- MF02.4.3.1.3- MF02.4.3.15 MF02.4.3.15 MF02.4.3.15 MF02.4.3.15 MF02.4.3.15
44125mg) || 442@13mg) || 443 0mg) || 44407mg) || 44505mg) 6.1(69mg) || -62(5,1mg) || -65(8mg) || -6.6 (5.8mg) || -6.7 (4,0 mg)
Kaempferol-3-O- Quercetina-3-0O- Kaempferol-3-O-
rutinosideo rutinosideo rutinosideo

Figura 15. Fluxograma das substancias isoladas do extrato metandlico das folhas de M. acaciifolium.
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5.3 Fracionamento do extrato metanolico dos galhos de M. acaciifolium e
isolamentos das substéncias

Foi realizada uma particdo liquido-liquido na proporcao 1:10 (g/mL) com apenas
30 g dos 75 g de extrato metandlico dos galhos. A particdo consistiu na solubilizacao do
extrato com 300 mL da mistura de MeOH/H20O 1:1. Foram geradas 3 fragdes resultantes,
a primeira da fase (1) diclorometanica (MGal), a segunda (2) da fase acetato de etila
(MGa2) e a terceira (3) da fase hidroalcoolica.

O extrato metanolico dos galhos continha substancias de diferentes polaridades,
por isso foi realizado uma partigdo liquido-liquido do mesmo, a fim de otimizar a anélise
por CCDC. As fases DCM (MGal) e AcOEt (MGa2) foram escolhidas para
fracionamento por conter muitas substancias com caracteristicas de flavonoides e outros
compostos fendlicos quando revelado com FeClz e NP/PEG.

A fase 1 do extrato metandlico dos galhos (MGal) foi fracionada por apresentar

a maior concentracdo de substancias fenodlicas e com caracteristicas de flavonoides.

Quando revelada com FeCls (Imagem 12D) exibiu colorac¢des verde e castanha, além de

amarela, laranjada e rosa com NP/PEG e NP/PEG + UV-365 nm (Imagem 12E e 12F).
B E

|
=% .|

Imagem 12. Fracdo MGal eluida em CHCIs/MeOH 9:1. Visivel (A), reveladores UV-
254 nm (B), UV-365 nm (C), FeCls (D), NP/PEG (E) e NP/PEG + UV-365 nm (F).

A fase MGal (440 mg) apos analisada por CCDC, foi fracionada por extracdo em
fase solida em cartucho de silica Cig (50 g) com os sistemas da Tabela 9, abaixo,

apresentando a massa das cinco 5 fragdes geradas.
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Tabela 9. Sistemas da extracdo em fase solida da fracdo MGal.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES
H,0 100% 60 1 (60 mL)
H,O/MeOH 1:1 60 2 (60 mL)
MeOH 100% 60 3(60 mL)
MeOH/CHCI; 1:1 60 4 (60 mL)
CHCl; 100% 60 5 (60 mL)

Deste fracionamento, MGal gerou cinco fracfes com distintas classes quimicas.
As fragdes MGal.4 (MeOH/CHCIs 1:1) e MGal.5 (CHCIs 100%) apresentaram somente
os residuos de graxas e clorofilas visivelmente nos seus respectivos frascos ndo sendo
analisadas por CCDC. As fragcbes MGal.1 e MGal.2 apresentaram substancias com baixa
reatividade frente aos reveladores FeClsz e NP/PEG conforme Imagens 13C e 13E.

’,é lc D
ul -
7 1 1 2

Imagem 13. FragGes MGal.1(1) e MGal.2 (2) eluidas em CHCIls/MeOH 9:1.
Reveladores UV-254 nm (A), UV-365 nm (B), FeCl; (C) e NP/PEG (D).

A fracdo MGal.2 (28 mg) foi purificada por CLAE em fase reversa de Cis,
isocratico MeOH 25% em solucdo aquosa (pH 5, HAc). Foram geradas 10 fracGes das
quais as fracoes 3 (MGal.2.3, 1,3 mg) e 6 (MGal.2.6, 1,5 mg) foram enviadas para
analises de RMN de H e nomeadas como as substancias 11 e 12. A Figura 16 exibe o

cromatograma de purificacdo da fracdo MGal.2.

11,35 mi“\ 19,42 min\

Figura 16. Cromatograma da purificacdo de MGal.2.
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Prosseguindo as analises, a fracdo MGal.3 (269 mg) demonstrou concentracao

maior de substancias fendlicas quando reveladas em FeClz e NP/PEG (Imagem 14C,

14D), alem NP/PEG + UV-365 nm (Imagem 14E), sendo escolhida para fracionamento.

B ¥

D

Imagem 14. Fracdo MGal.3 eluida em CHCIls/MeOH 9:1. UV-254 nm (A),
UV-365 nm (B), FeCls (C), NP/PEG (D) e NP/PEG + UV-365 nm (E).

Ap0s submetida a CCDC, a fragdo 3 (MGal.3, 269 mg) foi fracionada em coluna
aberta (30 cm x 2 cm) em silica (54 g). Foram recolhidas 43 fracdes. Os sistemas de

solventes e suas respectivas fracfes sdo dispostas na Tabela 10, abaixo.

Tabela 10. Sistemas da coluna de silica da fracdo MGal.3.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES
CHCIy/MeOH 95:05 220 0 (120 mL), 1 —5 (20 mL)
CHCI3/MeOH 9:1 220 6 — 15 (20 mL)
CHCI3/MeOH 8:2 220 16 — 25 (20 mL)
CHCI3/MeOH 7:3 220 26 — 35 (20 mL)
CHCI3/MeOH 1:1 220 36 —43 (20 mL)

O fracionamento de MGal.3 resultou em fracdes ricas em substancias que
supostamente seriam flavonoides quando reveladas em FeClz e NP/PEG. As substancias
também mostraram absorcdes intensas quando visualizadas em UV-254 nm e UV-365
nm. A fracdo 1 (MGal.3.1, 15,7 mg) apresentou misturas de outras substancias quando
comparada a concentracdo de substancias fendlicas reveladas com FeCls e NP/PEG,
sendo desprezada para fracionamento.

As fracdes 2 e 3 (MGal.2-3, 28,9 mg) foram reunidas por apresentar semelhancas
das classes quimicas. A Imagem 15 mostra as fracdes 2 e 3, sendo possivel ver absorcoes
no meio da placa nas luzes UV-254 nm e UV-365 nm (Imagem 15A e 15B), caracteristica
da presenca de grupos com heteroatomos e croméforos. As mesmas também revelaram
em FeCls (Imagem 15C) na cor marrom, NP/PEG na cor amarela (Imagem 15D) e

NP/PEG + UV-365 nm (Imagem 15E), evidenciando a presenca de possiveis flavonoides.
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Imagem 15. Fracoes de MGal.3 eluidas em CHCls/acetona 8:2. Reveladores UV-254 nm (A), UV-365 nm (B), FeCls;
(C), NP/PEG (D) e NP/PEG + UV-365 nm (E).

Apds analises em CCDC, MGal.3.2-3 foi fracionada por coluna aberta (4 cm x

1,2 cm) em silica (2,9 g,) o qual gerou duas fragdes. Seus sistemas maveis e volumes sdo

exibidos na Tabela 11.

Tabela 11. Sistemas da coluna se silica MGal.3.2-3

FASE MOVEL (FM) VOLUME DA FM (mL) FRACOES
CHCls/acetona 95:5 20 1(20 mL)
CHCls/acetona 9:1 20 2 (20 mL)

A fragdo 1 (MGal.3.2-3.1, 7 mg) apresentou substancias nas paredes e fundo do

frasco com aspectos diferentes. O solido esbranquicado foi removido com acetona e
nomeado de MGal.3.2-3.1.1 (5 mg) e a substancia das paredes do frasco, MGal.3.2-3.1.2

(1,8 mg) os quais foram enviados para analises por RMN, sendo considerados as

substancias 13 e 15.

Dando prosseguimento ao fracionamento, é possivel ver na Imagem 15 que as

fracOes de 4-6 exibiram perfis quimicos semelhantes. Essa caracteristica se estende para

a fragdo 7 (Imagem 16), permitindo a reunido das mesmas (MGal.3.4-7, 34 mg).

6 7 8 910 1112

Imagem 16. Frages de MGal.3 eluidas em CHCls/acetona 7:3. Reveladores UV-254 nm (A), UV-365 nm (B), FeCls;

(C), NP/PEG (D) e NP/PEG + UV-365 nm.
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A Imagem 16C e 16D mostra as fraces 6 € 7 na mesma placa na presenca dos
reveladores FeCls e NP/PEG, evidenciando a semelhanca quimica. As mesmas manchas
que revelaram nesses dois reveladores, apresentaram absorcdes frente as luzes UV-254
nm (cor roxa) e UV-365 nm.

O fracionamento de MGal.3.4-7 foi realizada em coluna aberta (6 cm x 1,2 cm)
em silica (3,4 g). Foram recolhidas 10 fragGes. Os sistemas de solventes e suas respectivas
fragdes estdo dispostas na Tabela 12, abaixo.

Tabela 12. Sistemas da coluna de silica MGal.3.4-7.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES
CHCls/acetona 9:1 40 1(1o Tn"l_)) 2(20
CHCls/acetona 8:2 20 3(20mL)
CHCls/acetona 7:3 20 4 (20 mL)
CHCls/acetona 6:4 20 5 (30 mL),
CHCls/acetona 1:1 40 6-7(20mL)
CHCIs/MeOH 9:1 20 8(20 ”r;‘]'i)) o (10
CHCIls/MeOH 1:1 20 10 (10 mL)

A fracdo 2 (MGal.3.4-7.2, 2,8 mg) mostrou um grau de pureza aceitavel para ser
enviada para analises por RMN, sendo considerada a substancia 14. A Imagem 17 mostra
a fracdo MGal.3.4-7.2 visualizada nas luzes UV-254 nm (17A) em cor roxa e UV-365
nm (17B) em cor azul escuro, sendo possivel observar caracteristicas de flavonoides,
revelando em FeCls (17C) na cor cinza escuro, em NP/PEG (17D) na cor amarela no
visivel e verde fluorescente em NP/PEG frente UV-365 nm (E).

C
Rf=0,31 "
O T

Imagem 17. FracBes de MGal.3.4-7 eluidas em CHCls/acetona 85:15. Reveladores UV-254 nm
(A), UV-365 nm (B), FeCl; (C), NP/PEG (D) e NP/PEG + UV-365 nm (E).

A Imagem 5 anteriormente exibida, mostrou uma substancia ou grupo delas que

revelam de cor amarela nas frag0es de 9-12 de MGal.3 quando reveladas com NP/PEG.
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Estas mesmas caracteristicas estao presentes até a fracdo 16 (Imagem 18) e por isso foram
reunidas as fracGes de 8-16, sendo nomeadas de MGal.3.8-16. A fracdo 8 foi reunida por
apresentar uma substancia ou grupo delas que revelavam de cor rosa em NP/PEG em
comum com as fracoes 9 e 10, mas nao apresentava. Essas mesmas substancias mostraram

coloragéo cinza azulada quando reveladas com FeCls, reforgando o indicio de flavonoide.

Imagem 18. Fragdes de MGal.3 de 12-18 eluidas em CHCls/acetona 6:4. Reveladores NP/PEG + UV-365 nm (A),
UV-254 nm (B), FeCls (C), NP/PEG (D).

Para dar seguimento ao estudo, as fracOes de 8-16 de MGal.3 tiveram
similaridades quimicas e foram reunidas (MGal.3.8-16, 116 mg) para fracionamento por
demonstrar indicios de flavonoides frente as luzes UV-254 nm e UV-365 nm e 0s
reveladores FeCls e NP/PEG.

A fracdo MGal.3.8-16 mostrou uma riqueza de substancias da classe dos
fendlicos, porém com polaridades muito similares. Todos os esforcos de separa-las em
CCDC nao se mostraram eficientes devido a complexidade de substancias. Varias
misturas de solventes usando AcOEt ou MeOH foram empregadas, no entanto
CHCls/acetona foi a mistura que demonstrou melhor separacéo na proporcédo 8:2 eluida
4 vezes, para visualizagéo.

Na Imagem 19 é possivel ver pelo menos 4 substancias de interesse em MGal.3.8-
16 que revelaram em FeClz (19A), sendo possivel observar na elui¢do, substancias no Rf
= 0,57 e Rf = 0,69 que revelaram nas cores verde e cinza respectivamente, uma mistura
de substancias no Rf = 0,78 que revelou nas cores marrom e verde, além se uma
substancia em menor concentracéo revelada em cor verde em Rf = 0,90.

Frente ao revelador NP/PEG (Imagem 19B) observado em luz UV-visivel, foi
possivel ver a substancia em Rf = 0,57 em cor amarela, seguida de uma substancia de
menor concentracdo revelada em rosa claro em Rf = 0,61, uma substancia revelada em
rosa escuro em Rf = 0,69, uma substancia menos concentrada de cor amarela Rf =0,78 e
na parte superior a Ultima substéncia revelada de cor amarela em Rf = 0,90.
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Imagem 19. Fragdo MGal.3.8-16 eluidas em CHCls/acetona 8:2, 4 vezes. Reveladores FeCls (A), NP/PEG
(B), UV-254 nm (C), UV-365 nm (D) e NP/PEG + UV-365 nm (E).

Apo6s anélise em CCDC de MGal.3.8-16 (116 mg), optou-se por realizar uma
coluna aberta de Sephadex LH-20 (32 cm x 1,5 cm), da qual foram recolhidas 9 fragdes.

Os sistemas de solventes e suas respectivas fracoes sdo dispostas na Tabela 13, abaixo.

Tabela 13. Sistemas da coluna de Sephadex LH-20 da fracdo MGal.3.8-16.

FASE MOVEL (FM) VOLUME DA FM (mL) FRACOES
1-3(20mL)
MeOH 100 % 160 mL 4-5(10mL)
69 (20 mL)

O fracionamento foi realizado em Sephadex LH-20, com o intuito de obter
separagdo por tamanho molecular, visto a dificuldade de separar por polaridade (pois nem
sempre a maior molécula € a mais polar).

Foram recolhidas 10 fracGes dessa separacgéo, sendo a fragdo 3 (59,8 mg) de maior
valor de massa, porém sem as caracteristicas fendlicas vistas na fracdo méae, e apesar de
apresentar absorcoes nas luzes UV e uma leve revelagdo em FeCls, as fracdes de 1-5 ndo

se mostraram interessantes nessa etapa (Imagem 20).

A B

Imagem 20. Fraces de MGal.3.8-16, 1 até 5 eluidas em CHCls/acetona 8:2, 2 vezes. Reveladores

FeCl; (A), NP/PEG (B), UV-254 nm (C), UV-365 nm (D).
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Todas as substancias de interesse concentraram-se nas fracoes de 6-9 (Imagem
10). A fracdo 6 (MGal.3.8-16.6, 2,4 mg) destacou-se pela quantidade de grupos
cromoforos presentes quando visualizada em luz UV-365 nm, aparentes também na UV-
254 nm. No entanto, seus constituintes foram pouco reativos com FeCls e NP/PEG,

apresentando coloracéo caracteristica para esses reveladores apenas na origem.

A B E
i .
| 8 9

Imagem 21. Fracdes de MGal.3.8-16, 6 até 9 eluidas em CHCls/acetona 8:2, 2 vezes. Reveladores FeCls (A),
NP/PEG (B), UV-254 nm (C), UV-365 nm (D), NP/PEG + UV-365 nm (E).

A fracdo 7 (MGal.3.8-16.7, 4,1 mg) possuia pelo menos 4 substancias observaveis
sendo reveladas com FeCls, com duas substancias de cores verde e uma cinza. No
revelador NP/PEG, um conjunto do que parecia ser duas substancias revelaram nas cores
laranja e rosa, estando a substancia sobrepondo a rosa. Duas manchas amarelas também
revelaram nos mesmos Rfs do revelador FeClz na parte superior (Figura 21A), mas ndo
absorveram em UV-365 nm. Todas as substancias absorveram na UV-254 nm e foram
fluorescentes na UV-365 nm (Figura 21C e 21D).

A fracdo 8 (MGal.3.8-16.8, 5,6 mg) apresentou apenas duas manchas mais
intensas na placa, sendo uma verde na parte inferior da placa e uma cinza escura, logo
acima da verde quando reveladas com FeClz. As mesmas duas manchas apresentaram
cores amarelas e rosa respectivamente quando reveladas em NP/PEG, sendo tratadas
como duas substancias (Figura 21B).

A substancia no Rf inferior se apresentou na cor roxa em UV-365 nm sobrepondo
a de Rf superior presente como fluorescente de cor azul. Ambas absorveram em UV-254
nm e uma substancia menos concentrada pdde ser visualizada nesse comprimento de
onda, acima das duas outras, evidenciando em fluorescéncia de cor verde quando
visualizada em UV-365 nm + NP/PEG (Figura 21E).

A fracdo 9 (MGal.3.8-16.9, 7,7 mg) revelou no mesmo Rf da substancia da fragdo
8, inferindo ser a mesma frente ao FeCls (Figura 21A). Logo acima, apresentou uma

substancia de cor rosa menos intenso e com Rf abaixo da substancia rosa na fracéo 8,
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sendo considerada outra substancia. Além disso, quando visualizada sob UV-365 nm, a
placa com NP/PEG mostrou fluorescéncia de cor azul acima na substancia rosa e outra
fluorescéncia verde acima da azul.

As fracbes 6 (2,4 mg), 7 (4,1 mg), 8 (12,6 mg) e 9 (7,7 mg) foram individualmente
enviadas para purificacdo por CLAE. Todas foram solubilizadas em MeOH 100% para
injecdo no equipamento, o qual foi realizado em modo isocratico para todas em MeOH
65% (pH 5, &cido acético) com volume de injecdo de 50 pL e coluna semi-preparativa
Cas.

Da purificacdo da fracdo MGal.3.8-16.6 (Figura 17) foi possivel isolar uma
substancia com tempo de retencdo de 7,13 minutos, nomeada como MGal.3.8-16.6.2

(substancia 16) com massa de 0,5 mg, a qual foi enviada para analises por RMN.

Figura 17. Cromatograma da purificagdo de MGal.3.8-16.6.

A purificacdo de MGal.3.8-16.7 resultou no isolamento de uma substancia com
tempo de retencéo de 4,48 minutos (Figura 18), nomeada de MGal.3.8-16.7.2 com massa
de 1,2 mg, a qual foi enviada para analises por RMN. Os dados obtidos foram

insuficientes para a identificacdo estrutural desta substancia.

Figura 18. Cromatograma da purificacdo de MGal.3.8-16.7.
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A purificacdo de MGal.3.8-16.8 (Figura 19) resultou no isolamento de uma
substancia com tempo de retencdo de 5,47 minutos nomeada de MGal.3.8-16.8.2
(substancia 17) com massa de 1,2 mg e outra com tempo de retengdo de 7,98 minutos
MGal.3.8-16.8.4 (substancia 18) com massa de 1,3 mg, as qual foram enviadas para

analises por RMN.

7,98 min

Figura 19. Cromatograma da purificacdo de MGal.3.8-16.8.

A purificagdo de MGal.3.8-16.9 (Figura 20) resultou no isolamento de quatro
substancias com tempos de retencdo de 4,59, 6,42, 9,44 e 11,94 minutos. Elas foram
nomeadas respectivamente de MGal.3.8-16.9.2 (0,3 mg), MGal.3.8-16.9.4 (0,4 mg),
MGal.3.8-16.9.6 (0,3 mg) e MGal.3.8-16.9.8 (0,3 mg) as quais infelizmente ndo foram
analisadas por RMN devido massas insuficientes para analise no equipamento disponivel.

459 min

]
§
]
|
3 s 11,94 min
]
]
]
k

Figura 20. Cromatogrma da puriicagé de MGal..8—1.9.

Foram isoladas e identificadas 8 substancias dos fracionamentos do extrato
metanolico dos galhos: MGal.2.3 (11, 1,3 mg), MGal.2.6 (12, 1,5 mg), MGal.3.2-3.1.1
(13, 5,0 mg), MGal.3.2-3.1.2 (15, 1,8 mg), MGal.3.4-7.2 (14, 2,8 mg), MGal.3.8-16.6.2
(16, 0,5 mg), MGal.3.8-16.8.2 (17, 1,2 mg) e MGal.3.8-16.8.4 (18, 1,3 mg). O

fluxograma do isolamento € mostrado na Figura 21.
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Particéo liquido-liquido

—>

Ext.

MeOH dos Galhos de M.

acaciifolium 30 g

Fase DCM 0,44 g

Fase AcOEt 1,99

Fase H,O/MeOH 7,0 g

MGal MGa2 MGa3
SPE —p T
[ I | I 1
MGal.l MGal.2 MGal.3 MGal4 MGal.5
(33,0 mg) (28,1 mg) (269,0 mg) (57,3 mg) (10,3 mg)
«— Silica Gel
[ I I I I I ]
MGal.3.1 MGal.3.2-3 MGal.34-7 MGal.3.8-16 MGal.3.17-26 MGal.3.27-32 MGal.3.33-43
(15,7 mg) (28,9 mg) (34 mg) (116,0 mg) (40,9 mg) (17,3 mg) (18,3 mg)
Silica Gel —p» P <€— Sephadex LH-20
[ ]
N N [ 77 I I I I ]
MGal.3.2-3.1 MGal.3.2-3.2
(7 mg) (22 mg) MGal.3.8-16.1 MGal.3.8-16.5 MGal.3.8-16.6 MGal.3.8-16.7 MGal.3.8-16.8 MGal.3.8-16.9
(4,3 mg) (4,8 mg) (2,4 mg) (4,1 mg) (5,6 mg) (7,7 mg)
Precipitado Parede do < HPLC, Cig,
X Frasco 9
 — | : | | MeOH 65%
MGa(ls'fﬁz')&l'l MGfllg’ﬁ'S)'l'z MGal38-16.6.1 || MGa138-16.6.2 | | MGa13.8-1663 || MGa1.38-16.6.4
g i (0.2 mg) (0.5 mg) (02mg) (0.4 mg) HPLC, Cys,
Crisoeriol 3,4-dihidroxibenzoato MeOH 65%
HPLC, Cis, _, de metila 7A-
MeOH 25% dihidroxiflavona //
// I I 77 I ]
I I I I I I I 77 ] MGal.3.8-16.8.1 MGal.3.8-16.8.2 MGal.3.8-16.8.4 MGal.3.8-
MGal.2.1 || MGa1.2.2 || MGa1.2.3 || MGal.2.4 || MGa1.25 || MGa1.26 || MGa1.2.7 || MGa1.2.10 (0,6 mg) (1,2 mg) (1,3 mg) 16.8.5-6 (0,4 mg)
(0,4 mg) (0,3 mg) (1,3 mg) (0,1 mg) (0,4 mg) (1,5 mg) (0,6 mg) (0,5 mg)
Acido 3,4- Acido 3-metoxi, 4- Eriodictiol Luteolina
dihidroxibenzéico hidroxibenzéico
Silica Gel —»
[ I I I ]
MGal.34-7.1 MGal.34-7.2 MGal.34-7.3 MGal.34-74 MGal.3.4-7.5-8
(1,3 mg) (2,8 mg) (1,5 mg) (14,3 mg) (8,8 mg)
Apigenina

Figura 21. Fluxograma das substancias isoladas do extrato metanélico dos galhos de M. acaciifolium.
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5.4 Fracionamento do extrato hexénico das folhas de M. acaciifolium e isolamentos
das substancias

Ap0s anélises por CCDC, o extrato hexanico das folhas (MFH, 2,5 g) de M.
acaciifolium foi fracionado em coluna aberta com silica (50 g) como adsorvente e fases
moveis compostas por mistura de hexano e AcOEt. A dimens&o da coluna foi 18 cm x 3
cm, Vm =150 mL e o resultado gerou 13 fragdes. A Tabela 14 mostra valores de volumes,
proporcoes e fragdes resultantes do fracionamento.

Tabela 14. Sistemas da coluna de silica de MFH.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES

Hex/AcOEt 95:05 300 0 (150 mL), 1 (125 mL)
Hex/AcOEt 9:1 300 2 (90 mL), 3 (100 mL), 4 (125 mL)
Hex/ACOEt 8:2 300 5 (75 mL), 6 (40 mL), 7 (110 mL), 8 (75 mL)
Hex/AcOEt 7:3 150 9 (125 mL)

Hex/AcOEt 1:1 150 10 (200 mL)

AcOEt 100 % 200 11 (115), 12 (50 mL)

MeOH 100 % 200 13 (225 mL)

As fragOes 3-4 (472 mg) do extrato hexanico das folhas foram reunidas e
submetidas a fracionamento em coluna abeta de silica (14 g) com as misturas
hexano/CHCIs. As dimensdes de empacotamento da coluna foram de 28 cm x 1,2 cm, Vi
= 35 mL, sendo geradas 8 fracdes. A Tabela 15 mostra valores de volumes, proporgdes e

fragdes resultantes do fracionamento.

Tabela 15. Sistemas da coluna de silica de MFH3-4.

FASE MOVEL (FM) | VOLUME DA FM (mL) FRACOES
Hex/CHCls 7:3 130 1 (125 mL)
Hex/CHCls 6:4 150 2 (125 mL),3 (125 mL)
Hex/CHCls 1:1 350 4 (170 mL) 5 (245 mL),
CHCl; 100 % 300 6 (75mL), 7 (30 mL), 8 (35 mL)

A fracdo MFH3-4.1 (75,0 mg) apresentou forma cristalina de cor branca e analises
por CCDC mostrou quando eluida em hex/AcOEt 85:15, substancias que revelaram de
cor roxa em anisaldeido sulfarico nos Rf = 0,41 e Rf = 0,44 (Imagem 22A). Quando eluida
em hex/AcOEt 8:2 e revelada com Ce(SOa4)2, as substancias apresentaram coloragdo em

tom rosado nos Rf = 0,53 e Rf = 0,60, conforme Imagem 22B.
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— Rf=0,60
— Rf=0,53
Rf=0,44 +
Rf=0,41"1

Imagem 22. Fragéo MFH3-4ﬁuida em hex/AcOEt 85:15 (A) e
hex/AcOEt 8:2 (B). Reveladores anisaldeido sulfarico (A) e Ce(SOa)2.

A fragdo MFH3-4.1 foi entdo solubilizada em ACN para purificagdo por CLAE.
A analise garantiu o isolamento das substancias 19 (36,56 min, 5,0 mg), 20 (38,42 min,
3,0 mg) e 21 (47,28 min, 2,0 mg).

A purificacdo da fracdo MFH3-4.1 foi realizada em ACN 67% em solu¢do aquosa,
em modo isocratico com volume de inje¢do empregado de 50 pL em coluna de silica Cas.
A concentragdo de injecdo foi de 2,5 mg/mL e o monitoramento da fragdo seguiu
observada nos comprimentos de onda de 210 e 254 nm. O cromatograma € exibido na

Figura 22.

38,42 min

36,56 min

As fraces reunidas 5-7 (MFH5-7, 305,6 mg) mostraram ser a mistura dos
esteroides f-sitosterol (24) e estigmasterol (25). As substancias aparecem em Rf = 0,47
quando eluidas em hex/AcOEt 8:2 e sdo mostradas ao lado da fragdo MGH5 na Imagem
23, por se tratar das mesmas substancias. As etapas de fracionamento deste extrato séo
exibidas na Figura 23.
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Ext. Hex das Folhas de M.
acaciifolium 2,5 g

Figura 23. Fracionamento do extrato hexanico das folhas de Macrolobium acaciifolium.

Silica Gel —>» I
[ I I I I I I I I I ]
MFoHO MFoH1 MFoH2 MFoH3-4 MFoH5-7 MFoH8 MFoH9 MFoH10 MFoH11 MFoH12 MFoH13
(85,0 mg) (91,3 mg) (623,5mg) (525,8 mg) (305,6 mg) (143,3mg) (168,6 mg) (145,9 mg) 171,3 mg) (39,7 mg) (25,0 mg)
p-sitosterol +
Silica Gel —>» estigmaster ol
I I I I I I I ]
MFoH3-4.1 MFoH3-4.2 MFoH3-4.3 MFoH3-4.4 MFoH3-4.5 MFoH3-4.6 MFoH3-4.7 MFoH3-4.8
(75,0 mg) (42,9 mg) (71,2 mg) (45,2 mg) (48,3 mg) (76,6 mg) (95,2 mg) 67,2 mg)
HPLC, Cyg,
35 mg
ACN 67% utilizados
[ ]
MFoH3-4.1.1 MFoH3-4.1.2 MFoH3-4.1.3
(5,0 mg) (3,0 mg) (2,0 mg)
Lupeol p-amirina 24-
metilenocicloartanol
T=3656min T =3842min T =47,28 min
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5.5 Fracionamento do extrato hexanico dos galhos de M. acaciifolium e isolamentos
das substancias

O extrato hexanico dos galhos (1,6 g) foi fracionado em coluna aberta de silica
(45 g) como adsorvente e como fase mdvel as misturas de hexano/AcOEt. As dimensdes
da coluna foram de 13,5 cm x 3 cm, Vi = 100 mL e o fracionamento do extrato resultou
em 13 fracGes coletadas. A Tabela 16 mostra valores de volumes, proporcdes e fraces

resultantes do fracionamento.

Tabela 16. Sistemas da coluna de silica MGH.

FASE MOVEL (FM) VOLUME DA FM (mL) FRACOES
Hex/AcOEt 95:05 300 0 (140 mL), 1 (100 mL), 2 (150 mL),
Hex/AcOEt 9:1 300 3 (120 mL), 4 (140 mL)
Hex/ACOEt 8:2 300 5 (115 mL), 6 (125 mL), 7 (60 mL)
Hex/AcOEt 7:3 150 8 (75 mL), 9 (125 mL)
Hex/AcOEt 1:1 150 10 (125 mL)
AcOEt 100 % 200 11 (130), 12 (125 mL)
MeOH 100 % 200 13 (70 mL)

A fracdo 3 (MGH3) do extrato hexanico dos galhos se apresentou em forma de
solido amorfo branco com pigmentos de clorofila. Esses pigmentos sobrenadantes foram
removidos por solubilizacdo em éter de petroleo e o solido (12,0 mg) restante foi enviado
para analises de RMN de *H.

As andlises permitiram constatar que a fracdo estava em mistura com duas
substancias (22 e 23) de classes quimicas distintas, sendo uma terpenoides e a outra, de
natureza aromatica.

A fracdo 5 (MGH5, 230,5 mg) do extrato hexanico dos galhos também mostrou
ser a mistura dos esteroides p-sitosterol (24) e estigmasterol (25). Foram eluidos em
hex/AcOEt 8:2 e comparados com o padrao das substancias, apresentando coloragéo roxa
quando revelados em anisaldeido sulfurico (Imagem 23C) e marrom avermelhado em
Ce(SO4)2 no Rf = 0,47 (Imagem 23D).

Por se tratar das mesmas substancias, a fragdo MFH5-7 proveniente do extrato
hexanico das folhas é exibida na Imagem 23A revelada em anisaldeido sulflrico e
Imagem 23B, revelada em Ce(SQOa4). juntamente com MGHS5 e o padrdo das substancias
p-sitosterol e estigmasterol.
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Rf=0,47

Imagem 23. Fragdo MFH5-7 (1) e MGHS5 (2) eluidas em hex/AcOEt 8:2 (B). Reveladores
anisaldeido sulftrico (A e C) e Ce(SO4), (B e D).

As etapas de fracionamento do extrato hexanico dos galhos sdo exibidas no
fluxograma da Figura 24. Na se¢do Anexo deste trabalho é possivel ver a Tabela 1A
referente a lista de todos os codigos das fragBes, nome das substancias, massas das

mesmas e rendimento. Ainda na secdo Anexo, consta as imagens das CCDC de todas as
substancias isoladas e seus Rfs.

Ext. Hex dos Galhos de M.
acaciifolium 1,6 g

Silica Gel > |
[ I I I I I T T T I |
MGaHO0 MGaH1-2 MGaH3 MGaH4 MGaH5 MGaH6-7 MGaH8-9 MGaH10 MGaH11 MGaH12 MGaH13
(68,5 mg) (202,0 mg) (110,6 mg) (116,0 mg) (230,5 mg) (155,2 mg) (225,6 mg) (148,8 mg) (166,3 mg) (98,9 mg) @15 mg)
¢ -sitosterol +
Lavado com éterde —p psi
petréleo estigmasterol
MGaH3.1 MGaH3.2
(98,0 mg) (12 mg)
Friedelina +
T lichexantona

Sobrenadante

Figura 24. Fluxograma do fracionamento do extrato hexanico dos galhos.
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5.6 Rendimento dos extratos metandlicos e hexanicos

A Tabela 17 contém o valor das massas resultantes das extragdes dos materiais
vegetais e seus rendimentos, além das massas e rendimentos das trés fases (Fase 1, DCM,;
Fase 2, AcOEt; Fase 3, HoO/MeOH) geradas pelo processo de particdo em relacdo a
massa dos extratos. Ao fim das particdes dos extratos metandlicos, residuos insoluveis
restaram no funil de separacdo. Estes residuos se apresentavam na forma de gel e ndo
solubilizaram com nenhum dos solventes organicos ou com &gua, ap6s secarem.

Provavelmente estes residuos poderiam ser da classe dos taninos, pois no decorrer
do fracionamento posterior dos materiais, muitas fracdes tornaram-se insollveis, sendo

anteriormente fracOes ricas em substancias com caracteristicas flavonoidicas.

Tabela 17. Rendimento dos extratos metandlicos, fases e extratos hexanicos

Parte Massa_do Massa do . Massa da
material Rend. (%) | Residuos (g) | Fase Rend. (%)
vegetal extrato (g) fase (g)
vegetal (g)
Galhos . L 0’449* 1’462*
MeOH 1.127 75,0 6,65 17,7 2 1,9* 6,3 _
3 7,0 23,3
Folhas 1 1,17 2,48
MeOH 468 47,0 10,25 32,0 2 3,02 6,42
3 11,0 23,4
Galhos
Hex 1.127 1,6 0,14 - - - -
Folhas 468 2,5 0,53 - - - -
Hex

Legenda: Os dados assinalados com * referem-se a massa de 30 g de extrato dos galhos usado para fracionamento.

A extracdo com diclorometano (Fase 1) permite que substdncias de baixas
polaridades possam ser removidas do extrato original para o solvente. Substancias das
classes das clorofilas, terpenoides e esteroides nao glicosiladas, certos alcaloides de baixa
massa molecular aromaticos, além de alguns flavonoides isoprenilados sdo facilmente
extraidas nesse processo.

A extracdo com AcOEt (Fase 2) permite a remogdo de substancias de média
polaridade como alcaloides com massas moleculares maiores e glicosilados, juntamente
com alguns flavonoides com hidroxilas livres e glicosilados.

A fase 3 (H2O/MeOH - hidrometanolica) restante, é geralmente composta por
substancias de alta e altissima polaridade, repleta de polimeros de agUcares e muitas
outras classes quimicas com um ou mais de um grupo de acucar ligado as suas estruturas

quimicas.
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5.7 Identificacdo das substancias isoladas

5.7.1 Luteolina, crisoeriol e luteolina-3’-O-ramnosideo
As substancias 1, 13 e 18 (Figura 25) mostraram em seus espectros de RMN de
'H similaridades de sinais na regiio dos hidrogénios aromaticos e assim sugerindo

esqueleto pringipal do tipo flavona com anel B o, p-substituidos (sistemas ABX).
OH

luteolina-3’-O-ramnosideo (1) crisoeriol (13) luteolina (18)

Figura 25. Estrutura quimica dos flavonoides 18, 13 e 1 e enumeracdes de seus carbonos.

A substancia 18 exibiu em seu RMN de 'H (Figura 26) sinais em 7,50 ppm (1H,
d,J=2,1 Hz) relativo ao H-2’, 7,48 ppm (1H, dd, J = 8,2; 2,1 Hz) para H-6’, 7,00 ppm
(1H, d, J = 8,2 Hz) para H-5’, simpleto em 6,59 ppm para H-3, 6,25 ppm (1H, d, J = 2,1
Hz) para H-6 ¢ 6,52 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz) para H-8, além de simpleto em 13,03 ppm
referente ao hidrogénio da hidroxila na posi¢ao C-5, o qual faz ligagao de hidrogénio com

o oxigénio da carbonila em C-4, permitindo a identifica¢do da substincia como luteolina.
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Figura 26. Espectro de RMN de *H expandido na regido dos hidrogénios aromaticos da substancia 18 em
acetona-ds.

A substancia 13 exibiu em seu espectro de RMN de 'H (Figura 27) sinal em 7,64
ppm (1H, d, J = 2,1 Hz) relativo ao H-2’, 7,62 ppm (1H, dd, J = 8,2; 2,1 Hz,) para H-6’,
7,02 ppm (1H, d, J = 8,2 Hz) para H-5", simpleto em 6,72 para H-3, dupletos em 6,26
ppm (1H, d, J = 2,1 Hz) para H-6 ¢ 6,56 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz) para H-8, além da
hidroxila em 13,03 ppm e metoxila em 4,00 ppm (3H, s), o qual mostrou correla¢do por
HMBC com o C-3’ em 148,1 ppm, confirmando a ligagdo da metoxila em C-3’ e

possibilitando a identificagdo da substancia como crisoeriol.
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H expandido da substancia 13 em acetona-de.
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A substancia 1 exibiu em seu espectro de RMN de 'H (Figura 28) sinal em 7,56
ppm (1H, m) relativo ao H-2’, 7,51 ppm (1H, d/) para H-6’, 6,84 ppm (1H, dl) para H-5,
simpletos em 6,50 ppm para H-3, 5,88 ppm para H-6 ¢ 6,11 ppm para H-8, além de
hidroxila na posi¢cdo C-5 em 12,94 ppm e 5,38 ppm para o H-1" da ramnose, a qual
mostrou correlagio por HMBC com o C-3’ em 145,3 ppm sendo de fundamental
importancia para confirmar a ligagdo da ramnose na posi¢ao C-3’ do anel B do flavonoide.
Um dupleto em 1,13 ppm (3H, d, J = 6,2 Hz, H-6"") corroborou para a confirmacio do
acicar ramnose, sendo possivel identificar a substdncia como luteolina-3’-O-a-L-

ramnosideo.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H da substancia 1 em DMSO-ds.
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E possivel observar nos espectros de RMN de 'H dos trés flavonoides que os
sinais de H-2’, H-5’ ¢ H-6 (Figura 29) demonstram padrio de deslocamento caracteristico
de anel aromatico com sistema ABX. Este sistema produziu dupletos (*J ~ 2,0 Hz) para o
H-2’ da luteolina e crisoeriol, resultante do meta-acoplamento com seus H-6’. Seus sinais
de H-6> foram gerados como duplo dupletos (**J ~ 8,0; 2,0 Hz) resultante dos orto-

acoplamentos com os H-5" e meta-acoplamentos com os H-2’. Adicionalmente, os
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dupletos (°J ~ 8,0 Hz) referentes ao H-5’ mantiveram o padrio do sistema com o-

acoplamento com seus H-6".
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H expandido na regido dos H-2’, H-5’ ¢ H-6’ das substancias 18, 13 e 1.

Um aspecto importante relacionado a luteolina e crisoeriol ¢ deslocamento dos
sinais dos H-2’ ¢ H-6’ para a regido desblindada no espectro do crisoeriol, influenciado
pelo grupo metoxila em C-3 em substituicdo ao grupo hidroxila na luteolina. O H-5 na
molécula do crisoeriol ¢ menos afetado em comparacdo aos demais. Em trabalhos
comparativos, nota-se esse efeito de deslocamentos para outros flavonoides metoxilados
no anel B frente aos andlogos hidroxilados (PARK et al., 2007; PARK et al., 2008, LEE
et al.,2008; LEE et al., 2008b; YOON et al., 2011).

Para luteolina-3’-O-ramnosideo os sinais dos H-2°, H-5" e H-6 (Figura 28)
mostraram a resolucdo de suas multiplicidades imprecisa. O dupleto de H-2’ e o duplo
dupleto de H-6’ foram assinalados como multipletos e H-5" apresentou a multiplicidade
de dupleto largo (d/). A baixa resolu¢ao das multiplicidades de luteolina-3’-O-ramnosideo
pode ter ocorrido principalmente (ou apenas) pela baixa massa de substancia isolada (2,0
mg), sendo descartado qualquer desajuste dos pardmetros de aquisi¢do para obtencdo do
espectro, constatado pelas multiplicidades adequadas do sinal do DMSO-dé.

O deslocamento quimico do H-3 do crisoeriol (Figura 30) também mostrou leve
mudanca para a regido desblindada do espectro, enquanto H-3, H-6 e H-8 da luteolina-3-
O-ramnosideo foram deslocados para regido blindada do espectro. A luteolina-3’-O-
ramanosideo também ndo mostrou as multiplicidades de dupletos para seus H-6 e H-8,
sendo atribuidos como singletos.

Os deslocamentos quimicos dos C-5, C-7, C-9 e C-1’ da luteolina-3-O-ramnosideo
ndo puderam ser inferidos HMBC. No entanto, os demais dados foram suficientes para a

identificacdo da substancia em compara¢do com a literatura cientifica.
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Figura 30. Espectro de RMN de *H expandido na regifo dos H-3, H-6 e H-8 das substancias 18, 13 e 1.

Todas as correlagdes por HMBC e COSY obtidas nas andlises para as trés
substancias estdo expressas na Figura 31A para luteolina (18), Figura 31B para crisoeriol
(13) e Figura 31C para luteolina-3’-O-ramnosideo (1). Nas Tabelas 18 e 19 ¢ possivel
comparar os valores de deslocamentos quimicos de 'H e '*C das substancias isoladas com
a literatura cientifica consultada.

Luteolina-3’-O-ramnosideo ndo possui relatos de valores de 'H e '*C em seus
isolamentos, estando até o momento indisponivel sua pesquisa em inglés em plataformas

e base de dados como Science Direct e Scifinder.

Figura 31. Correlacdo bidimensionais obtidas para identificacdo das substéncias 18 (A), 13 (B) e 1
(C). Setas em vermelhas assinalam experimentos de HMBC e em azul, COSY.
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Tabela 18.

Deslocamentos quimicos de 'H das substancias 18,

13e1.

Luteolina Crisoeriol Luteolina-3’-O-ramnosideo
Substincia 18 Negoc et al., Substincia 13 Ban et al,, Substéncia 1 Hernindez et
v 2021 v 2020 v al., 2002
H Acetona-d; Acetona-ds Acetona-ds Acetona-dg DMSO-ds DMSO-dg
300 MHz 500 MHz 300 MHz 600 MHz 300 MHz 300 MHz
H-3 6,59 (1H, s) 6,65 (1H, s) 6,72 (1H, 5) 6,69 (1H, s) 6,50 (1H, s) 6,77 (1H, s)
: 6,25 (1H, d, J 6,18 (1H, d, J 6,26 (1H, d, J 6,25 (1H, d, J 6,19 (1H, d, J
H-6 =2,1 Hz) = 1,6 Hz) =2,1 Hz) =2,0 Hz) 588 (1H, 5) =2,1 Hz)
s 652 (10, d,J | 644 (IH,d.J | 656 (1H,d,J | 654(IH.d.J | (g | 645(HdJ
=2,1 Hz) =2,0 Hz) =2,1 Hz) =2,0 Hz) ’ 2 =2,1 Hz)
s 7,50 (1H, d, J 7,64 (1H,d,J | 7,62 (1H,d,J 7,71 (11, d,J
H-2 =2,1 Hz) 7,39 (14, 5) =2,1 Hz) =2,0 Hz) 7,56 (1H, m) =2,1 Hz)
o 700(1H,d,J | 688(1H,d,J | 7,02(1H,d,J | 7,00 (1H,d,J 7,00 (1H, d,J
H-5 =82 Hz) =84 Hz) =82 Hz) =8,0 Hz) 6,84 (1H, di) =8,5 Hz)
e 748 (1N, dd,J | 742 (1H,dd,J | 7,62 (1H,dd, ] | 7,59 (W, dd,J |5 sp g | 765 (1H,dd, ]
=82;22Hz) | =9,8;2,0Hz) | =82;2,1 Hz) | =8,0;2,0 Hz) ’ g =8,5;2,1 Hz)
' 543 (1H,d, J
Al B . . - 5,38 (1H, s) 13 e
395(1H,d,J
o 224 - - - _ 9 ) £)
H-2 3,92 (m) Z 13 bo)
3,76 (1H, dd, J
-3” - - _ _ s > 5
H-3 3B 294301y
3,68 (1H, dd, J
4% R } ) ) ) , dd,
H-4 328 (m) =9.4;9,3 Hz)
H-5” - - - - 3,70 (m) N.R.
Hee” ] ] ] ] LI3GH,d,J | 1L,15GH,d,J
=6,2 Hz) =6,2 Hz)
3°-OCH; 4,00 (3H, s) 4,00 (3H, s) - -
5-OH 13,03 (s) 12,98 (s) 13,03 (s) N.R. 12,94 12,96

Legenda: N.R. = Nao relatado no trabalho.
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Tabela 19. Deslocamentos quimicos de '*C das substancias 18, 13 e 1.

Luteolina Crisoeriol Luteolina-3’-O-ramnosideo
Substincia Ngoc et al., Substincia Ban et al., Substancia 1 Hernandez et
18 2021 13 2020 al., 2002
BC Acetona-ds Acetona-ds Acetona-ds Acetona-ds DMSO-ds DMSO-ds
75 MHz 125 MHz 75 MHz 150 MHz 75 MHz 75 MHz
C-2 164,2 164,3 164,0 1649 162,6 164,1
C3 103,3 102,8 103,4 104,5 101,5 103,3
C4 182,1 181,6 182,4 182,9 180,3 181,7
C-5 162,5 161,4 162,1 163,3 N.O. 161,4
C-6 98,6 98,4 98,7 99,7 100,1 98,9
C-7 163,8 164,8 163,9 165,1 N.O. 163,5
C-8 93,8 93,8 93,7 94,7 94,6 93,9
C-9 157,8 157,3 157,9 158,7 N.O. 157,3
C-10 104,4 103,6 104,1 105,2 101,3 103,7
C-1’ 122,7 121,3 122,4 123,6 N.O. 121,6
C-2’ 113,2 113,2 109,5 110,7 116,3 116,5
C-3 145,7 145.,8 1483 148.,8 1453 1444
C-4 1493 149,8 150,4 151,3 154,6 152,0
c-5° 115,7 116,0 115,4 116,4 117,2 116,8
C-6’ 119,2 118,9 120,6 1214 122,0 122,1
C-1” - - - - 99,5 99,9
Cc-2» - - - - 70,0 70,1
C-3” - - - - 70,1 70,3
Cc-4” - - - - 71,8 71,9
C-5” - - - - 69,2 69,6
C-6” - - - - 17,7 17,9
3°-OCH; - - 55,6 56,6 - -

Legenda: N.O. = N&o Observado nas anélises.
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5.7.2 Neoastilbina, astilbina, neoisoastilbina, isoastilbina, eriodictiol
As substancias 2, 3, 4, 5 e 17 (Figura 32) mostraram em seus espectros de RMN

de 'H padrdes de deslocamento de sinais e multiplicidades similares para os seus anéis B

o0, p-substituidos, assim como o anel C, com a auséncia da ligagao dupla entre os carbonos

C-2eC-3.

neoastilbina (2) o astilbina (3)  oH neoisoastilbina (4) OH

2 ¥ on 4 T
isoastilbina 5) o O ° eriodictiol (17)

Figura 32. Estrutura quimica dos flavonoides 2, 3, 4, 5, e 17 e enumeragdes de seus carbonos.

A substancia 2 exibiu em seu espectro de RMN de 'H (Figura 33) sinais em 6,89
ppm (1H, s) para H-2’ e 6,69 ppm (2H, s) para os H-5" ¢ H-6’, simpletos em 5,88 e 5,84
para H-8 e H-6, 5,07 ppm (1H, d, J = 11,0 Hz) para H-2 ¢ 4,71 ppm (1H, d, J = 11,0 Hz)
para H-3, além de 4,92 ppm (1H, s) relativo ao hidrogénio anomérico da ramnose, o qual
correlacionou por HMBC com o C-3 em 75,0 ppm e estabelecendo sua posicao ligada a
estrutura do flavonoide. Um dupleto em 0,77 ppm (3H, J = 6,0 Hz, H-6"") confirmou a
presenca da ramnose na estrutura. Simpletos em 9,06 e 11,72 ppm indicaram a presenca

das hidroxilas das posicdes 4’-OH e 5-OH.
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Figura 33. Espectro de RMN de *H da substancia 2 em DMSO-ds.
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A substancia 3 exibiu (Figura 34) sinais em 6,88 ppm (1H, s) para H-2’ ¢ 6,73 ppm
(2H, s) para os H-5’ ¢ H-6", simpletos em 5,86 ¢ 5,88 para H-6 ¢ H-8, 5,22 ppm (1H, d, J
= 10,0 Hz) para H-2 ¢ 4,64 ppm (1H, d, J = 10,0 Hz) para H-3. O sinal relativo ao
hidrogénio anomérico da ramnose foi definido em 4,01 ppm (1H, s), correlacionando com
75,7 ppm por HMBC, confirmando sua ligagao ao C-3 do flavonoide. O dupleto em 1,04
ppm (3H, J = 6,1 Hz, H-6") confirmou ser o actcar ramnose. As hidroxilas 4’-OH e 5-

OH foram confirmadas pelos simpletos em 9,14 ¢ 11,81.
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H da substancia 3 em DMSO-ds.

1.9266

A substancia 4 exibiu em seu espectro de RMN de 'H (Figura 35) sinais em 6,89
ppm (1H, s) para H-2’ e 6,73 ppm (2H, s) para os H-5’ ¢ H-6’, simpleto em 5,82 e 5,84
para H-6 e H-8, 5,41 ppm (1H, d, J = 1,2 Hz) para H-2 e 4,05 ppm (1H, s) para H-3. A
ramnose mostrou sinais dos H-1" e H-6” em 4,04 ppm (1H, s) ¢ 0,99 ppm (3H, J = 6,1
Hz). A ramnose mostrou estar ligada ao C-3 em 75,2 ppm pela correlagdo com H-1"" por

HMBC. Simpletos em 9,06 e 11,90 confirmaram as hidroxilas 4’-OH e 5-OH.
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Figura 35. Espectro de RMN de *H da substancia 4 em DMSO-ds.
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A substancia 5 exibiu em seu espectro de RMN de 'H (Figura 36) sinais em 6,83
ppm (1H, s) para H-2" e 6,70 ppm (2H, s) para os H-5’ ¢ H-6’, simpletos em 5,86 ¢ 5,89
para H-6 e H-8, 5,51 ppm (1H, d, J = 2,3 Hz) para H-2 ¢ 4,17 ppm (1H, d, J = 2,3 Hz)
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para H-3. Os H-1" ¢ H-2”’ da ramnose apareceram em 4,75 ppm (1H, s) e dupleto 0,82
ppm (3H, J= 6,1 Hz). A ramnose mostrou estar ligada ao C-3 em 73,8 ppm pela correlagao
com H-1" por HMBC. Os simpletos em 8,97 e 11,80 confirmaram a presenca das
hidroxilas 4’-OH e 5-OH.
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H da substancia 5 em DMSO-ds.
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A substancia 17 mostrou em seu espectro de RMN de 'H (Figura 37) sinais em
6,93 ppm (1H, s) relativo ao H-2’ ¢ 6,80 ppm (2H, s) dos H-5’/H-6", 5,87 ppm (1H, d, J
=2,1 Hz) para o H-6 ¢ 5,89 (1H, d, J= 2,1 Hz) para H-8, assim como sinais em 5,28 ppm
(1H, dd, J=12,7; 3,0 Hz) relativo ao H-2 acoplado com os H-3¢is em 2,74 (1H, dd, J =
17,1; 3,0 Hz) e H-3¢rans em 3,0 ppm (1H, dd, J=17,1; 12,7 Hz), sendo identificada como
eriodictiol.

M 6.9308
8
8

=
-
e
3

1.0226 =

0.8422:
Ly

T T T T T T T T T T T T T T T T
7 6 3 4

Figura 37. Espectro de RMN de *H da substancia 17 em DMSO-ds.
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Os sinais de H-2’, H-5" ¢ H-6’ exibiram diferengas dos sistemas ABX de flavonas
e flavonoides devido a estrutura conformacional dos esqueletos de dihidroflavonoides, o
qual apresentam anel C nao plano (Figura 38).

Os espectros de 2, 3, 4 e 5 corroboraram para identificacdo de dihidroflavonoides
estereoisomeros que se diferenciaram principalmente nos deslocamentos quimicos

correspondentes aos H-2, H-3, onde os J resultantes de seus acoplamentos foram muito
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maiores em neoisoastilbina (2) e astilbina (3) (/= 11,1/9,9 Hz) que neoisoastilbina (4) e
isoastilbina (5) (J = 1,2/2,2 Hz). Este resultado indica os acoplamentos trans em
neoastilbina e astilbina, enquanto acoplamentos cis em neoisoastilbina e isoastilbina dos

H-2 e H-3 do anel C de suas estruturas.

H
H-3
Figura 38. Estrutura quimica padréo de dihidroflavonois.

Os hidrogénios dos carbonos anoméricos das ramnoses (H-1) dos
dihidroflavonois exibiram deslocamentos quimicos em 4,92 (neoastilbina), 4,01
(astilbina), 4,04 (neoastilbina) e 4,75 ppm (neoisoastilbina), Os H-3" e H-4” variaram
pouco seus deslocamentos quimicos em relacdo aos H-17, H-2”, H-5” com
deslocamentos abruptos quando comparado para cada estereoisdmero, porém mantendo

as mesmas multiplicidades (Figura 39).
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Figura 39. Comparagdo hidrogénios dos carbonos anoméricos das substancias 2, 3, 4 e 5.
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A comparagao entre neoastilbina e isoastilbina na Figura 38, revela que os H-1"
estavam mais deslocados para regido desblindada do espectro, enquanto seus H-5
exibiram deslocamento para regido blindada. De forma contraria, os H-1" de astilbina e
neoisoastilbina estavam deslocados para regido blindada, enquanto seus H-5"’ deslocado
para regido desblindada.

O fenomeno dos deslocamentos ocorre pela presencga do grupo carbonila em C-4,
o qual desprotege os H-1" e H-2” proximos nas conformagdes 25,35 da neoastilbina e

2R,3S da isoastilbina, os deslocando para regido desblindada, enquanto o deslocamento
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para o campo mais alto ¢ consequéncia feito anisotrépico do anel aromatico B, atuando
como uma blindagem aos H-5.

Nos casos das configuracdes 2R,3R da astilbina e 25,3R da neoisoastilbina os
mesmos efeitos atuam mais nos hidrogénios contrarios. Enquanto o grupo carbonila
desloca os H-5" para regido desblindada, o efeito anisotrépico descola os H-1 ¢ H-2”
para regido blindada (DE BRITTO, et al., 1995). Estas analises sdo realizadas assumindo
que os H-1"" das ramnoses e os H-3 dos anéis C possuem conformagado predominante onde

estdo em sin um em relacao ao outro de acordo com a projecdo de Newman (Figura 40).

OH desloca
para campo baixo

desloca
para campo alto

(0) o " desloca
\i// ; H para campo alto
0 .
desloca ™ H 3 NoH oH
para campo baixo OH

(2S,3S) neoastilbina (2) (2R,3R) astilbina (3) |,

OH  desloca
ara campo alto
a P OH

desloca
para campo baixo

desloca
para campo alto

o)
desloca
para campo baixo

(2R,3S) neoisoastilbina (4) (2S,3R) isoastilbina (5)

Figura 40. Efeito anisotrépico atuante nas substancias 2, 3, 4 e 5 (adaptado de DE BRITTO et al., 1995).

A flavanona eriodictiol (17) mostrou o mesmo padrao de multiplicidades para H-
2’, H-5" e H-6" de seu anel B que os dihidroflavonoides anteriores, com dois simpletos
em 6,93 para H-2’ e 6,80 ppm para H-5" ¢ H-6’. As correlagdes de H-2 com os dois H-3
produziram as constantes de acoplamento relativas aos cis/ = 3,0 € yrans/ = 12,7. O centro
quiral H-2 do eriodictiol nao produz valores diferentes para seus dois enantiomeros 25 e

2R (MATSUDA, et al., 2002).
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Nao foi possivel fazer uso da técnica de Dicroismo Circular (CD) para aplicagao
e resolucao dos centros quirais das moléculas, ndo sendo possivel predizer qual das duas
conformagdes foi isolada apenas com dados de RMN (configuracao relativa) e assumindo
ter obtido neste trabalho os espectros de uma mistura racémica das flavanonas 2S-
eriodictiol e 2R-eriodictiol. Para efeito didatico, 2S-eriodictiol produz absor¢do negativa
por CD, enquanto 2R-eriodictiol produz sinal positivo (GUO et al., 2012; Ll et al., 2014).

As correlagdes por HMBC e COSY estdo indicadas na Figura 41. Todos os
deslocamentos quimicos de 'H e '*C das substancias 2, 3, 4, 5, e 17 em comparagio com

a literatura cientifica estao presentes nas Tabelas 20 e 21.

OH 0

Figura 41. Correlacdo bidimensionais obtidas para identificacdo das substancias 2 (A), 3 (B), 4 (C), 5 (D) e 17
(E). Setas em vermelhas assinalam experimentos de HMBC e em azul, COSY.
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Tabela 20. Deslocamentos quimicos de 'H das substancias 2, 3, 4, 5, ¢ 17.

Neoastilbina Astilbina Neoisoastilbina Isoastilbina Eriodictiol
Substancia Zhao et Substancia Zhao et Substincia Zhao et Substancia Zhao et Substincia Silva et
2 al., 2021 3 al., 2021 4 al., 2021 5 al., 2021 17 al., 2015
H DMSO-d; | DMSO-ds | DMSO-ds; | DMSO-ds | DMSO-ds | DMSO-ds | DMSO-ds | DMSO-ds | MeOH-d; | MeOH-d,
300 MHz 600 MHz 300 MHz 600 MHz 300 MHz 600 MHz 300 MHz 600 MHz 300 MHz 600 MHz
5,07 (1H, 5,10 (1H, 5,22 (1H, 5,24 (1H, 5,41 (1H, 5,74 (1H, 5,51 (1H, 5,55 (1H, 55; 95’ 5’;; (Jl:l’
H-2 d,J=11,1 | d,J=11,1 d,J=9,9 d,J=99 d,J=12 d,J=19 d,J=22 d,J=2,6 129.30 12{;'30
Hz) Hz) Hz) Hz) Hz) Hz) Hz) Hz) Hz) H2)
2,70cis 2,69cis
(1H,dd,J | (1H,dd,J
=17,1;3,0 =17,2;
471 (1H, | 472(1H, | 4,64 (1H, | 4,64 (1H, 4.05 410(1H, | 4,17(1H, | 4.21(1H, Hz) 3,0 Hz)
H-3 d,J=11,1 | d,J=11,1 d,J=9,9 d,J=99 ’ d,J=19 d,J=23 d,J=2,7 ’
Hz) Hz) Hz) Hz) (1H, 5) Hz) Hz) Hz) 3,07trans 3,06trans
(1H,d,J= (1H,d,J
17,1; 12,7 =17,2;
Hz) 12,8 Hz)
5,90 (1H, 5,94 (1H, 5,96 (1H, 5,87 (1H, 5,88 (1H,
H-6 151’;;4 151’{90 151’;36 d,J=19 15;2 d,J=2,0 15;6 d,J=2,1 d,J=2,1 d,J=22
(1H, s) (1H, ) (1H, ) Hz) (1H, s) Hz) (1H, s) Hz) Hz) Hz)
5,88 (1H, 5,92 (1H, 5,92 (1H, 5,89 (1H, 5,90 (1H,
H-8 1538 1535 1538 d,J=19 15}’§4 d,J=2,0 lslfg d,J=2,1 d,J=2,1 d,J=2732
(IH, s) (1H, ) (1H, ) Hz) (1H, s) Hz) (1H, s) Hz) Hz) Hz)
oo 6,89 6,90 6,88 6,88 6,89 (151’9; 7 6,83 (1%83 7 6,93 6,91
(1H, s) (1H, 5) (1H, 5) (1H, 5) (1H, 5) — 1.8 Hz) (1H, 5) = 1.9 Hz) (1H, 5) (1H, m)
H-5° 6,69 6,70 6,73 6,74 6,73 6,74 6,70 6,72 6,80 6,78
(IHs) | (Hs) | (Hs) | (Hs | (Hs) | (Hm | (Hs | (Hm | (Hs) | (IHm
H-6° 6,69 6,70 6,73 6,74 6,73 6,74 6,70 6,72 6,80 6,79
(1H, s) (1H, 5) (1H, 5) (1H, s) (1H, s) (1H, m) (1H, s) (1H, m) (1H, s) (1H, m)
H1” 4,92 4,94 4,01 4,03 4,04 4,11 4,75 4,46 - -
(1H, 5) (1H, 5) (1H, 5) (1H, s) (1H, s) (1H, s) (1H, s) (1H, 5)
H2” 3,75 3,77 3,32 3,34 3,44 3,46 3,45 3,46 - -
(1H, 5) (1H, m) (1H, 5) (1H, m) (1H, s) (1H, m) (1H, s) (1H, 5)
3,13 (1H, 3,40 (1H, 3,24 (1H, 3,18 (1H, - -
Ha | dd =95 | S ldas=oz | MV ad =90 | OB da =05 | 0
20Hz7) | Mmoo gy | AHm)y s g | AHam) s gy | (Hm)
H-4” 3,01 (1H, ¢, 3,03 3,11 (1H, ¢, 3,13 3,07 (1H, ¢, 3,09 3,02 (1H, ¢, 3,04 - -
J=9,3 Hz) (1H, m) J=9,3 Hz) (1H, m) J=9,1 Hz) (1H, m) J=9,3Hz) (1H, m)
He5” 2,23 2,27 3,87 3,88 3,32 3,30 2,41 2,45 - -
(1H, m) (1H, m) (1H, m) (1H, m) (1H, m) (1H, m) (1H, m) (1H, m)
0,77 (3H, 0,90 (3H, 1,04 (3H, 1,04 (3H, 0,99 (3H, 1,00 (3H, 0,82 (3H, 0,84 (3H, - -
H-6” d,J=6,0 d,J=6,2 d,J=6,1 d,J=6_2 d,J=6,1 d,J=6,2 d,J=6,1 d,J=6,1
Hz) Hz) Hz) Hz) Hz) Hz) Hz) Hz)
(f;-l 11,72 (s) 11,72* 11,81 (s) 11,80* 11,90 (s) 11,80* 11,80 (s) 11,81* ) )
' - -
:)H 9,06 (s) 9,01* 9,14 (s) 9,97* 9,06 (s) 9,96* 8,97 (s) 9,00*

Legenda: * = referéncia de Zhao et al., 2020 em DMSO-ds, 600 MHz
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Tabela 21. Deslocamentos quimicos de '*C das substancias 2, 3, 4, 5 e 17.

Neoastilbina Astilbina Neoisoastilbina Isoastilbina Eriodictiol
Substincia Zhao et Substincia Zhao et Substincia Zhao et Substincia Zhao et Substincia Silva et
2 al., 2021 3 al., 2021 4 al., 2021 5 al., 2021 17 al., 2015
13 DMSO-ds | DMSO-ds | DMSO-d; | DMSO-ds | DMSO-ds | DMSO-ds | DMSO-ds | DMSO-ds | MeOH-d; | MeOH-d4
75 MHz 600 MHz 75 MHz 600 MHz 75 MHz 600 MHz 75 MHz 600 MHz 75 MHz 150 MHz
C-2 81,7 81,5 81,6 81,5 79,7 80,0 79,6 79,9 79,0 80,7
C-3 75,0 74,8 75,7 75,6 75,2 75,4 73,8 73,3 42,7 442
C-4 196,4 196,2 194,5 194,5 191,8 192,6 192,5 193,0 196,5 197,8
C-5 163,5 163,4 163,5 163,4 N.O. 163,8 N.O. 163,9 N.O. 165,6
C-6 95,3 96,2 95,3 96,0 96,2 96,0 96,1 99,1 95,8 97,2
C-7 167,6 167,4 167,5 167,0 N.O. 166,9 N.O. 167,0 167,9 168,6
C-8 96,4 95,1 96,2 95,0 95,3 94,9 95,2 95,1 95,1 96,2
C-9 162,6 1624 162,2 162,2 162,6 162,5 162,3 162,4 163,3 164,9
C-10 100,6 101,3 101,0 101,0 100,0 100,6 99,7 100,3 101,8 103,5
C-1’ 127,7 127,5 127,1 126,9 126,8 126,4 126,2 126,3 130,5 131,8
C-2’ 114,7 114,6 114,8 114,7 114,2 114,4 113,9 114,0 113,2 114,7
C-3 1454 1452 1452 145,1 1454 145,0 1447 144,9 145,0 146,1
C-4 146,2 146,0 146,0 145,9 145,5 1453 145,5 145,1 145,5 147,1
C-5 115,1 114,9 115,4 115,3 115,1 115,2 114,9 115,1 114,9 116,6
C-6 119,7 119,4 119,0 118,9 117,6 117,8 117,4 117,5 117,8 119,2
C-1” 101,4 100,5 100,1 100,1 100,3 100,6 98,5 98,8 - -
C-2” 70,3 70,1 70,2 70,1 69,7 69,8 69,9 70,2 - -
C-3” 70,3 70,2 70,3 70,4 70,2 70,3 69,9 70,2 - -
C-4” 71,4 71,3 71,7 71,6 71,3 71,6 71,1 71,2 - -
C-5” 69,1 68,9 69,1 69,0 68,9 69,0 68,7 69,0 - -
C-6” 17,8 17,6 17,8 17,7 17,3 17,4 17,4 17,6 - -

Legenda: N.O. = N&o Observado nas anélises.
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5.7.3 Quercetina-3-O-ramnosideo, Quercetina-3-O-glicosideo e Quercetina-3-0O-
rutinosideo

As substancias 6, 7 e 9 (Figura 42) mostraram em seus espectros de RMN de 'H
auséncia de sinais de H-2 e H-3, mas sinais caracteristicos de flavonois com anéis B o, p-

substituidos (sistemas ABX).
5

quercetina-3-O-
ramnosideo (6)

quercetina-3-O-
glicosideo (9)

OH oH

OH quercetina-3-O-rutinosideo (7)

Figura 42. Estrutura quimica dos flavonoides 6, 7 e 9 e enumeragdes de seus carbonos.

A substancia 6 mostrou sinais (Figura 43) em 7,28 ppm (1H, m) relativo ao H-2’,
7,24 ppm (1H, m) para H-6’, 6,85 ppm (1H, d, J = 8,1 Hz) para H-5’, simpletos em 6,19
ppm para H-6 e 6,38 ppm para H-8, além de 5,24 ppm para 0 H-1" da ramnose, o qual
mostrou correlagdo por HMBC com o C-3 em 134,2 ppm, sendo identificada como
quercetin-3-0-a-L-ramnosideo (quercitrina).
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Figura 43. Espectro de RMN de 'H da substancia 6 em DMSO-ds.
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A substancia 9 mostrou sinais (Figura 44) em 7,57 ppm (2H, m) relativo aos H-2’
e H-6’, 6,83 ppm (1H, d, J = 8,5 Hz) para H-5’, simpletos em 6,19 ppm para H-6 e 6,40
ppm para H-8, além de 5,45 ppm (1H, d, J = 7,2 Hz) para o H-1" da glicose, o qual
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mostrou correlacio por HMBC com o C-3 em 133,2 ppm, sendo identificada como

quercetin-3-0O-B-D-glicosideo (isoquercetina ou isoquercitrina).
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Figura 44. Espectro de RMN de *H da substancia 9 em DMSO-ds.

A substancia 7 mostrou picos (Figura 45) em 7,52 ppm (1H, m,) relativo ao H-6’,
7,50 ppm (1H, m) para H-2’, 6,83 ppm (1H, d, J= 7,1 Hz) para H-5’, simpletos em 6,17
ppm para H-6 e 6,37 ppm para H-8, 5,31 ppm (1H, d, J= 6,3 Hz) para o H-1"" da glicose,
o qual mostrou correlagdo por HMBC com o C-3 em 132,6 ppm, além de 4,36 ppm (1H,

s) para H-1""" da ramnose, sendo identificada como quercetina-3-O-rutinosideo (rutina).
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Figura 45. Espectro de RMN de *H da substancia 7 em DMSO-ds.
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Na Figura 46 ¢ possivel observar que os H-6, H-8 e H-5" dos flavonoides
praticamente ndo sofreram alteragdo de deslocamento quimico relacionando aos
diferentes tipos de agucares ligados a posicao C-3. Se compararmos os H-2’ ¢ H-6’, em
quercetina-3-O-ramnosideo (6) ambos aparecem deslocado para regido blindada em
relag@o as duas outras substancias, proximos entre si na regido desblindada.

A ramnose parece afetar diretamente H-2” e H-6" exclusivamente, fornecendo
protecado eletronica para a parte mais proxima dela no anel B, favorecida pela posi¢dao em
C-3. Pode ser creditado esse efeito a auséncia de pelo menos um grupo OH, quando

comparado a glicose, garantindo a caracteristica de aglicar menos polar para a ramnose.
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Figura 46. Comparacdo entre os hidrogénios da regido dos aromaticos e anoméricos das substancias 6, 9 e 7.

As correlagdes obtidas por HMBC e COSY estdo indicadas na Figura 47. Os
deslocamentos de 'H e C'* de quercetina-3-O-ramnosideo (6), quercetina-3-O-glicosideo
(9) e quercetina-3-O-rutinosideo (7) em comparag@o com a literatura cientifica podem ser

vistos nas Tabelas 22 e 23.

A

HO

Figura 47. Correlacdo bidimensionais obtidas para identificacdo das substéncias 6 (A), 9 (B) e 7 (C). Setas em
vermelhas assinalam experimentos de HMBC e em azul, COSY.
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Tabela 22.

Deslocamentos quimicos de 'H das substancias 6,9 e 7.

Quercetina-3-O-ramnosideo

Quercetina-3-0-glicosideo

Quercetina-3-O-rutinosideo

A . Parvez et al., A . Pokhilo al., A . Pokhilo al.,
Substincia 6 2021 Substancia 9 2021 Substancia 7 2021
' DMSO-d; DMSO-d; DMSO-d; DMSO-d; DMSO-d; DMSO-d;
300 MHz 700 MHz 300 MHz 500 MHz 300 MHz 500 MHz
H-6 6,19 (1H, 5) 6,21 (1H, 5) 6,19 (1H, s) 6’2:02((1)1_11_’1;’ J 6,17 (1H, 5) 6,19 (1H, 5)
H-8 6,38 (1H, s) 6,40 (1H, 5) 6,40 (1H, s) 6’102((1)}11_’1;;’ J 6,37 (1H, 5) 6,38 (1H, 5)

s 7,31 (1H, d, J 7,58 (1H, d,J 7,50 (1H, d, J
H-2 7,28 (1H, m) 2.1 Hz) 7,57 (1H, m) ~23 Hy) 7,50 (1H, m) = 1.9 Hz)
H-5° 6,85 (1H, d, J 6,87 (1H,d, J 6,83 (1H, d, J 6,84 (1H, d, J 6,83 (1H, d, J 6,80 (1H, d, J

=8,1 Hz) =8,4 Hz) =8,5Hz) =9,0 Hz) =72 Hz) =8,4 Hz)

, 7,26 (1H, dd, J 7,57 (1H, dd, J 7,52 (1H, dd, J
H-6 7,24 (1H, m) Z8.4:2.1 Hy) 7,57 (1H, m) 29,0; 2,3 Hz) 7,52 (1H, m) Z8.4: 1.9 Hz)

5,45 (1H,d,J 5,46 (1H, d, J 531 (1H,d,J 5,34 (1H,d, J
_1”
H-1 3,24 (1H, 5) 3,26 (1H, 5) =7.2 Hz) =75 Hz) = 6,3 Hz) =75 Hz)
H-2” 3,96 (1H, m) 3,97 (1H, m) 3,22 (1H, m) 3,23 (1H, m) 3,21 (1H, m) 3,22
3,51 (1H, dd,J
3 5 > 5
H-3 3,50 (1H, m) 23.5:3,5 Hy) 3,21 (1H, m) 3,23 (1H, m) 3,21 (1H, m) 3,24
H-4” 3,15 (1H, m) 3,15 (1H, m) 3,07 (1H, m) 3,10 (1H, m) 3,26 (1H, m) 3,07
H-5” 3,19 (1H, m) 3,21 (1H, m) 3,07 (1H, m) 3,39 (1H, m) 3,24 (1H, m) 3,22
3,63 (1H, dd,J
H-6" 0,80 3H, d, J 0,82 (3H, d,J 3,31a (1H, m) 3,57 2H, d,J 3,27a (1H, m) | =12,1;5,9 Hz)
=5,6 Hz) =6,3 Hz) 3,56b (1H, m) =11,0 Hz) 3,26b (1H, m) | 3,97 (1H, dd, J
=12,1;3,9 Hz)

- 4,38 (1H,d, J
H-1 _ _ - - 4,36 (1H, s) = 1.1 Hz)
H-2>” - - - - 3,37 (1H, m) 3,28
H-3"” - - - - 3,04 (1H, m) 3,39
H-4” - - - - 3,05 (lH, m) 3,05
H-5 - - - - 3,26 (1H, m) 3,27
H-6" _ ) ) ) 0,96 (3H, d,J 1,06 3H, d, J

=59 Hz) =6,9 Hz)
5-OH 12,65 (s) 12,67 (s) 12,63 (s) 12,63 (s) 12,55 (s) 12,58 (s)
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Tabela 23. Deslocamentos quimicos de '*C das substancias 6,9 e 7.

Quercetina-3-O-ramnosideo Quercetina-3-0-glicosideo Quercetina-3-O-rutinosideo

A . Parvez et al., A . Pokhilo al., A . Pokhilo al.,
Substancia 6 2021 Substancia 9 2021 Substancia 7 2021

1BC DMSO-d; DMSO-d; DMSO-ds DMSO-d; DMSO-d; DMSO-ds

75 MHz 700 MHz 75 MHz 125 MHz 75 MHz 125 MHz
C-2 157,3 157,8 156,3 156,3 157,9 156,4
C-3 1342 134,7 1332 1334 132,6 1333
C-4 177,7 178,2 1774 1774 N.O. 1774
C-5 N.O. 161,8 164,3 161,3 N.O. 161,3
C-6 98,6 99,1 98,5 98,7 98,6 98,8
C-7 164,6 164,6 164,5 164,2 N.O. 164,2
C-8 93,8 94,1 93,4 93,5 93,7 93,5
C-9 156,5 156,9 159,3 156,4 156,7 156,7
C-10 104,0 104,5 104,1 104,0 N.O. 103,9
C-1’ 120,7 121,1 121,3 121,2 121,9 121,6
C-2’ 115,7 116,1 116,0 116,3 116,1 161,1
C-3 145,3 145,7 145,0 148,5 144,9 144,9
Cc-4 148,5 148,9 148,6 144,9 148,5 148,5
C-5 115,5 115,9 115,0 115,3 1152 115,2
C-6’ 121,2 121,5 121,6 121,6 121,6 121,6
C-1” 101,9 102,1 100,7 100,9 101,1 101,2
C-2” 70,1 70,5 73,9 73,2 74,0 74,1
C-3” 70,4 71,1 76,3 76,6 76,1 76,6
c-4” 71,2 71,6 69,7 70,0 70,4 70,6
C-5” 70,7 70,5 77,3 77,6 75,8 76,0
C-6” 17,6 17,9 60,8 61,0 66,9 67,0
C-1” - - - - 100,7 100,7
C-2"” _ - - - 70,3 70,4
C-3” - - - - 69,9 70,0
C-4>” _ - - - 71,4 71,9
C-5” - - - - 68,1 68,2
C-6"” - - - - 17,6 17,9

Legenda: N.O. = Ndo Observado nas analises.
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5.7.4 Kaempferol-3-O-ramnosideo e kaempferol-7-O-rutinosideo
As substancias 8 e 10 (Figura 48) mostraram em seus espectros de RMN de 'H

similaridade em seus deslocamentos de sinais em sua integra, tratando-se de esqueletos

de flavondis e anéis B p-substituidos (sistemas AA’XX).
OH

OHoH
kaempferol-3-O-rutinosideo (8) kaempferol-7-O-rutinosideo (10)

Figura 48. Estrutura quimica dos flavonoides 8 e 10 e enumeragdes de seus carbonos.

A substancia 8 mostrou sinais (Figura 49) em 7,96 ppm (2H, d, J= 8,7 Hz) relativo
aos H-2’ e H-6’, 6,86 ppm (2H, d, J = 8,7 Hz) para H-3’ ¢ H-5’, simpletos em 6,17 ppm
(1H, s) para H-6, 6,38 ppm (1H, s) para H-8, 5,27 ppm (1H, d, J = 7,3 Hz) para o H-1”
da glicose, o qual mostrou correlagdo por HMBC com o C-3 em 133,2 ppm, além de 4,35
ppm (1H, s) para H-1""¢ 0,95 (1H, d, J= 5,4 Hz) para o H-6""’ da ramnose, o qual mostrou
correlagcdo por HMBC com o C-6"" em 66,9 ppm, sendo identificada como kaempferol-3-

O-rutinosideo.
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Figura 49. Espectro de RMN de *H da substancia 8 em DMSO-ds.

A substancia 10 mostrou sinais (Figura 50) em 7,94 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz)
relativos aos H-2’ ¢ H-6’, 6,84 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz) para H-3 ¢ H-5", multipletos em
6,01 ppm (1H, s) para H-6, 6,19 ppm (1H, s) para H-8, 5,22 ppm (1H, d, J = 7,3 Hz) da
glicose, além de 4,38 ppm (1H, s) € 0,99 ppm (3H, d, J = 5,4 Hz) para os H-1"" ¢ H-6""
da metila da ramnose. O H-8 mostrou correlagdo por HMBC com o C-1" em 102,3 ppm

da glicose, auxiliando na identificacdo da substancia como kaempferol-7-O-rutinosideo.
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Figura 50. Espectro de RMN de *H da substancia 10 em DMSO-ds.
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Kaempferol-3-O-rutinosideo (8) e kaempferol-7-O-rutinosideo (8) demonstraram
0 mesmo padrao de multiplicidade para H-2°/H-6" ¢ H-3’/H-5" (Figura 51) em formatos
que podem ser chamados de pseudo-dupletos. E conhecido que esse formato para
sistemas de spin AA’XX’, na verdade se trata de um sistema complexo entre seus
analogos de cada lado dos anéis B, que interagem diferentemente por ndo serem
magneticamente simétricos. S3o chamados de acoplamentos de ordem superior ou

segunda ordem.
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Figura 51. Comparagdo entre os hidrogénios da regido dos aromaticos e anoméricos das substancias 8 e 10.

Enquanto para cada sinal, um dupleto se destaca como acoplamentos orto, o que
parece ser dupletos surgem com menos intensidade nas bases de cada linha principal
como resultados de acoplamentos mefa. Partindo de hipoteses, a prerrogativa inicial
sugere que cada nucleo interage separadamente para fornecer um acoplamento por vez,
sendo em um primeiro instante realizado o acoplamento orfo € em outro momento o
acoplamento meta, diferente de interagdes de H-6’ de anéis B com sistema ABX, onde a
interacdo € instantanea e fornece o duplo dupleto dos acoplamentos com H-2’ ¢ H-5" ao
mesmo tempo. Em resumo, cada sinal representando os nucleos A/A’ e X/X’ ¢ um
multipleto e pode ser chamado de pseudo-dupleto (pd). Mas visualmente observa-se como

dupleto, entdo mantivemos a nomenclatura que € visivel.
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Nao ¢ possivel ver os dupletos menores relativos aos acoplamentos de ordem
superior nos espectros das substancias 8 e 10 pois encontram-se dentro das bases dos
sinais, notados pelo breve alargamento das bases dos mesmos.

Na Figura 51 também ¢ possivel observar deslocamento para regido blindada dos
H-6 e H-8 do kaempferol-7-O-rutinosideo em relagao ao kaempferol-3-O-rutinosideo. As
analises anteriores nos glicosideos de quercetina mostraram que os H-6 ¢ H-8 nao
sofreram deslocamentos significativos quanto aos diferentes substituintes glicosidicos
ligados a mesma posicao C-3 do anel C. O deslocamento estd relacionado diretamente
neste caso, as diferentes conexdes do grupo rutinose aos sitios da estrutura do kaempferol,
deixando claro por estas analises que o substituinte rutinose da posi¢do C-7 atua causando
efeito de blindagem nos H-6 ¢ H-8.

Outro fator que deve ser levado em conta, ¢ o formato da multiplicidade do H-6 e
H-8. Devido a presenga da rutinose em C-7 que apresenta livre rotacdo, estes hidrogénios
experimentam mais de um ambiente magnético, gerando multipletos em forma de cascata.

299

Os sinais das glicoses (H-1"") e ramnoses (H-1""") mostraram-se praticamente indiferentes
frente as mudancas de posi¢des nos flavonoides. As correlagdes por HMBC e COSY estao
representadas pela Figura 52 e os deslocamentos quimicos completos das substincias 8 e

10 estdo dispostos nas Tabelas 24 ¢ 25.

Figura 52. Correlacéo bidimensionais obtidas para identificacdo das substancias 8 (A) e 10 (B).
Setas vermelhas assinalam experimentos de HMBC e em azul, COSY.
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Tabela 24. Deslocamentos quimicos de 'H das substancias 8 e 10.

Kaempferol-3-O-rutinosideo

Kaempferol-7-O-rutinosideo

Isolado apenas kaempferol-3-
O-rutinosideo

Substincia 8 Substancia 10 Pokhilo al., 2021
H DMSO-ds, 300 MHz DMSO-ds, 300 MHz DMSO-ds, 700 MHz

H-6 6,16 (1H, s) 6,01 (1H, s) 6,09 (1H, s)

H-8 6,38 (1H, s) 6,19 (1H, s) 6,29 (1H, s)
H-2’/H-6’ 7,96 2H, d, J=8,7 Hz) 7,94 (2H, d, J = 8,8 Hz) 7,97 2H, d, J=8,7 Hz)
H-3’/H-5’ 6,86 2H, d, J=8,7 Hz) 6,84 (2H, d, J= 8,8 Hz) 6,86 (2H, d, J=8,7 Hz)

H-1” 5,27 (1H, d, J=1,3 Hz) 5,22 (1H, d, J=1,3 Hz) 5,26 (1H,d, J=17,6 Hz)
H-2” 3,15 (1H, m) 3,15 (1H, m) 3,22 (1H, m)
H-3” 3,21 (1H, m) 3,21 (1H, m) 3,24 (1H, m)
H-4” 3,25 (1H, m) 3,28 (1H, m) 3,05 (1H, m)
H-5” 3,23 (1H, m) 3,26 (1H, m) 3,22 (1H, m)
’ 3,25a (1H, m) 3,25a (1H, m) _

H-6 3.67b (1H. m) 3.66b (1H. m) 3,69 (2H, d, J= 10,4 Hz)
H-1"” 4,35 (1H, s) 4,38 (1H, s) 4,39 (1H, d,J= 1,1 Hz)
H-2" 3,40 (1H, m) 3,44 (1H, m) 3,28 (1H, m)
H-3” 3,03 (1H, m) 3,03 (1H, m) 3,39 (1H, m)
H-4°” 3,07 (1H, m) 3,07 (1H, m) 3,07 (1H, m)
H-5” 3,24 (1H, m) 3,25 (1H, m) 3,27 (1H, m)
H-6"” 0,95 (3H, d, J= 6,0 Hz) 0,99 (3H, d, J= 5,4 Hz) 0,99 (3H, d, J= 6,4 Hz)
5-OH 12,53 (s) 12,42 (s) 12,48 (s)

Tabela 25. Deslocamentos quimicos de 3C das substancias 8 e 10.

Kaempferol-3-O-rutinosideo

Kaempferol-7-O-rutinosideo

Kaempferol-3-O-rutinosideo

Substincia 8 Substancia 10 Pokhilo al., 2021
BC DMSO-ds, 75 MHz DMSO-ds, 75 MHz DMSO-ds, 175 MHz
C-2 156,9 156,3 156,4
C-3 133,2 133,4 1333
C-4 1774 176,4 176,9
C-5 161,3 160,2 161,5
C-6 98,9 100,4 99,4
C-7 164,8 161,3 160,4
C-8 93,8 94,8 93,8
C-9 156,7 157,2 156,8
C-10 103,9 102,7 103,1
C-1’ 121,0 121,2 120,9
C-2’/C-6’ 130,8 131,3 130,7
C-3’/C-5° 115,1 1154 115,1
cC-4 160,4 160,2 160,0
C-1” 101,3 102,3 101,6
Cc-2” 74,1 74,6 74,0
C-3” 76,6 76,5 75,8
C-4” 70,5 70,9 69,9
C-5” 75,8 76,1 76,4
C-6” 66,9 67,5 66,8
C-1” 100,7 101,2 100,6
C-2” 70,3 70,7 70,5
C-3” 69,9 70,2 70,3
C-4> 71,8 72,2 71,3
C-5"” 68,0 68,8 68,1
C-6 17,6 18,1 17,6
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5.7.5 Apigenina e 7,4’-dihidroxiflavona
As substancias 14 e 16 (Figura 53) mostraram deslocamentos caracteristicos de

esqueletos de flavonas e anéis B p-substituidos com sistemas AA’ XX’ em seus espectros.

apigenina (14) 7,4’-dihidroxiflavona (16)
Figura 53. Estrutura quimica dos flavonoides 14 e 16 e enumeracdes de seus carbonos.

A substancia 14 mostrou sinais (Figura 54) em 7,94 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz)
relativo aos H-2" e H-6, 7,03 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz) para H-3’ ¢ H-5", simpleto em 6,64
para H-3, além de 6,26 ppm (1H, d, J = 2,0 Hz) para H-6 ¢ 6,54 ppm (1H, d, J = 2,0 Hz)

para H-8, sendo identificada como apigenina.
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Figura 54. Espectro de RMN de 'H expandido englobando todos os sinais da substancia 14.
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A substancia 16 (Figura 55) mostrou sinais em 7,88 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz) para
H-2’ e H-6’, 7,81 ppm (1H, d, J = 8,6 Hz ) para H-5, 6,90 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz) para
H-3’ e H-5’, 6,89 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz) para H-8, 6,84 ppm (1H, dd, J = 8,6 and 2,1

Hz), além do simpleto em 6,67 para H-3, sendo identificada como 7,4’-dihidroxiflavona.
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Figura 55. Espectro de RMN de *H expandido englobando todos os sinais da substancia 16.
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As duas substancias foram previamente reconhecidas como flavonas devido ao
simpleto agudo em 6,64 ppm para apigenina (14) e 6,78 ppm para 7,4’-dihidroxiflavona
(16) gerado em seus espectros referente aos H-3 do anel C observados na Figura 56. O
leve deslocamento para regido desblindada de H-3 da 7,4’-dihidroflavona esté
diretamente ligado a auséncia do grupo 5-OH, que proporciona ligacao de hidrogénio com
o oxigénio do grupo carbonila em C-4, no caso de apigenina. Estando ausente o 5-OH, a
carbonila mantém o maximo de sua eletronegatividade proximo a C-3, o desprotegendo

e assim, proporcionando o deslocamento.
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Figura 56. Comparacéo dos deslocamentos quimicos dos H-3 das substancias 14 e 16. Além de H-6 e H-8 de 14.

Os H-6 e H-8 da apigenina (Figura 57) mostraram nitidos acoplamentos meta na
forma de dupletos, os quais ndo foram visualizados nos flavonoides glicosilados
anteriores. O DMSO-ds pode ter relacdo com a baixa resolu¢do das multiplicidades nos
glicosideos. Analises em equipamentos de poténcias superiores poderiam solucionar esta
questdo, infelizmente este trabalho ndo se propos a seguir esta linha de investigacao.

Na Figura 56 ¢ possivel verificar que os sinais referentes aos H-2’/H-6" e H-3’/H-

5’ exibiram formatos de acoplamentos de segunda ordem para as duas substancias.
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Figura 57. Exibicéo dos sinais de H-2°/H-6" e H-3°/H-5" das substancias 14 e 16.
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A Figura 58 exibe as correlagdes obtidas por HMBC e COSY das flavononas. Nas

Tabelas 26 e 27 podem ser observadas os deslocamentos de 'H e '3C das substincias

isoladas em comparagdo com dados da literatura cientifica.

Figura 58. Correlacéo bidimensionais obtidas para identificacdo das substancias 14 (A) e 16

(B). Setas em vermelhas assinalam experimentos de HMBC e em azul, COSY.

Tabela 26. Deslocamentos quimicos de 'H das substancias 14 e 16.

Apigenina 7,4’-dihidroxiflavona
Substancia 14 Li et al., 2020 Substancia 16 Park et al., 2007

H Acetona-ds, 300 MHz DMSO-ds, 400 MHz DMSO-ds, 300 MHz DMSO-ds, 600 MHz

H-3 6,64 (1H, s) 6,78 (1H, 5) 6,67 (1H, 5) 6,71 (1H, s)

H-5 - - 7,81 (1H,d, J=8,6 Hz) | 7,86 (1H, d, J= 8,7 Hz)

H-6 6,26 (1H,d,J=2,0Hz) | 6,19 (1H,d,J=2,0 Hz) 6,84 (lg’ldg’Z)J: 8,6; 6,89 (1H, ﬁ’z‘;: 87,22

H-8 6,54 (1H,d,J=2,0Hz) | 6,48 (1H,d,J=2,0Hz) | 6,89 (1H,d,J=2,1 Hz) | 6,96 (1H, d,J=2,2 Hz)
H-2°’H-6 | 7,94 (2H,d,J=88Hz) | 7,922H,d,J=8,8Hz) | 7,88 (2H,d,J=8,8 Hz) | 7,90 2H, d, J=8,7 Hz)
H-3’/H-5 | 7,03 (2H,d,J=8,8Hz) | 6,922H,d,J=8,8Hz) | 6,90 2H,d,J=8_8Hz) | 6,92 (1H, d,J=38,7 Hz)

5-OH 13,02 12,95% - -

Legenda: * = referéncia de Milani et al., 2020 em DMSO-ds, 400 MHz.

Tabela 27. Deslocamentos quimicos de '*C das substancias 14 ¢ 16

Apigenina 7,4’-dihidroxiflavona
Substancia 14 Li et al., 2020 Substincia 16 Park et al., 2007
13C DMSO-ds, 75 MHz DMSO-dg, 100 MHz DMSO-d;, 75 MHz DMSO-dg, 150 MHz
C-2 164,2 164,2 162,9 162,5
Cc3 103,9 102,3 1043 104,5
C-4 182,3 181,8 N.O. 176,3
Cc-5 1633 1573 126,8 126,5
C-6 98,8 98,8 115,9 114,8
C-7 164,3 163,7 N.O. 162,5
C-8 93,7 93,9 102,7 102,5
C-9 157,8 1614 N.O. 1574
C-10 104,3 103,7 115,7 116,1
C-I’ 122,1 121,1 122,2 121,8
C-2°/C-6’ 128,1 128,4 128,4 128,1
C-3’/C-5° 115,5 115,9 116,4 115,9
C-4 161,2 161,1 161,2 160,7

Legenda: N.O. = N&o observado nas analises.
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5.7.6 Acido 3,4-dihidroxibenzoico, &acido-3-metoxi-4-hidroxibenzoico e 3,4-
dihidroxibenzoato de metila

As substancias 11, 12 e 15 (Figura 59) demonstraram em seus espectros de RMN
de H, caracteristica de anéis B de flavonoides com sistema ABX. Juntamente com

auséncia de sinais para H-6 e H-8, as analises bidimensionais revelaram se tratar de acidos

fendlicos.
5 oH 5 OH 2 OH
6 /1 6 2 6 1
Ho_ 1 3 Ho_ L 3 HaCO_ 3
OH OCH;g OH
2 2 2
0 o 0
acido 3,4- acido 3-metoxi,4- 3,4-dihidroxibenzoato de
dihidroxibenzoico (11) hidroxibenzoico (12) metila (15)

Figura 59. Estrutura quimica dos cidos fendlicos 11, 12 e 15 e enumeragdes de seus carbonos.

O acido fendlico 11 exibiu sinais (Figura 60) em 7,31 ppm (1H, s,) referente ao
H-2 do anel aromaético, 7,26 ppm (1H, d, J = 7,8 Hz) para H-6 € 6,75 ppm (1H,d, J=7,8
Hz) para H-5. Os H-2 e H-6 mostraram correlacdo por HMBC com a carbonila em 168,3
ppm, sugerindo a presenca deste grupo ligado ao anel aromatico. Apds compara¢do com
a literatura cientifica, a substdncia foi identificada como 4&cido 3,4-

dihidroxibenzoico/acido protocatecuico.

o
S|
S|
=

2.1142

T T T T
4 2 [ppm]

Figura 60. Espectro de RMN de *H da substancia 11 em DMSO-ds.

O espectro de RMN de 'H da substancia 12 mostrou sinais (Figura 61) em 7,41
ppm (1H, s) relativo ao H-2 do acido fendlico, 7,39 ppm (1H, m) para H-6, 6,79 ppm (1H,
d, J = 8,1 Hz) para H-5 e 3,76 ppm (3H, s) caracteristico de metoxila, a qual exibiu
correlagdo com o C-3 em 147,3 ppm, inferindo a posi¢do da mesma ao C-3 do anel
benzeno. Os H-2 e H-6 correlacionaram por HMBC com a carbonila em 168,2 ppm,

auxiliando na identificacdo da substancia como acido 3-metoxi,4-hidroxibenzoico.
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Figura 61. Espectro de RMN de *H da substancia 12 em DMSO-ds.
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A substancia 15 mostrou sinais (Figura 62) em 7,48 ppm (1H, d, J = 1,7 Hz)
relativo ao H-2, 7,42 ppm (1H, dd, J = 8,2; 1,7 Hz) para H-6, 6,88 ppm (1H, d, J = 8,2
Hz) para H-5 e 3,80 ppm (3H, s) da metoxila, a qual mostrou correlagdo por HMBC com

a carbonila em 166,7 ppm, sendo identificada como 3,4-dihidroxibenzoato de metila.
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Figura 62. Espectro de RMN de *H da substancia 15 em acetona-ds.

E possivel observar na Figura 63 que apesar de as trés substincias apresentarem
sistema ABX, somente 3,4-dihidroxibenzoato de metila demonstrou o padrdo de

multiplicidade para os H-2 e H-6 como dupletos e duplo dupletos, respectivamente.
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Figura 63. Comparagdo entre os H-2, H-5 e H-6 das substancias 11, 12 e 15.
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As correlagdes por HMBC e COSY s3ao demonstradas na Figura 64. Os

deslocamentos quimicos de 'H e '3C das substancias sdo exibidos nas Tabelas 28 e 29.

A /_‘ B
H OH H
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OH

Figura 64. Correlacéo bidimensionais obtidas para identificacdo das substancias 11 (A), 12
(B) e 15 (C). Setas em vermelhas assinalam experimentos de HMBC e em azul, COSY.

Tabela 28. Deslocamentos quimicos de 'H das substancias 11, 12 e 15.

Acido 3,4-dihidroxibenzoico Acido 3-metoxi-4- 3,4-dihidroxibenzoato de metila
hidroxibenzoico
A Miyazawa et A Miyazawa et A Miyazawa et
Substancia 11 al., 2003b Substancia 12 al., 2003b Substancia 15 al., 20032
' DMSO-d; DMSO-d; DMSO-d; DMSO-ds Acetona-ds Acetona-ds
300 MHz 500 MHz 300 MHz 500 MHz 300 MHz 500 MHz
7,35 (1H, d,J 7,46 (1H,d,J 7,48 (1H,d,J 7,39 (1H, d, J
H-2 7,31 (1H, 5) =2,0 Hz) 741 (1H, 5) =2,0 Hz) =1,7Hz) =2,0Hz)
H-5 6,75 (1H,d, J 6,80 (1H, d, J 6,79 (1H,d,J 6,85 (1H, d,J 6,88 (1H, d, J 6,80 (1H, d, J
=7,8 Hz) =8,5 Hz) =8,1 Hz) =9,0 Hz) =8,2 Hz) =8,3 Hz)
H-6 7,%6 (1H,d,J 7:30 (1H, dd, J 7,39 (1H, m) 7:45 (1H, dd, J 7142 (1H, dd,J 7134 (1H, dd, J
=7,8 Hz) =38,5;2,0 Hz) =9,0;2,0 Hz) =8,2;1,7 Hz) =38,3;2,0 Hz)
3-OCH;3; - - 3,76 (3H, s) 3,82 (3H, s) - -
CO-CH; - - - - 3,80 (3H, s) 3,80 (3H, s)

Tabela 29. Deslocamentos quimicos de '*C das substancias 11, 12 ¢ 15.

Acido 3,4-dihidroxibenzoico Ac.ido 3.-met0x'i—4— 3,4-dihidroxibenzoato de metila
hidroxibenzoico
Substancia 11 NZ‘Z?‘;%?;’ Substancia 12 “’L‘Zf‘;g&ab“ Substincia 15 M;Zf‘;;g;:’
13C DMSO-d; DMSO-d; DMSO-d; DMSO-d; Acetona-d; Acetona-d;
75 MHz 125 MHz 75 MHz 125 MHz 75 MHz 125 MHz
C-1 122,1 121,9 1239 123,4 121,6 122,0
C-2 116,6 116,7 112,9 113,2 116,2 117,0
C-3 145,1 144,9 1473 151,1 1449 145,0
C-4 150,1 150,0 150,5 147,2 150,2 150,0
C-5 115,0 116,3 114,9 115,1 114,8 115,0
C-6 121,7 121,9 1234 121,8 122,2 123,0
CH; - - 55,6 55,7 51,0 51,0
CcO 168,3 167,2 168,2 167,0 166,7 166,0

92




5.7.7 Lupeol, g-amirina, 24-metilenocicloartanol e friedelina
As substancias 19, 20, 21 e 22 (Figura 65) mostraram caracteristicas de
terpenoides em seus espectros de RMN de 'H obtidos em CHCIz-d, com sinais finos

caracteristicos de metilas na regido mais blindada do espectro.

lupeol (19)

30 20
24-metilenocicloartanol (21)

Figura 65. Estrutura quimica das substancias 19, 20, 21 e 22 e enumeragdes de seus carbonos.

As substancias 19, 20 e 21 foram inicialmente isoladas em misturas e o espectro
de H da mistura foi obtido e exibido da Figura 66, onde é possivel verificar a presenca
de pelo menos 4 substancias pelos sinais de hidrogénios caracteristicos de ligacdes duplas
isoladas pelo espectro de *H. Apos a purificagdo por CLAE, as substancias 19, 20 e 21

puderam ser analisadas por RMM separadamente.
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Figura 66. Espectro de RMN de *H da fragdo MFH3-4.1 em CHCls-d.
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O espectro de RMN de *3C mostrou 4 pares de carbonos na regifo de 100 — 160
ppm, garantindo a presenca de pelo menos uma ligacdo dupla para cada terpenoide
(Figura 67).
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Figura 67. Espectro de RMN de *C da fragdo MFH3-4.1 em CHCls-d.

O espectro de RMN de 'H (Figura 68) da substancia 19 mostrou dois multipletos
com integral para 1H cada em 4,69 e 4,57 ppm caracteristico de hidrogénios ligados ao
C-29 em estruturas do tipo lupano. Estes mesmos mostraram estar ligados ao carbono em
109,3 ppm, e adicionalmente a presenca do carbono em 150,9 ppm (C-20) foram cruciais
para a identificag&o.

Foi possivel indicar a presenca de uma S-OH em C-3 na estrutura devido ao
multipleto em 3,20 ppm ligado ao carbono em 78,9, caracteristico deste grupo em
triterpenos e esteroides. Sinais com integrais para 3H na regido blindada do espectro
confirmaram a presenca de metilas em 1,69 (s, H-30), 1,03 (s, H-26), 0,97 (s, H-27), 0,95
(s, H-23), 0,83 (s, H-25), 0,79 (s, H-28) € 0,77 ppm (s, H-24).
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Figura 68. Espectro de RMN de 'H expandido da substancia 19 em CHCls-d.

2.0000
8.3309

-

- 9.9977

4 3 [ppm]

Comparando com os dados da literatura cientifica (ALEXANDRE et al., 2023),

foi possivel identificar a substancia 19 como o lupeol.

94



Em seu espectro de RMN de *H (Figura 69), a substancia 20 mostrou um sinal em
5,18 ppm (1H, t, J = 3,5 Hz). Este hidrogénio mostrou estar ligado ao carbono 121,6 ppm
e juntamente com a presenca de um carbono em 145,1 ppm, sugeriram ser os C-12 e C-
13 de estruturas de terpenoides dos tipos oleanano ou ursano. Um multipleto em 3,23 ppm
ligado ao carbono 78,9 indicou uma -OH em C-3.

Sinais com integrais para 3H na regido blindada do espectro confirmaram a
presenca de metilas em 1,13 (s, H-27), 1,00 (s, H-28), 0,97 (s, H-23), 0,94 (s, H-24) 0,83
(s, H-26), 0,87 (s, H-29), 0,79 (s, H-25) e 0,87 ppm (s, H-30).

Os demais dados comparados com a literatura cientifica (ALEXANDRE et al.,

2023) possibilitou a identificagdo da substancia 20 como o S-amirina.

5
5
7
0
2
2
2
15

mmmmmm

M 3.2305
1

1.1556
10.4513

-

1.0000

| A

12.1880

E
B —
]

E,

T T T T T T T T T T T T T T T T
5 4 3 2

Figura 69. Espectro de RMN de 'H expandido da substancia 20 em CHClIs-d.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 70) da substancia 21 mostrou dois sinais
multipletos com integrais para 1H cada em 4,71 e 4,66 ppm. Estes hidrogénios mostraram
estar ligados ao carbono 105,9 ppm e em conjunto com o carbono em 156,9 ppm
sugeriram caracteristica de um grupo olefinico terminal. Foi constatada a presenca de uma

S-OH em C-3 pela presenca do multipleto em 3,28 ppm do hidrogénio ligado ao carbono

78,8 ppm.
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Figura 70. Espectro de RMN de *H expandido da substancia 21 em CHCls-d. 95



O espectro mostrou a presenca de 7 metilas com integrais para 3H cada e sinais
em 1,02 (d, J = 6,8 Hz, H-26), 1,02 (d, J = 6,8 Hz, H-27), 0,96 (s, H-30), 0,96 (s, H-18)
0,89 (s, H-28), 0,88 (d, J = 6,3 Hz, H-21), 0,80 ppm (s, H-29), confirmando se tratar de
um triterpeno.

Os dupletos em 0,54 (1H, J =4,1 Hz, H-19,) e 0,33 ppm (1H, J = 4,1 Hz, H-19),
ambos ligados ao carbono 29,8 ppm (C-19) sugeriu que o triterpeno possuia um anel de
trés membros em sua estrutura.

O espectro de **C da substancia 21 (Figura 71) exibiu dois carbonos olefinicos em
105,9 e 156,9 ppm, caracteristicos de ligacbes duplas terminais. Os dados obtidos das
analises por RMN em comparacdo com a literatura cientifica (MUHIT et al., 2019),
possibilitou a identificacdo da substancia 21 como 24-metilenocicloartanol.
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Figura 71. Espectro de *3C da substincia 21 em CHCls-d.
As substéancias 22 e 23 foram analisadas por RMN de *H (Figura 72) em misturas
na proporgéo de 6:1 resolvida pelas integrais de seus sinais. Para melhor visualizacdo dos
sinais, as expansdes foram realizadas separadamente, uma vez que seus deslocamentos

guimicos ndo se sobrepdem.
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Figura 72. Espectro de RMN de *H geral da mistura das substancias 22 e 23 em CHCls-d.
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Os espectros de RMN de *H (Figura 73) da substancia 22 ndo mostrou presenca
de grupos olefinicos, mas mostrou 8 sinais na regido blindada com integrais para 3H cada
em 1,17 (s, H-28), 1,07 (s, H-27), 0,99 (s, H-29), 0,99 (s, H-26) 0,94 (s, H-30), 0,87 (d, J
= 6,3 Hz, H-23), 0,86 (s, H-25) e 0,71 ppm (s, H-24), sugerindo ser um triterpeno.
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Figura 73. Espectro de RMN de 'H expandido na regifo caracteristica de triterpenos da substancia 22.
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Os sinais ndo mostraram presenca de grupo S-OH na posicdo C-3, porém o
espectro de 3C (Figura 74) mostrou sinal de grupo carbonila em 213,3 ppm e em adicio
ao carbono da metila em 6,8 ppm (C-23), confirmou ser um triterpeno com esqueleto do
tipo friedelano. Os demais dados foram comparados com a literatura cientifica
(PEDROZA et al., 2020), sendo possivel identificar a substancia 22 como a friedelan-3-
ona (friedelina).

As comparacOes dos 3C das substancias com a literatura cientifica para

identificacdo das mesmas podem ser visualizadas na Tabela 30.
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Figura 74. Espectro de 3C da mistura das substancias 22 e 23.

As integrais dos sinais de hidrogénios permitiram predizer que as substancias
estavam em uma proporcéo de 6:1 das substancias de 22/23.
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Tabela 30. Deslocamentos quimicos de '*C das substancias 19, 20, 21 e 22.

Lupeol f-amirina 24-metilenocicloartenol Friedelina
Substincia | Alexandre, | Substincia | Alexandre, | Substincia | Mubhit ez | Substincia | Pedroza et
19 etal., 2023 20 etal., 2023 21 al., 2019 22 al., 2020
13C CDCl;, CDCl3, CDCls, CDClL, CDCl, CDCl;, CDCl, CDCl;,
75 MHz 75 MHz 75 MHz 75 MHz 75 MHz 125 MHz 75 MHz 75 MHz

C-1 38,6 38,7 38,5 38,7 31,9 32,1 22,2 22,3
C-2 27,3 27,4 27,1 27,4 30,3 30,5 45,1 41,5
C-3 78,9 79,0 78,9 79,0 78,8 78,9 213,0 213,1
C+4 38,6 38,8 38,7 38,5 40,4 40,6 58,1 58,3
C-5 55,2 55,2 55,1 55,2 47,0 472 42,1 42,1
C-6 18,0 18,3 18,2 18,3 21,1 21,2 41,2 41,3
C-7 342 34,2 32,8 32,6 28,1 26,1 18,2 18,3
C-8 40,7 40,8 38,8 38,8 47,9 48,0 53,0 53,1
C-9 50,3 50,4 47,5 47,6 19,9 20,1 37,3 37,5
C-10 36,9 37,1 36,9 37,1 26,0 26,2 59,4 59,3
C-11 20,8 20,9 23,5 23,6 26,0 26,6 35,5 35,6
C-12 25,1 25,1 121,6 121,7 35,3 33,0 30,4 30,5
C-13 37,9 38,0 145,1 1452 452 454 39,6 39,7
C-14 42,7 42,8 41,6 41,7 48,7 48,9 38,2 38,3
C-15 27,3 274 26,1 26,1 32,8 35,7 32,3 32,4
C-16 35,5 35,5 26,8 26,9 26,4 28,2 35,9 36,0
C-17 42,9 42,8 32,4 324 52,2 52,4 29,9 30,0
C-18 48,2 48,2 47,2 47,2 18,0 18,1 42,7 42,8
C-19 47,9 479 46,8 46,8 29,8 29,9 35,3 35,3
C-20 150,9 151,0 31,0 31,0 36,1 36,2 28,1 28,2
C-21 29,7 29,8 34,6 34,7 18,2 18,4 32,7 32,8
C-22 39,8 39,9 37,2 37,1 349 35,1 39,2 39,3
C-23 27,9 27,9 28,4 28,4 31,2 31,5 6,8 6,8
C-24 15,4 15,3 15,5 15,5 156,9 157,0 14,6 14,7
C-25 16,1 16,1 15,6 15,6 33,7 33,9 17,9 17,9
C-26 16,1 15,9 16,7 16,7 21,8 22,1 20,2 20,3
C-27 14,5 14,5 25,9 26,0 21,9 21,9 18,6 18,6
C-28 18,0 18,0 28,4 28,4 19,3 25,5 32,0 32,1
C-29 109,3 109,3 33,3 333 13,9 14,2 31,7 35,0
C-30 19,3 19,3 23,6 23,6 25,4 19,4 35,0 31,8
C-31 - - - - 105,9 106,0 - -
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5.7.8 Lichexantona
A substancia 23 (Figura 75) foi isolada em mistura com a substancia 22, porém
seus sinais minoritarios nos espectros mostraram se tratar de uma substancia de classe

quimica diferente dos terpenoides.

lichexantona (23)
Figura 75. Estrutura quimica da substancia
23 e enumeragdes de seus carbonos.

O espectro de H (Figura 76) da substancia 23 mostrou em sinais na regido de
hidrogénios aromaticos com dupleto em 6,68 (1H, J = 2,3 Hz) e multipleto em 6,66 ppm
(m, 1H) caracteristicos dos H-5 e H-7 em xantonas. Outros dois dupletos em 6,32 (1H, J
= 2,3 Hz) e 6,29 ppm (1H, J = 2,3 Hz) sugeriram ser os H-4 e H-2 da estrutura

praticamente simétrica.
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Figura 76. Espectro de RMN de 'H das substancias 22 e 23. Expandido na regido dos sinais da substancia 23.

Expandindo a regido dos sinais de *H (Figura 77) é possivel observar o multipleto
de H-7 em 6,66 ppm, o qual acopla em *J com os H-8 da metila. Os H-5, H-4 e H-2

mostraram caracteristicas de acoplamentos de padrdo meta.
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Figura 77. Espectro da substancia 23 expandido nos sinais dos H-2, H-4, H-5 e H-7.
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Duas metoxilas em 3,89 (3H, s) e 3,86 (3H, s) ppm e uma metila em 2,84 ppm
finalizaram os sinais da estrutura. A presenca de simpleto em 13,39 ppm no espectro
confirmou o grupo hidroxila, a qual forma ligagdo de hidrogénio com o grupo carbonila
préximo, mostrada pelo espectro de RMN de **C como o carbono em 182,3 ppm,
sugerindo a estrutura da classe das xantonas.

As andlises de RMN confirmaram as posic¢Ges das metoxilas que estavam ligadas
em C-3 e C-6 pelas correlagdes de HMBC em 3,86 com 165,8 ppm (C-3) e 3,89 com
163,9 ppm (C-6). A metila em 2,84 ppm mostrou correlacdo por HMBC com o carbono
em 143,4 ppm (C-8), confirmando sua posi¢do em C-8. Em comparacgdo com a literatura
cientifica, a substancia foi identificada como lichexantona (DIAZ, et al., 2010).

A Figura 78 representa as correlaces por HMBC e COSY, enquanto é possivel
verificar os deslocamentos quimicos de *H e *C comparados com a literatura cientifica
na Tabela 31.

Figura 78. Correlacdo bidimensionais obtidas para identificacdo da substancia
23. Setas em vermelhas assinalam experimentos de HMBC e em azul, COSY.

Tabela 31. Deslocamentos quimicos de 'H e '*C da substéancia 23.

Lichexantona
Substancia 23 Diaz et al., 2010 Substéncia 23 Diaz et al., 2010
B CDCl;, CDCl;, " CDCl;, CDCl;,
75 MHz 100 MHz 300 MHz 400 MHz
C-1 163,7 163,8 - - -
C-2 96,7 96,8 H-2 6,29 (1H,d,J=2,3Hz) | 6,29 (1H, d,J=2,1 Hz)
C-3 165,7 165,9 - - -
C-4 92,0 92,1 H-4 6,32 (1H,d,J=23Hz) | 6,32 (1H,d,J=2,1 Hz)
C-5 98,3 98,5 H-5 6,68 (1H,d,J=23 Hz) | 6,65 (1H, d,J=2,0 Hz)
C-6 163,7 163,7 - - -
C-7 115,3 1154 H-7 6,66 (1H, m) 6,67 (1H, d, J=2,0 Hz)
C-8 143,4 1438 - - -
C-9 182,3 182,7 - - -
C-10 104,1 104,3 - - -
C-11 156,9 157,0 - - -
C-12 159,3 159,5 - - -
C-13 112,9 113,0 - - -
8-CH; 23,4 23,4 8-CH; 2,84 2,84
3-OCH; 55,6 55,6 3-OCH; 3,86 3,86
6-OCH3; 55,6 55,7 6-OCH3; 3,89 3,89
- - - 1-OH 13,39 13,39
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5.7.9 p-Sitosterol e estigmasterol

[-sitosterol (24) estigmasterol (25)

Figura 79. Estrutura quimica das substancias 24 e 25 e enumeragdes de seus carbonos.

As substancias 24 e 25 (Figura 79) mostraram em seu espectro de RMN de H
(Figura 80) sinais em 5,34 ppm (d, 1H, J = 5,0 Hz), atribuido ao hidrogénio olefinico na
posicdo H-6 para as duas substancias, além de dois duplos dupletos em 5,14 (1H, J = 15,1
e 8,4 Hz) e 5,00 ppm (dd, 1H, J = 15,1 e 8,4 Hz) caracteristicos dos H-22 e H-23 do
estigmasterol. A proporcdo dos esteroides mostrou estar em 10:1 de p-
sitosterol/estigmasterol quando relacionando as integrais dos sinais dos H-6 do p-
sitosterol e H-22 e H-23 do estigmasterol. Um sinal multipleto em 3,51 ppm evidenciou
a presenca de S-OH na posicdo C-3 dos esteroides (LOZANO et al., 2020). Um sinal
caracteristico destes esteroides € a metila em 0,67 ppm.
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Figura 80. Espectro de RMN de 'H expandido na regido dos sinais das substancias 24 e 25 em CHCls-d.

Os esteroides fS-sitosterol (24) e estigmasterol (25) séo largamente isolados em
plantas e o conjunto de seus deslocamentos quimicos de 'H sdo caracteristicos, 0s
diferenciando de muitos triterpenos pelos sinais dos seus H-3, com valores proximos a
3,50 ppm, enquanto para os triterpenos estes valores aparecem deslocado para a regido
blindada do espectro préximo a 3,20 ppm. As 6 metilas presentes no espectro de RMN
referentes ao f-sitosterol aparecem de *H em: 1,00 ppm (H-18), 0,67 ppm (H-19), 0,92
ppm (d, J = 6,4 Hz, H-21), 0,83 ppm (d, J = 6,5 Hz, H-26), 0,81 ppm (d, J = 6,5 Hz, H-
27) e 0,84 ppm (d, J = 7,0 Hz, H-29).
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5.8 Grupos 5-OH dos flavonoides

Na Tabela 32 estao dispostos os deslocamentos quimicos dos grupos 5-OH das
substancias obtidas neste trabalho. Quando analisados os deslocamentos de seus
hidrogénios, percebemos semelhangas nos valores das agliconas luteina, crisoeriol e
apigenina com leve deslocamento de apigenina (0,01 ppm) para regido blindada.

Em acetona-ds, 5-OH de luteolina apareceu em 13,03 ppm em comparaciao ao
DMSO-ds com valor para luteolina em 12,97 ppm, produzindo uma diferenca de 0,06
ppm (CUONG, et al., 2019). Esta breve comparagao exemplifica o efeito do solvente
atuando nos deslocamentos quimicos. Ao comparar o valor de 5-OH de luteolina-3’-O-
ramnosideo (12,94 ppm) com a aglicona em DMSO-ds verificamos um deslocamento

para regiao blindada do espectro de 0,03 ppm.

Tabela 32. Deslocamento quimico dos hidrogénios dos grupos 5-OH dos flavonoides.

Substancia 5-OH (ppm) Solvente

Luteolina (18) 13,03 acetona-ds
Crisoeriol (13) 13,03 acetona-ds
Luteolina-3’-O-ramnosideo (1) 12,94 DMSO-ds
Neoastilbina (2) 11,72 DMSO-ds
Astilbina (3) 11,81 DMSO-ds
Neoisoastilbina (4) 11,90 DMSO-ds
Isoastilbina (5) 11,80 DMSO-ds
Quercetina-3-O-ramnosideo (6) 12,64 DMSO-ds
Quercetina-3-O-rutinosideo (7) 12,56 DMSO-ds
Quercetina-3-0O-glicosideo (9) 12,62 DMSO-ds
Kaempferol-3-O-rutinosideo (8) 12,53 DMSO-ds
Kaempferol-7-O-rutinosideo (10) 12,41 DMSO-ds
Apigenina (14) 13,02 acetona-ds

Os diasteroisdmeros neoastilbina, astilbina, neoisoastilbina e isoastilbina,
demonstraram com eficacia a diferenca nos deslocamentos de 5-OH das flavanonas em
comparagao com flavonas e flavonois. Todas as flavanonas apresentaram deslocamentos
quimicos deslocados para regiao blindada do espectro (abaixo de 12 ppm).

O fator crucial desta diferenca se d4 pela auséncia da ligagao dupla entre C-2 e C-
3, atuando em conjugagdo com a carbonila em C-4 e fortalecendo a ligacdo de hidrogénio
com 5-OH devido a polarizag¢ao no anel C em flavonas e flavonois. Outro fator pode estar
relacionado a interagdao dos grupos carbonilas em C-4 com os hidrogénios dos agucares
estudada por Britto et al. (1995), enfraquecendo a efetividade da ligagao de hidrogénio
com os 5-OH.

102



Ao compararmos os glicosideos de quercetina com a aglicona inferida por Cuong
etal. (2019) com 12,48 ppm em DMSO-ds para seu 5-OH, observamos um deslocamento
para regido desblindada do espectro para os 5-OH nos glicosideos. Quercetina-3-O-
ramnosideo desloca 0,16 ppm, enquanto quercetina-3-O-glicosideo 0,14 ppm e
quercetina-3-O-rutinosideo 0,08 ppm. Esta analise conclui que a presenga do grupo mais
apolar ligada a mesma posi¢do no flavonoide permite que os valores de 5-OH sejam
deslocados com mais facilidade pelo grupo carbonila em C-4.

Apesar de nao ser o foco de seu trabalho, Primikyri ef al. (2015) obteve espectro
de quercetina em acetona-de € obteve valor de 5-OH em 12,51 ppm, com 0,03 ppm para
regido desblindada do espectro em comparagdo ao obtido em DMSO-ds por Cuong et al.,
(2019), garantindo o efeito de solvente para o valor de 0,03 ppm entre estes dois solventes
deuterado nos 5-OH de flavonas e flavonois.

Kaempferol-3-O-rutinosideo produziu valor de 5-OH em regido desblindada
(12,53 ppm) em comparacao com kaempferol-7-O-rutinosideo (12,41 ppm). A diferenca
gerada foi de 0,08 ppm, podendo ser atribuida a presenca de 3-OH em kaempferol-7-O-
rutinosideo, o qual também realiza ligagdo de hidrogénio com o grupo carbonila em C-4,

diminuindo a for¢a de desprotecdo do hidrogénio de 5-OH.

5.9 Deslocamentos quimicos dos *3C dos agucares dos flavonoides

Neoastilbina, astilbina, neoisoastilbina e quercetina-3-O-ramnosideo mostraram
deslocamentos quimicos de C-1"" acima de 100,0 ppm, diferente de isoastilbina (98,5
ppm) e luteolina-3’-O-ramnosideo (99,5 ppm) com C-1"" mais deslocado para regido
blindada, inferindo que a conformagao 25,3R de isoastilbina e a posi¢cdo C-3’ de luteolina-
3’-O-ramnosideo protegem ligeiramente mais os C-1"" de ramnoses. A Tabela 33 exibe os
deslocamentos quimicos das porcdes glicosidicas dos flavonoides dos flavonoides.

Ao compararmos luteolina-3’-O-ramnosideo com luteolina obtido em DMSO-ds
por Cuong et al. (2015) — 113,3 ppm (C-2’), 149,7 ppm (C-4’), 116,0 (C-5") e 119,0 (C-
6’), observamos os deslocamentos quimicos dos C-2°, C-4’, C-5’ e C-6’ para regido
desblindada. O C-4’ (154,6 ppm) de luteolina-3’-O-ramnosideo foi o mais afetado pela
presenca da ramnose com 4,9 ppm para regido desblindada, seguido por C-2’ (3,0 ppm),
C-6’ (3,0 ppm) e C-5’ (1,2 ppm).

Estas duas andlises anteriores corroboram para o fato de o deslocamento
eletronico estar deslocado em sentido a por¢do da ramnose, onde a protecao de C-1" ¢

resultante do fluxo eletronico de C-2°, C-5’ e C-6’ em luteolina-3’-O-ramnosideo.
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Tabela 33. Deslocamento quimico dos *C dos glicosideos de flavonoides isolados

Substancia C-1 c-2 c-3 C-4 C-5 C-6
I;;;fg(l)‘sfzei (% 99,5R 70,0R 70,1 R 71,8R 69,2R 17,7R
Neoastilbina (2) 101,4R 70,3 % 70,3 R 71,4R 69,1k 17,8%

Astilbina (3) 100,1R 70,2 R 70,3 R 71,7R 69,1 R 17,8R

Neoisoastilbina (4) 100,3R 69,7R 70,2 R 71,3R 68,9R 17,3R
Isoastilbina (5) 98,5R 69,9R 69,9R 71,1R 69,0R 17,6®
Quercetina-3-O- 101,9% 70,1R 70,4 R 71,2R 70,7R 17,6®
ramnosideo (6)
Quercetina-3-0- |4 76 73,96 76,36 69,76 77,36 60,8
glicosideo (9)
Quercetina-3-0- IOI,IG 74,1 G 76,1 G 70,4 G 75,8 G 66,9 G
rutinosideo (7) 100,7R 70,3 R 69,9 R 71,4R 68,1 R 17,6%
Kaempfero]-3-0- 101,3 G 74,1 G 76,6 G 70,5 G 75,8 G 66,9 G
rutinosideo (8) 100,7R 70,3 R 69,9 R 71,8R 68,0% 17,6®
Kaempferol-7-O- 102,36 74,66 76,56 70,96 76,16 67,56
rutinosideo (10) 101,2R 70,7R 70,2 R 72,2R 68,8k 18,1k

Legenda: R = ramnose, G = glicose.

Este mesmo efeito de protecdo ou blindagem ¢é menos efetivo nos demais
flavonoides com glicosideos nas posicdes C-3 e C-7. Em destaque, kaempferol-7-O-
rutinosideo mostrou maior desprotecao de C-1" (102,3 ppm) para regido desblindada do
espectro, seguido de quercetina-3-O-ramnosideo (101,9 ppm).

Por sua vez, o C-1” de quercetina-3-O-ramnosideo mostrou estar mais
desprotegido que o C-1” (100,7) de quercetina-3-O-glicosideo, em comparagdo aos
substituintes de mesma posi¢do. Logo se observa no grupo glicose maior disputa de
deslocalizagao eletronica com o anel C do flavonoide que o grupo ramnose. O fato de ser
mais polar que ramnose, influencia este efeito na glicose, o qual se estende aos C-2 e C-
3 do anel C, com deslocamentos para regido blindada do espectro de 1,0 ppm para ambos
(156,3 e 133,2 ppm) em comparagdo com o flavonoide ramnosilado (157,3 e 134,2 ppm).

Os glicosideos de quercetina apresentaram deslocamento ~ 10 ppm para regiao
desblindada de seus C-2 e ~ 1,5 ppm para regido blindada de seus C-3 em comparagao
com sua aglicona (C-2, 146,8 ppm e C-3, 135,7 ppm) reportada por Cuong et al. (2019).

Este fato prova que as porgdes dos glicosideos na posi¢ao C-3 atuam fortemente
desprotegendo os C-2 de suas agliconas. Por outro lado, protegem mais seus C-3,
provavelmente diminuindo o efeito de ressonancia entre os C-2, C-3 e C-4,
deslocalizando para o agucar parte deste efeito. A mesma analogia ¢ empregada para os

rutinosideos de kaempferol comparado a sua aglicona (MILENKOVIC et al., 2019).
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5.10 Consideragdes acerca das andlises por RMN

Todas as substancias foram devidamente comparadas com a literatura cientifica
para correta identificagdo de suas estruturas quimicas. Com excecao dos esteroides, todas
as substancias foram analisadas por HSQC para confirmagio das correlacdes C-H ('J). As
analises por HMBC foram suficientes para obtencdo dos valores dos carbonos
quaternarios da maioria dos flavonoides. Todos os espectros podem ser visualizados na
se¢dao Anexos deste trabalho.

As substancias neoastilbina (2), astilbina (3), neoisoastilbina (4), isoastilbina (5),
quercetina-3-O-ramnosideo (6) e kaempferol-7-O-rutinosideo (10) foram as unicas
substancias da classe dos flavonoides com analises de '’C obtidas para averiguacio
precisa de alguns deslocamentos quimicos sem comprometer a correta identificacao.

Quando observados por HMBC, os H-6 e H-8 em algumas anélises podem
correlacionar tantos com os C-5, C-7, quanto com C-9 gerando sinais muito proximos e
as vezes indistinguiveis. Como exemplo, os carbonos das posi¢oes C-9 dos quatro
diasteroisdmeros 3, 4, 5 ¢ 6 apareceram todos proximos a 162 ppm, sendo esses valores
de deslocamentos quimicos comuns para esses dihidroflavonoides, porém sao proximos
dos valores de C-5 e C-7.

O kaempferol-7-O-rutinosideo (10) mostrou por HMBC correlagdes dos
hidrogénios H-8 e H-6 com carbonos proximos a 102 ppm, sendo distinguidos por '*C
como 102,3 e 102,7 ppm. Desta forma foi possivel confirmar que H-8 além de estar
acoplando com C-9 estava acoplando também com 102,3 que pertencia ao C-1’da glicose,
inferindo a posic¢ao de ligacao da por¢ao do glicosideo ao flavonoide pelo C-7.

Os espectros de '’C sdo de fundamental importncia para identificacio de
triterpenos, visto que a maioria dos esqueletos de triterpenos conhecidos sao estabelecidos
pela literatura cientifica (MAHATO & KUNDO, 1994), ndo sendo crucial dados de
correlagio de HMBC para sua identificagio, pois os valores de muitos de seus 'H sdo
préximos e tornam a andlise visual dos espectros complexa.

Em relagdo aos triterpenos lupeol (19), f-amirina (20), 24-metilenocicloartanol
(21) e friedelina (22) as andlises por '3C inferiram os valores de carbonos com no maximo
1,0 ppm de diferenca de deslocamento quimico, sendo os valores proximos ou iguais aos
das referéncias da literatura cientifica. O espectro de '*C de lupeol e f-amirina foi obtido
enquanto os triterpenoides encontravam-se em mistura na mesma fracao, sendo possivel
ainda assim inferir a presenca completa de seus carbonos. Apods separacdo por CLAE,

apenas os espectros de 'H foram obtidos.
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5.11 Analises por Espectrometria de Massas

As anélises por espectrometria de massas por eletrospray foram obtidas em modo
negativo para os flavonoides (ESI"). Os dados das analises obtidos por de massas dos
flavonoides podem ser visualizados na Tabela 34.

Os ions quasi-moleculares produziram picos condizentes com as respectivas
massas moleculares para as substancias isoladas, corroborando as corretas identificacbes

por analises de RMN uni e bidimensionais.

Tabela 34. Massas ionizadas e fragmentacdes dos flavonoides isolados de M.

acaciifolium.
- TIM-HT

Substancia (n°) ,\iglrerzl‘jl':r MM ) | [M-H] | MS IHZ' H] MS? [M-H] m/z
I@%ﬁéﬁegg) CuHaOw | 432 | CuHiOn | 431,0084 [431] — 285 [M-H-ram]-
Neoastilbina (2) C21H22011 450 C21H21011 449,1080 [449] — 303 [M-H-ram]
Astilbina (3) C21H22011 450 C21H21011 449,1078 [449] — 303 [M-H-ram]
Neoisoastilbina (4) C21H22011 450 C21H21011 449,1077 [449] — 303 [M-H-ram]
Isoastilbina (5) C21H22011 450 C21H21011 449,1080 [449] — 303 [M-H-ram]
gﬁﬁitig]eacﬁé()} CuHxOn | 448 | CuHiOu | 447,0017 [447] — 301 [M-H-ram]-
Quercetina-3-0- ol
rutinosideo (7) C27H30016 610 Ca7H29016 609,1502 [609] — 301 [M-H-rut]
Kaempferol-3-O- .
rutinosideo (8) C27H30015 594 C27H29015 593,1516 [593] — 285 [M-H-rut]
g‘l‘ggféga(g)o CuHuOr | 464 | CuHiO1n | 463,0900 [463] — 301 [M-H-gli]
Kaempferol-7-O- .
rutinosideo (10) C27H20015 594 Ca27H19015 593,1468 [593] — 285 [M-H-rut]
Acido 3,4-
dihidroxibenzoico (11) | GO 154 C7HsO4 153,0193 [153] — 109
Acido 3-metoxi,4-
hidroxibenzoico (12) CsHsO4 168 CsH704 167,0350 [167] — 152,123,108
Crisoeriol (13) C16H1206 300 C16H1106 299,0567 [299] — 284
Apigenina (14) Ci15H100s 270 Ci15H90s 269,0471 [269] — 151,117
3,4-dihidroxibenzoato
de metila (15) CsHsO04 168 CsH704 167,0341 [167] — 152, 111
Zi‘é)'d'h'drox'ﬂa"o”a CisHoOs | 254 | CisHeOq 253,0500 [253] — 135, 117
Eriodictiol (17) Ci15H1206 288 Ci15H1106 287,0555 [287] — 151, 135
Luteolina (18) Ci15H1006 286 Ci15HgOs 285,0418 [285] — 175, 151, 133

As fragmentacdes das perdas de unidades dos glicosideos apresentaram valores
de 146 u (perda neutra de ramnose) para luteolina-3’-O-ramnosideo (1) e quercetina-3-

O-ramnosideo (6), 164 u (perda neutra de glicose) para quercetina-3-O-glicosideo (9) e
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308 u (perda neutra de rutinose) para quercetina-3-O-rutinosideo (7), kaempferol-3-O-
rutinosideo (8) e kaempferol-7-O-rutinosideo (10).

As propostas para as perdas de unidades das ramnoses, glicose e rutinoses séo
representadas na Figura 81, sendo usadas como exemplo as substancias luteolina-3’-O-

ramnosideo (1) e kaempferol-3-O-rutinosideo (8).

A - HO
OH N OH
5 OH
)% ~ramnose H
0 + on |
OH O O O‘ O o
m/z 431

m/z 285

B H- ORamnose
OH WH
OH 308u

HO

H
ORamnose rutlnose + on |
Q HO O o O
\

OH

OH

m/z 593 ° miz285

Figura 81. Proposta para as perdas neutras dos glicosideos das substancias 1 (A) e 8 (B).

Os &cidos fendlicos 11, 12 apresentaram perdas dos grupos acidos representados
por “X™ nas ilustracdes de MS? da Figura 82. Como resultado, foram visualizados nos
cromatogramas 0s picos de valores m/z 109 ([M-H-CO2], 11) e m/z 123 ([M-H-COz])
12) como perdas de 44 u em 11 e 12. Adicionalmente 12 e 15 mostraram picos por MS?
em m/z 152 caracteristico da perda de grupo CHs (15 u) ([M-H-CHz3]) representado por
“Y~. O fragmento por MS? de valor m/z 108 na substancia 12 corroborou para perda de
59 u, caracteristicas do COz e CH3 ([M-H-CO2-CHzs]), representados por “Z™’. Uma perda
de 56 u resultou em um pico em m/z 111 na substéncia 15, permitindo inferir a saida
neutra de parte do anel aromatico ([M-H-C2H402]"), representada por “U™.

O MS? da substancia 13 mostrou um pico em m/z 284, caracteristico da perda de
15 u de grupo CHs ([M-H-CHz]") presente na metoxila da posi¢do 3 do crisoeriol. A
substancia 17 mostrou por MS? dois picos em m/z 151 e m/z 135 representados por “13 A°
” e “L3 B, caracteristicos do desmembramento do anel C do flavonoide por retro Diers-
Alder, onde m/z 151 infere fragmentacdo ionizada no anel A e m/z 135, fragmentacéo

ionizada do anel B.
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A substancia 14 mostrou por MS? pico em m/z 135, enquanto 16 e 18 mostraram
picos em m/z 151, sendo caracteristicos de desmembramento do anel C por retro Diers-
Alder, representado por “}® A™. Os picos referem-se a fragmentago ionizada do anel A.
Por outro lado, picos em m/z 117 em 14 e 16 e m/z 133 em 18 sdo caracteristicos da
fragmentagdo ionizada do anel B, representados por “*® B, resultante de retro Diers-
Alder no anel C.

Por Gltimo, uma fragmentacdo por MS? com pico em m/z 175 na substancia 18
sugere perda neutra do anel B de 110 unidades, por migracao de hidrogénio entre os C-3
e C-1’. A Figura 81 ilustra os esquemas de fragmentacdes dos acidos fenolicos e

flavonoides néo glicosilados.

m/z 123 _\ H-

H -CO2 w- m/z 152
OH X
-CH3 Y-
HO
” OH HO
0 m/z 109
-CO, X-
11 -COy, -CH3 Z
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o
14miz13s A OH
18e 16 m/iz 151 € CoHiOz, H - H
HO 0 m/z 111
h R m/z 123
2
BA- -CO2CH3 - y
” 18 m/z 175 o
R, o L_p l4e16miz117 0
13p- 18 m/z 133 || 0
I
14:R1=0H,R2=H
16:R1=Ro=H -CHz y-
18: R1 =Ry =0OH m/z 152
15

1,3 A OH
m/z 151 <—
HO (6]
N OH

OH O L miz135
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17
Figura 82. Proposta para as fragmentagdes por MS? dos acidos fendlicos e flavonoides ndo glicosilados
isolados de M. acaciifolium.
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5.12 Atividade antimicrobiana

O ensaio antimicrobiano realizado com cepas de bactérias gram-positivas e gram-
negativas mostrou atividades tdxicas presentes nas fases AcOEt dos galhos e fase
H>O/MeOH (hidrometanolica) das folhas.

A fase AcOEt dos galhos exibiu uma atividade antibacteriana de 100% de
toxicidade para as cepas de Staphylococcus aureus e Morganella morganii na
concentragdo de 1000 pg/mL. A fase H>O/MeOH das folhas exibiu atividade
antibacteriana de 89,94% para Staphylococcus aureus e 91,15% para Morganella
morganii, além de 73,52% para Staphylococcus epidermidis.

Dos extratos hexanicos, apenas o extrato das folhas foi efetivo no potencial
antibacteriano com porcentagem de inibicéo de 87,51% na concentragdo de 1000 pg/mL
para Aeromonas hydrophila.

Na Tabela 35 séo apresentados os resultados dos extratos metandlicos, hexanicos,
assim como das fases testadas e valores das porcentagens de inibicdo de crescimento das
cepas bacterianas. E possivel observar que os extratos metandlicos ndo exibiram
atividade. Este resultado esta relacionado principalmente a concentracdo de substancia
ativas estarem em mistura com residuos de graxas, clorofilas, aglUcares livres e outras

substancias ndo ativas, que provavelmente inibem a atividade.

Tabela 35. Porcentagem das atividades antimicrobianas dos extratos metandlicos,
hexanicos e fases de M. acaciifolium.

Amostras AB AH CF EC ECL KP MM PA SA SM STE
Ga MeOH * * * * * * * * * * *
MGa2 - 52,338 - - - 63,848 1007 N 1004 N 43,95¢
+0,09 +0,09 +0,04 +0,03 +0,11
MGaS * * * * * * * * * * *
Ga HEX * * * * * * * * * * *
22,84
* * * * * 1 * * * * *
Fo MeOH +0.03
89,948 91,154 73,528
* * * * * * ) * ’ * 1
MFo3 +0,05 +0,05 +0,03
* 87151A * * * * * * * * *
Fo Hex +0,05
Oxitetraciclina 98,4 99,57 99,57 | 99,57 | 99,77 99,59 99,83 99,65 99,75 99,61 99,66
+0,00 +0,09 +0,00 | +0,08 | +0,00 +0,09 +0,00 +0,00 +0,00 +0,00 +0,01

Legenda: Em destaque amarelo estéo os valores reconhecidos como ativos. Ga MeOH = extrato metandlico dos galhos,
MGa2 = fase AcOEt dos galhos, MGa3 = fase hidrometanolica dos galhos, Ga Hex = extrato hexanico dos galhos, Fo
MeOH, extrato metandlico das folhas, MFo03, fase hidrometandlica dos galhos, Fo MFo3 = fase hidrometandlica das
folhas e Fo Hex = extrato hexanico das folhas. Dados expressos em porcentagem de inibicdo (%) e desvio padrdo
(n=3). (*) amostras que ndo apresentaram atividade, com valores de inibigdo menores que 20%. #p <0,001, Bp <0,01,
Cp<0,5
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As atividades das fases podem estar relacionadas aos constituintes quimicos da
classe dos fenolicos presentes nos extratos metandlicos de M. acaciifolium. Uma vez
concentrados essas substancias em fases, exclui-se ou diminui-se as concentracdes de
substancias ndo ativas, se comparados aos extratos brutos.

Neste trabalho foram isoladas dos extratos metanolicos substancias da classe dos
flavonoides como flavonas, flavonois, flavanonas, uma dihidroxiflavona e &cidos
fendlicos.

Corroborando com este fato, é possivel dizer que a fase ACOEt dos galhos e fase
H>O/MeOH das folhas também sdo portadoras de metabdlitos secundarios das mesmas
classes de flavonoides e acidos fenolicos. Desta forma, os potenciais antibacterianos
contido nestas fases podem estar relacionados a estes compostos fendlicos.

Em especial, a fase AcOEt demonstrou maior concentracdo destas substancias
com potencial antibacteriano. De forma exploratéria, tanto a fase AcOEt dos galhos,
quanto a fase H.O/MeOH das folhas possuem tais substancias em concentragoes
diferentes, porém muito especificas para estas cepas de bactérias Morganella morganii e
Staphylococcus aureus, além de Staphylococcus epidermidis para qual a fase H.O/MeOH
das folhas mostrou maior concentracdo de tais substancias.

E necessario destacar, que além de cepas de bactérias diferentes, as estruturas das
paredes celulares das bactérias sdo diferentes. Morganella morganii é da classe das Gram-
negativas, com paredes de peptideoglicano menos espessas e camada externa de
lipopolissacarideo, porém sem presenca de acidos tecdicos (GAN et al., 2008). Diferente
de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, as quais sdo Gram-positivas e
possuem camadas espessas de lipopolissacarideos e acidos tecoéicos (HAYHURST et al.,
2008).

Independentemente da classe das bactérias, as substancias presentes nestas duas
fases atuam por mecanismos diferenciados para as duas situacdes de ingresso ao interior
das células bacterianas. As duas fases possuem substancias muito polares e das
substancias obtidas na fase AcOEt das folhas (MFo02), 10 delas eram flavonoides
glicosilados.

A presenca de ramnose, glicose e rutinose nos flavonoides das fases ativas podem
ser o fator de acesso as camadas lipopolissacaridica. Estas porc6es glicosidicas podem
atuar substituindo os sacarideos das camadas e assim desestruturando a impermeabilidade
da mesma. Em um caso adicional, pode obstruir as entradas proteicas ou impregnar nas

bicamadas lipidicas internas de Morganella morganii.
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Um fator bem importante sdo as especificidades dos pesos moleculares das
substancias com potencial antibacteriano. Como por exemplo, vancomicina (1.449 Da) e
teicoplanina (1.879 Da) sdo antibacterianos glicopeptidicos usados contra cepas de
bactérias Gram-positivas e sdo ineficazes contra cepas Gram-negativas, devido as
mesmas possuirem Porinas nas paredes celulares externas seletivas para moléculas com
peso moleculares menores que 600 Da (JOHNSON, et al., 1990).

Este exemplo anterior é sem duvida importante para obtencdo de moléculas com
potencial antibacteriano oriundas de Produtos Naturais. Com algumas excecdes, 0S pesos
destas moléculas sdo geralmente na razdo de 200-600 Da. De M. acaciifolium, a molécula
isolada de maior peso molecular foi o flavonoide quercetina-3-O-rutinosideo (7) com 610
Da.

Apesar da pobre barreira de permeabilidade, vencer a barreira peptideoglicana das
bactérias Gram-positivas ndo é simples. O mecanismo mais eficiente e mais funcional
dos antibidticos, € o impedimento da sintese da camada peptideoglicana (RIU et al.,
2022).

Este é provavelmente uma das caracteristicas das substancias presentes na fase
H>O/MeOH das folhas, os quais podem atuar se ligando as unidades de amino&cidos da
parede peptideoglicana, impedindo a adi¢cdo de novas unidades naturais da camada.

Acentuando a efetividade de producdo de substancias com potencial
antibacteriano, o extrato hexanico foi ativo para bactéria Gram-negativa de Aeromonas
hydrophila. Em relacdo a este resultado, a atividade pode estar relacionada aos triterpenos
lupeol e s-amirina presente na composicao do extrato.

O acesso destas substancias da classe dos terpenoides ao interior celular de A.
hydrophila talvez tenha maior probabilidade de ocorrer devido a proteinas presentes nas
camadas lipopolissacaridicas que absorvam especificamente a estrutura quimica destes
triterpenos. Para que isto seja possivel é necessario que estas proteinas possuam
majoritariamente porcdes apolares de aminoécidos como alanina, valina, leucina, etc.

Esta hipotese € levantada devido a alta diferenca de polaridade da propria camada
de lipopolissacarideo e os triterpenos, 0s quais possam chegar a bicamada lipidica por
meio de proteinas especificas.

Com excecdo de 24-metilenocicloartenol, os triterpenos lupeol e f-amirina séo
conhecidos pelas atividades antibacterianas ja exibidas em estudos da literatura cientifica,
em sua maioria, em bactérias Gram-negativas (ROSANDY, et al., 2021; ABDEL-
RAOULF et al., 2015; SHAI et al., 2008).
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O potencial antimicrobiano contido nos galhos e folhas de M. acaciifolium
demonstra o importante papel que esta espécie pode atuar ao combate a microrganismos
como bactérias. Em contraste a diferentes cepas Gram-negativa e Gram-positiva, esta
espécie mostrou potencial antimicrobiano, ainda que em uma dosagem exploratoria de
1000 pg/mL.

Visto a necessidade ao combate de cepas de bactérias clinicamente oportunistas
como Morganella morganii, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis,
Macrolobium acaciifolium surge como nova alternativa de potencial antibacteriano,
permitindo com que as substancias presentes possam atuar ou servir de base sintética para

0 combate a estas bactérias.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi abordado o fracionamento fitoquimico dos extratos de
Macrolobium acaciifolium, o que resultou no isolamento e identificacdo de 15
flavonoides, 3 acidos fenolicos, 4 triterpenos, 1 xantona e 2 esteroides.

As substancias das classes quimicas dos acidos fenolicos, terpenoides e xantona
isoladas e identificadas neste trabalho estdo sendo relatadas pela primeira vez em M.
acaciifolium. Aumentando o conhecimento cientifico acerca das classes quimicas
presente nesta espécie.

Esta pesquisa também mostrou que flavonoides ramnosilados séo
caracteristicamente abundantes no extrato metandlico das folhas de M. acaciifolium,
seguidos de rutinosilados e glicosilados. As agliconas luteolina, quercetina e kaempferol
foram comumente isoladas ligadas aos residuos de agucares citados acima. Além disto,
do extrato metanolico dos galhos de M. acaciifolium, foram isolados apenas agliconas de
flavonoides e &cidos fenolicos.

Devido ao alto potencial antibacteriano das fases AcOEt dos galhos, H.O/MeOH
das folhas e extrato hexanico das folhas, M. acaciifolium mostrou-se ser uma excelente
fonte para obtencdo destes metabdlitos com esta atividade e sendo esta, uma etapa
direcionadora para o uso de fragdes e substancias visando a possivel utilidade desta
espécie como produtora destas substancias como possiveis farmacos.

Os resultados obtidos nesta pesquisa intensificam a importancia do estudo M.
acaciifolium oriunda da floresta Amazonica, contribuindo para o conhecimento quimico

acerca de espécies pertencente ao género Macrolobium e a subfamilia Detarioideae.
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ANEXQOS

Tabela Al. Lista de fragdes, substancias isoladas, massas obtidas e rendimentos.

Fracéo Substancia (n°) h{lr?]sésia Rendimento (%)
MF02.2.6.1.3-5.3.5 Luteolina-3-O-ramnosideo (1) 2,0 0,004
MFo02.2.7.4.1 Neoastilbina (2) 21,0 0,044
MFo02.2.7.4.2 Astilbina (3) 20,0 0,042
MF02.2.7.4.3 Neoisoastilbina (4) 3,4 0,007
MFo02.2.7.4.4 Isoastilbina (5) 8,3 0,017
MFo02.2.7.4.5 Quercetina-3-O-ramnosideo (6) 3,0 0,006
MFo02.4.3.1.3-4.3 . L 3,4

Quercetina-3-0-rutinosideo (7) 0,045
MFo02.4.3.1.5-6.5 18,0
MFo02.4.3.1.3-4.4.3 L 4,0
Kaempferol-3-O-rutinosideo (8) 0,017
MF02.4.3.1.5-6.7 4,0
MFo02.4.3.1.7.2 . L 2,0
Quercetina-3-0-glicosideo (9) 0,012
MF02.4.3.1.8.3 4,0
MF02.4.3.2.4.10 Kaempferol-7-O-rutinosideo (10) 1,3 0,002
MGal.2.3 Acido 3,4-dihidroxibenzoico (11) 13 0,004
MGal.2.6 Acido 3-metoxi,4-hidroxibenzoico (12) 15 0,005
MGal.3.2-3.1.1 Crisoeriol (13) 5,0 0,016
MGal.4-7.2 Apigenina (14) 2,8 0,009
MGal.3.2-3.1.2 3,4-dihidroxibenzoato de metila (15) 1.8 0,006
MGal.3.8-16.6.2 7,4’-dihidroxiflavona (16) 0,5 0,001
MGal.3.8-16.8.2 Eriodictiol (17) 1.2 0,004
MGal.3.8-16.8.4 Luteolina (18) 1,3 0,004
MFoH3-4.1.1 Lupeol (19) 5,0 0,200
MFoH3-4.1.2 S-amirina (20) 3,0 0,120
MFoH3-4.1.3 24-metilenocicloartenol (21) 2,0 0,080
MGaH3.2 Friedelina (22) + Lichexantona (23) 12,0 0,750
MFoH5-7 . . 305,6 12,23
p-sitosterol (24) + Estigmasterol (25)
MGaH5 230,5 14,40
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Imagem Al. Substancias 14 (apigenina), 18 (luteolina), 13 (crisoeriol), 17 (eriodictiol) e 16 (7,4-dihidroxiflavona) eluidas
em CHCls/acetona 8:2. Reveladores FeCls (A), NP/PEG (B), NP/PEG + UV-365 nm (C), UV-365 nm (D) e UV-254 nm (E).
T = substancias juntas. Valores acima das substancias referem-se aos Rf.

iR

Imagem A2. Substancias 1 (luteolina-3’-O-ramnosideo), 6 (quercetina-3-O-ramnosideo), 9 (quercetina-3-O-glicosideo),
8 (kaempferol-3-O-rutinosideo), 10 (kaempferol-7-O-rutinosideo) e 7 (quercetina-3-O-rutinosideo) eluidas em
AcOEt/MeOH/H,0O/HACc 9:1:1:1. Reveladores FeCl; (A), NP/PEG (B), NP/PEG + UV-365 nm (C), UV-365 nm (D) e UV-
254 nm (E). T = substancias juntas.

Imagem A3. Substancias 15, 12 e 11 eluidas em CHCIl3/MeOH 85:15.
Reveladores FeCls (A) e UV-254 nm (B). T = substancias juntas.
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Figura 1A. Luteolina-3-O-ramnosideo (1)e seus deslocamentos quimicos de *H e 3C
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Figura 2A. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds) com supressao do sinal da dgua de 1
em 300 MHz
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Figura 27A. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds) sem supresséo do sinal da dgua de 4
em 300 MHz
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Figura 33A. Espectro HMBC (DMSO-dg) de 4
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Figura 35A. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds) sem supressado do sinal da dgua de 5
em 300 MHz
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Figura 36A. Espectro de RMN de 'H (DMSO-dgs) com supressado do sinal da dgua de 5
em 300 MHz
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Figura 37A. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds) de 5 (expansdo 7,00-4,00 ppm)
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Figura 43A. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds) com supressdo do sinal da agua de 6
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Figura 60A. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds) de 8 (expanso 4,40-0,80 ppm)
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Figura 64A. Quercetina-3-O-glicosideo (9) e seus deslocamentos quimicos de 'H e 3C

[rel]

TILOLT NN o ™
—ORAGN B0 @IS S -
KRBEONOG OO O =Tk
W@ T NS
N GOOOE 6L 3030909 05
=EEE=Z E== =====

10

[The—

5.40

L
T

LRLAD

Figura 65A. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds) com supressdo do sinal da dgua de 9
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Figura 71A. Kaempferol-7-O-rutinosideo (10) e seus deslocamentos quimicos de 'H e
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Figura 74A. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds) de 10 (expansao 4,60-0,80 ppm)
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Figura 76A. Espectro HSQC (DMSO-ds) de 10
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Figura 77A. Espectro HMBC (DMSO-dg) de 10

Figura 78A. Acido 3,4-dihidroxibenzoico (11) e seus deslocamentos quimicos de *H e
13C
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Figura 79A. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds) com supresséo do sinal da dgua de 11
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Figura 83A. Espectro HMBC (DMSO-dg) de 11
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Figura 84A. Acido 3-metil,4-hidroxibenzoico (12) e seus deslocamentos quimicos de *H
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157



-
—
—
-

[T
. o
g L&
=
. _I.I.
o Lo
3 w
g
L&
e
7,41 L
x112,9 6,75 x 114,9 Le
e
7,39x123,4 L
|
—TT 7T —r —
7 6 5 4 3 2 F2 [ppm]
Figura 88A. Espectro HSQC (DMSO-ds) de 12
J\ O
4..}\ N ]\\
rE
- &
=
w
- :_8
-8
g
j : 6,79x 123,9 L&
7,41 [ o
g 3,76 x 147,3 S
S | x150,5 6,79 x 147,3 L1376 L+
L8
re
O 7,41x168,2 F
— T 77— T[T
7 6 5 4 3 2 F2 [ppm]

Figura 89A. Espectro HMBC (DMSO-dg) de 12

Figura 90A. Crisoeriol (13) e seus deslocamentos quimicos de *H e *C
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Figura 92A. Espectro de RMN de H (acetona-ds) de 13 (expansdo 7,75-6,20 ppm)
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Figura 93A. Espectro COSY (acetona-ds) de 13
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Figura 95A. Espectro HMBC (acetona-ds) de 13

Figura 96A. Apigenina (14) e seus deslocamento quimicos de 'H e °C
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Figura 97A. Espectro de RMN de 1H (acetona-ds) sem supresséo do sinal da agua de
14 em 300 MHz
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Figura 98A. Espectro de RMN de *H (acetona-ds) de 14 (expanséo 8,15-6,2 ppm)
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Figura 99A. Espectro COSY (acetona-ds) de 14
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Figura 103A. Espectro de RMN de 'H (acetona-ds) com supressédo do sinal da agua de
15 em 300 MHz
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Figura 104A. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds) de 15 (expansao 7,80-6,65 ppm)
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Figura 105A. Espectro COSY (acetona-ds) de 15
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Figura 109A. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds) com supressao do sinal da agua de
16 em 300 MHz
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Figura 110A. Espectro de RMN de *H (DMSO-ds) de 16 (expansdo 7,95-6,60 ppm)
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Figura 111A. Espectro COSY (DMSO-ds) de 16
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Figura 113A. Espectro HMBC (DMSO-ds) de 16
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Figura 114A. Eriodictiol (17) e seus deslocamentos quimicos de *H e 13C
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Figura 115A. Espectro de RMN de *H (metanol-ds) com supress&o do sinal da agua de
17 em 300 MHz
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Figura 116A. Espectro de RMN de *H (metanol-ds) de 17 (expans&o 7,20-5,20 ppm)
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Figura 120A. Espectro HMBC (metanol-ds) de 17
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Figura 121A. Luteolina (18) e seus deslocamentos quimicos de *H e 13C
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Figura 122A. Espectro de RMN de 'H (acetona-ds) sem supresséo do sinal da agua de
18 em 300 MHz
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Figura 123A. Espectro de RMN de *H (acetona-ds) de 18 (expansao 7,70-6,00 ppm)
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Figura 125A. Espectro HSQC (acetona-ds) de 18
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Figura 126A. Espectro HMBC (acetona-ds) de 18
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Figura 127A. Lupeol (19) seus deslocamentos quimicos de 3C
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Figura 128A. Espectro de RMN de *H (cloroférmio-d) de 19 em 300 MHz
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Figura 129A. Espectro de RMN de *H (cloroférmio-d) de 19 (expanséo 4,90-0,75 ppm)
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Figura 131A. Espectro de RMN de H (cloroférmio-d) de 20 em 300 MHz
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Figura 132A. Espectro de RMN de *H (cloroférmio-d) de 20 (expanséo 5,28-0,75 ppm)
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Figura 133A. 24-metilenocicloartenol (21) e seus deslocamentos quimicos de *C
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Figura 134A. Espectro de RMN de H (cloroférmio-d) de 21 em 300 MHz
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Figura 135A. Espectro de RMN de *H (cloroférmio-d) de 21 (expanséo 4,80-0,20 ppm)
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Figura 137A. Espectro HSQC (cloroférmio-d) de 21

Figura 138A. Friedelina (22) e seus deslocamentos de 3C

174



B W | B (1 e
. L 1 L .|
g oo eBg 8 GRER
12 10 8 6 4 2 [ppm]

Figura 139A. Espectro de RMN de *H (cloroférmio-d) de 22 e 23 em 300 MHz
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Figura 140A. Espectro de RMN de *H (cloroférmio-d) de 22 e 23 (expanséo 2,70-1,16
ppm)
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Figura 141A. Lichexantona e seus deslocamentos quimicos de *H e C

175



"%
10O O N Mmn oo 0 :
~M o MDD ™M~ M - |-
[-X--XT- MANNOOD oMW = w
COO  GEEONN © 0 L Coei
O WO W WWWWOWD mm o~ r
=== ==E==== == = C
NP \/ s
| | s
0] (o) (0] L
mli |lli *
[~
Le
OH o L~
[ @
. o
J‘}\ o Fo
- o P 8 e
4 K & B
= Al w (o] N
T T T T T T T T T T T T T T T
] 5 4 3 [ppm]

Figura 142A. Espectro de RMN de *H (cloroférmio-d) de 22 e 23 (expans&o 6,80-2,70
ppm)
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Figura 143A. Espectro de RMN de ~°C (cloroformio-d) de 22 e 23 em 75 MHz
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Figura 144A. Espectro HSQC (cloroférmio-d) de 22 e 23
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Figura 145A. Espectro HMBC (cloroférmio-d) de 22 e 23
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Figura 146A. Espectro HMBC (cloroférmio-d) de 22 e 23 (expanséo)
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Figura 147A. p-sitosterol (24) e estigmasterol (25) e seus deslocamentos quimicos de *H

observados no espectro
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Figura 148A. Espectro de RMN de *H (cloroférmio-d) de 24 e 25 em 300 MHz
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Figura 149A. Espectro de RMN de *H (cloroférmio-d) de 24 e 25 (expanséo 2,80-0,15
ppm)
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Figura 150A. Espectro de RMN de *H (cloroférmio-d) de 24 e 25 (expanséo 2,80-0,15
ppm)
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