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RESUMO

O Brasil possui uma extensa area florestal, com diversidade de espécies arboreas. Ha
relatos de diversos estudos quimicos com a finalidade de identificar substancias com potencial
econémico e/ou bioldgico nas diferentes partes vegetativas, tais como, folhas, cascas, fruto,
resina e sementes, porém grande parte das espécies exploradas ndo possuem estudos quimicos
dos metabolitos secundarios encontrados na madeira. Dentre as familias vegetais encontra-se
a Fabaceae da qual constitui-se a terceira maior familia das angiospermas, caracterizada
quimicamente por compostos como alcaloides, lignanas, terpenos, entre outras. A espécie
selecionada para este trabalho foi Hymenaea courbaril L. com o objetivo de avaliar os
constituintes quimicos dos residuos madeireiros (cerne) e buscar atividade biolégica das
substancias isoladas. O estudo fitoquimico fez uso de técnicas cromatograficas em coluna (fases
estacionarias de silica gel e sephadex LH-20), em camada delgada e preparativa, utilizando para
identificacdo a técnica espectroscopica de ressonancia magnética nuclear (unidimensional e
bidimensional) e espectrometria de massas de baixa resolu¢cdo. Com o fracionamento do extrato
hexanico obteve-se a purificacdo do diterpeno acido eperuico (1), o qual constitui cerca de 8%
deste extrato. O fracionamento com o extrato metandlico conduziu ao isolamento do diterpeno
(1) e seu éster metilico (2), os triterpenos acido oleandlico (3) e hederagenina (10), os derivados
do resorcinol metoxikermadecina H (4) e kermadecina H (5), e os flavonoides quercetina (6),
fisetinediol (7), liqueritigenina (8), e 3-metdxi-5,7,3°,5’-tetrahidroxiflavanona (9). Sendo as
substancias metdxikermadecina H e 3-metoxi-5,7,3°,5’-tetrahidroxiflavanona inéditas na
literatura. Considerando a necessidade de novos antifingicos de origem natural e o potencial
bioldgico das classes de flavonoides, terpenos e derivados do resorcinol foi realizado o ensaio
antifingico com as substancias 1, 2, 4, 5, 6 e 9 isoladas dos residuos madeireiros frente as cepas
Candida albicans (ATCC 60193) e Cryptococcus gattii (CFP 61), onde a kermadecina H (5) se
destacou entre as substancias testadas.

Palavras-chaves: Fabaceae, Ressonancia Magnética Nuclear, Flavonoides, resorcinol,

antifungico.



ABSTRACT

Brazil has an extensive forest area, with a diversity of tree species. There are reports of
several chemical studies in order to identify substances with economic and biological potential
in the different vegetative parts, such as leaves, bark, fruit, resin and seeds, however most of
the explored species do not have chemical studies of the secondary metabolites. found in wood.
Among the plant families is Fabaceae, which is the third largest family of angiosperms,
chemically characterized by compounds such as alkaloids, lignans, terpenes, among others. The
species selected for this work was Hymenaea courbaril L. in order to evaluate the chemical
constituents of wood residues (heartwood) and to search for biological activity of the isolated
substances. The phytochemical study used column chromatographic techniques (silica gel and
sephadex LH-20 stationary phases), in a thin and preparative layer, using the nuclear magnetic
resonance spectroscopic technique (one- and two-dimensional) and low resolution mass
spectrumetry. With the fractionation of the hexane extract, the purification of the eperuic acid
diterpene (1) was obtained, which constitutes about 8% of this extract. Fractionation with the
methanolic extract led to the isolation of diterpene (1) and its methyl ester (2), the triterpenes
oleanolic acid (3) and hederagenin (10), the derivatives of resorcinol metoxikermadecine H (4)
and kermadecine H (5), and the flavonoids quercetin (6), fisetinediol (7), liquerythigenin (8),
and 3-methoxy-5,7,3',5'-tetrahydroxiflavanone (9). Since the substances metoxikermadecine H
and 3-methoxy-5,7,3',5'-tetrahydroxyflavane are unprecedented in the literature. Considering
the need for new antifungal agents of natural origin and the biological potential of the classes
of flavonoids, terpenes and resorcinol derivatives, an antifungal test was carried out with
substances 1, 2, 4, 5, 6 and 9 isolated from wood residues against Candida albicans (ATCC
60193) and Cryptococcus gattii (CFP 61), where kermadecine H (5) stood out among the tested

substances.

Keywords: Fabaceae, Nuclear Magnetic Resonance, Flavonoids, resorcinol, antifungal.
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1. INTRODUCAO

A maior biodiversidade do planeta encontra-se no Brasil (Ministério do Meio Ambiente,
2016). Com uma extensa area florestal, onde se destaca a Amazonia brasileira, que abriga um
terco das florestas tropicais do mundo e milhares de espécies arboreas. No passado, o setor
madeireiro estava bem presente em todos os estados que compde a Amazonia Legal, fazendo
desta, a principal regido produtora de madeira no Brasil e a segunda do mundo (Barros e
Verissimo, 2002).

Contudo, a industria madeireira produzia aproximadamente 27,750 milhGes toneladas
de residuos madeireiros por ano, correspondendo a 91% de todo o residuo madeireiro do Brasil,
(Sfb e Imazon, 2010). Com isso surgiu uma preocupacdo com 0 meio ambiente na busca por
alternativas para o destino desses residuos, que podem ser usados, por exemplo, como fonte de
matéria-prima para novos produtos, como a confec¢do de pequenos objetos de madeira
(Mendoza et al., 2010).

No passado a exploracdo desordenada da floresta, aliada com a caréncia de tecnologias
e fiscalizacdo, fez com que varias espécies arboreas de grande importancia para a regido
amazonica entrassem em processo de extingdo (Rosa e Ohashi, 1999). Dentre as ameacadas
encontrava-se o pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) de onde se extrai 0 6leo essencial contendo
grande quantidade do monoterpeno linalol, utilizado principalmente como componente de
perfumes finos na industria de cosméticos (Alencar e Fernandes, 1978) e 0 mogno (Swietenia
macrophylla) onde sua madeira era muito apreciada para a fabricacdo de moveis de luxo e
artigos de decoragéo (Rizzini, 1990).

Atualmente o 6rgédo responsavel para fiscalizagdo do corte, transporte e residuos de
madeira € o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA), que publicou uma lista em 2014, contendo 46 espécies ameacadas de extincdo e
nenhuma das duas espécies citadas acima encontra-se nessa lista. Nas ultimas décadas, com a
acao de fiscalizacdo desse 6rgao, percebeu-se uma diminuigdo relevante da exploracéo florestal
desordenada (Ibama, 2014).

Se tratando das caracteristicas e propriedades da madeira, esta € um material
heterogéneo, que em geral é agrupada em duas categorias: as “moles” (coniferas) e “duras”
(folhosas). As madeiras coniferas pertencem ao grupo das gimnospermas e as madeiras folhosas
das angiospermas. As caracteristicas que distinguem esses grupos estdo nas folhas em formas
de agulha e na auséncia de frutos para as gimnospermas, enquanto as angiospermas tém

folhagem larga e sementes encerradas em frutos (Carvalho et al., 2009).
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As plantas possuem 0s metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios
sdo responsaveis pela estruturacdo, plasticidade e armazenamento de energia. Os secundarios
sdo 0s metabdlitos essenciais para a sobrevivéncia e perpetuacao da espécie, sendo encontrado
em baixas concentracdes nas plantas. Estes sdo de grande interesse quanto as atividades
bioldgicas, mas principalmente pelas propriedades medicinais (Simdes et al., 2007). Por isso,
diversos estudos fitoquimicos sdo relatados com as folhas, cascas, fruto e sementes, contudo ha
poucos estudos com a madeira.

Desta forma, o grupo de pesquisa “Plantas da Amazonia: Quimica, Quimiossistematica
¢ Atividade Bioldgica”, coordenado pela Prof®. Dr?. Maria da Paz Lima do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazénia (INPA) vem sendo um dos pioneiros do Brasil no estudo fitoquimico
dos metabdlitos secundarios da madeira, com o intuito de agregar valor ao residuo que seria
descartado. Assim Hayasida e colaboradores (2008) isolou dos residuos do cerne de pau-rainha
(Brosimum rubescens) um alto teor de xantiletina (cumarina), a qual apresentou no estudo
realizado por Magiatis e colaboradores (1998) atividade antitumoral e antibacteriana.

Outros estudos deste grupo com os residuos madeireiros mostraram-se promissores,
como o de Garcia e colaboradores (2018) que identificaram oito isoflavonoides do cerne e
alburno de trés espécies da familia fabaceaea, sendo elas: saboarana (Swartzia laevicarpa),
cumaru (Dipteryx odorata), e sucupira-vermelha (Andira parviflora). Através do estudo da
madeira de demolicdo proveniente da cobertura de prédios do INPA, que possuia cerca de
quarenta e cinco anos isolou-se compostos volateis monoterpénicos (Alcantara et al., 2019). Do
residuo de ipé amarelo (Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose) obteve-se trés
naftoquinonas que apresentaram atividade antiplasmddica contra Plasmodium falciparum e
atividade antifangica significativa contra Cryptococcus neoformans (Melo et al., 2019).

Portanto, considerando a escassez de estudos fitoquimicos com a madeira (cerne e
alburno) da espécie Hymenaea courbaril L., e a disponibilidade de residuos de madeiras desta
espécie no Laboratdrio de Tecnologia da Madeira da COTI/NPA, é que surge a oportunidade

do estudo em parceria.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Familia Fabaceae

A familia Fabaceae também conhecida como Leguminosae esta distribuida no globo
terrestre nas regides tropicais e subtropicais (Figura 1). E considerada a terceira maior familia
das angiospermas, contendo cerca de 727 géneros abrangendo 19.325 espécies (Lewis et al.,
2005; Tropicos, 2019). Estad dividida em trés subfamilias, sdo elas: Caesalpiniaceae,
Mimosaceae e Papilionoideae. Desta a maior subfamilia é Papilionoideae com cerca de 476
géneros e 14.000 espécies, conhecida por suas especies fornecedora de feijoes (Phaseolus);
Mimosaceae com 77 géneros (incluindo Acacia, Dinizia, Inga) e aproximadamente 3.000

espécies e Caesalpiniaceae com 162 géneros e cerca de 3.000 espécies, na qual pertence o

género Hymenaea (Doyle e Luckow, 2003).
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Figura 1. Distribuicdo geografica mundial da familia Fabaceae. Fonte: (Tropicos, 2019)

As espécies da subfamilia Caesalpinioideae, possuem o habitat em regides tropicais e
subtropicais dos hemisférios, somando para a vegetacdo primaria nos continentes americanos,
africanos e asiaticos. Na flora da América do Sul ocorrem 65 géneros, sendo 30 géneros
endémicos, principalmente do Brasil (Ulibarri, 2008). As Caesalpinioideae sdo consideradas de
grande relevancia como grupo taxondmico. Assim como as Mimosoideae e as Papilionoideae
possuem alto valor ornamental e comercial, muitas utilizadas no passado pela industria
moveleira e construcao civil (Reitz et al., 1978).

A Fabaceae é considerada a segunda maior familia em importancia econdmica
especialmente para o setor alimenticio com espécies Lens culinaris (lentilha), Tamarindus

indica (tamarindo) e Arachis hypogaea (amendoim). Algumas espécies fornecem forragem
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como Trifolium repens (trevo) e Vicia faba (fava). Ha muitas espécies ornamentais incluindo
Mimosa caesalpiniifolia, Lupinus arboreus, Delonix regia, Cassia fistula (Judd et al., 2009)
Dos géneros Acacia e Hymenaea sdo extraidas gomas e resinas que sdo de uso comercial na
industria alimenticia (Velasco e Forero, 2018) e de vernizes (Pinto, 1995) respectivamente.
Quimicamente, a familia caracteriza-se pela presenca de flavonoides (incluindo os

isoflavonoides), alcaloides, lignanas, diterpenos dentre outras nas diversas partes vegetativas.

2.2. O Género Hymenaea

O género Hymenaea tem as suas espécies conhecidas popularmente como “jatobas”. As
espécies desse género tiveram origem nas florestas equatoriais africanas, no entanto,
apresentaram excelente adaptacdo em ecossistemas tropicais da América do Sul e Central
(Langenheim e Lee, 1974). Em Hymenaea sdo reconhecidas 16 espécies, distribuidas do
México a América do Sul, exceto Uruguai e Chile (Lewis et al., 2005). Destas, 13 espécies sdo
encontradas no Brasil, e apresentam grande variedade morfoldgica entre si, fato que as colocam
em 23 taxons diferentes, delimitados principalmente pelos caracteres biométricos e
reprodutivos, com énfase as folhas, estruturas florais e frutos (Lee e Langenheim, 1975; Lewis
et al., 2005).

As partes vegetativas das espécies desse género vem sendo usada pelos povos indigenas
para tratar diversas doencas, como diarreia, colica intestinal, anemia, fraqueza pulmonar, asma,
dor de garganta e distdrbios virais (Bezerra et al., 2013; Cartaxo et al., 2010).

Os estudos fitoquimicos em Hymenaea foram relatados em 6 espécies que estdo
distribuidas pelo Brasil (regides norte, nordeste, centro-oeste e sudeste), Jamaica, Suriname e
Quénia. Estudos efetuados com a espécie H. stigonocarpa identificou-se acidos graxos (Matuda
et al., 2005; Silva et al., 2014), diterpenos (Quadro 1) do tipo caurano (Andredo et al., 2010),
labdano (Monteiro et al., 2015; Nogueira et al., 2001) e clerodano (Nogueira et al., 2001) além
de flavanonol (Quadro 2) (Maranhdo et al., 2013). Em H. oblongifolia, os diterpenos
identificados séo do tipo labdano (Cunningham et al., 1973) e quesnano (Jossang et al., 2008).
Diterpenos do tipo labdano também foram encontrados na espécie H. verrucosa (Martin e
Langenheim, 1974). Ha relatos de flavonoides do tipo flavanonol glicosilado (Carneiro et al.,
1993), esteroide e cromona (Carneiro et al., 1993) em H. martiana, flavanonol glicosilado na
espécie H. parvifolia (Ishibashi et al., 1999).

A espécie que possui mais estudos quimicos é H. courbaril contendo diterpenos (Quadro
1) do tipo labdano (Nakano e Djerassi, 1961; Bandeira et al., 2015; Cunningham et al., 1974;
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Marsaioli et al., 1975; Jayaprakasam et al., 2007; Nogueira et al., 2002), clerodano
(Jayaprakasam et al., 2007; Nogueira et al., 2002;) e chefatanano ( Abdel-Kader et al., 2002).
Essa espécie é rica em flavonoides (Quadro 2) do tipo flavanonol glicosilado (Artavia et al.,
1995; Bezerra et al., 2013), flavanonol aglicona (Da Costa et al., 2014), flavan-3-ol (Artavia et
al., 1995; Da Costa et al., 2014) e flavonol (Da Costa et al., 2014), além de cumarinas (Simdes

et al., 2009; Fernandes et al., 2015).

Quadro 1. Estrutura quimica dos tipos de diterpenos em Hymenaea.

caurano labdano

chetafanano clerodano

Quadro 2. Estrutura quimica dos esqueletos de flavonoides em Hymenaea.

flavonol flavanonol

O
OH

flavan-3-ol
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2.3. A Espécie Hymenaea courbaril L.

Hymenaea courbaril L. (Figura 2), contém 13 sinonimias (Tropicos, 2019; Lista 1). Tem
ampla distribuicdo na América do Sul e América Central, do México até o Paraguai. Ocorre de
forma dispersa na mata de terra firme e de certas varzeas altas (Shanley e Medina, 2005). E
popularmente conhecida como jatoba, jutai, jutai-amarelo, dentre outros. Sua arvore pode
chegar de 15-20 metros de altura. Seus frutos (Figura 2) apresentam formato de vagem com
casca e sementes marrom escura, polpa de cor amarela intensa, sabor doce e aroma
caracteristico. Quando frescos, sdo apreciados pela populacdo e animais. A polpa da fruta pode
ser usada na formulacdo de lanches extrusados para fornecer melhor sabor e enriquecer o
alimento com fibras (Chang et al., 1998).

A madeira € dura, pesada e no passado possuia grande valor comercial, sendo muito
valorizada por sua durabilidade e caracteristica de ndo apresentar rachaduras, isso fez desta uma
das madeiras mais aceitas no mercado externo. Era empregada na construgdo civil, para
confeccdo de artigos de esportes, cabos de ferramentas, esquadrias, moveis e na construcao de
canoas por ribeirinhos do norte do pais. Na medicina popular, até hoje, ha indicacéo de uso do
ché contra gripe, bronquite, cistite, diarreia, verme, colicas, infec¢des, para ajudar na digestao
(Shanley e Medina, 2005; Lorenzi, 1992).

A resina exsudada do tronco tem coloragcdo amarelo transparente que se concentra
cristalizada em pedagos sobre as raizes e possui aroma. Ficou conhecida como “jutaicica” e

“Brasil Copal”. Desde a antiguidade foi empregada em obras de artes e com mais vigor na

industria de vernizes e pela populacdo ribeirinha na calafetacdo de barcos (Pinto, 1995).

Figura 2. Arvore H. courbaril (A) e seu fruto (B). Fonte:www.arvores.brasil.com.br.
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Lista 1. Sinonimias botanicas de Hymenaea courbaril L.

Hymenaea animifera Stokes
Hymenaea candolleana Kunth
Hymenaea confertifolia Hayne
Hymenaea courbaril var. obtusifolia Ducke
Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (Hayne) Y.T. Lee & Langenh.
Hymenaea courbaril var. subsessilis Ducke
Hymenaea courbaril var. villosa Y.T. Lee & Andrade-Lima
Hymenaea multiflora Kleinhoonte
Hymenaea resinifera Salisb.
Hymenaea retusa Willd. ex Hayne
Hymenaea splendida Vogel
Hymenaea stilbocarpa Hayne
Inga megacarpa M.E. Jones

O fruto do jatoba é consumido desde antiguidade pelas populacdes de varias regides.
Dias et al. (2013) avaliou a composicdo nutricional de partes vegetativas do jatoba, estes
encontraram algumas substancias com alto potencial nutricional. Na fragdo lipidica pode-se
identificar como majoritarios o &cido linoleico (1) com 47,91 % e palmitico (2) tendo 25,04%
na polpa e semente, respectivamente; o acido oleico (3) com 46,09 % na polpa e 24,96 % no
6leo (Quadro 3).

Quadro 3. Estrutura quimica dos acidos graxos identificados em H. courbaril L.

1- 4cido linoleico; 2- &cido palmitico; 3- &cido oleico
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https://www.tropicos.org/Name/13020504
https://www.tropicos.org/Name/13020505
https://www.tropicos.org/Name/13020508
https://www.tropicos.org/Name/13005951
https://www.tropicos.org/Name/13045666
https://www.tropicos.org/Name/13005952
https://www.tropicos.org/Name/13045667
https://www.tropicos.org/Name/13005958
https://www.tropicos.org/Name/13020519
https://www.tropicos.org/Name/13020520
https://www.tropicos.org/Name/13020523
https://www.tropicos.org/Name/13020525
https://www.tropicos.org/Name/13008824

A espécie H. courbaril é rica em compostos quimicos volateis provenientes do 6leo
essencial extraido da casca do fruto, folhas e resina onde ha predominancia de compostos
sesquiterpénicos (Quadro 4). No dleo essencial extraido da casca do fruto maduro identificou-
se os produtos majoritarios a-copaeno (4) e espatulenol (5) com 11,1% e 10,1%,
respectivamente, j& na casca do fruto verde ha o germacreno-D (6) e B-cariofileno (7) contendo
31,9% e 27,1%, respectivamente (Aguiar et al., 2010). Mercés e colaboradores (2018)
identificaram o oxido de cariofileno (8) com 20,63% nas folhas frescas. Da resina da vargem
a-himachaleno (9), selina-4-(14),7(11)-dieno (10) e ciclosativeno (11) (Quadro 4) (Khoo et al.,
1973).

Quadro 4. Estrutura quimica dos compostos majoritarios do 6leo essencial de H. courbaril.

10

4- a-copaeno; 5- espatulenol; 6- germacreno-D; 7- B-cariofileno; 8- 6xido de cariofileno; 9- a-himachaleno; 10-
selina-4-(14),7(11)-dieno; 11- ciclosativeno

Os diterpenos possuem predominancia nessa espécie, tendo mais substancias isoladas
em comparagao com outras classes. Inclusive os primeiros estudos com jatoba identificaram o

diterpeno acido copdlico na resina (Nakano e Djerassi, 1961). Estudos posteriores realizados
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em diferentes partes vegetativas como, casca, resina, semente, folhas, fruto e galhos isolaram

substancias dessa classe com os esqueletos dos tipos labdano (12-16, 19, 22 e 26-30), clerodano
(17, 18, 20 e 21) e chefatanano (23-25), sendo mais abundante do tipo labdano (Quadro 5,

Tabela 1).
Tabela 1. Diterpenos identificados em Hymenaea courbaril.
No Substancia [Parte vegetativa] "eferéncia
12 | (-)-Acido copalico [R] &P
13 | Acido labd-13-en-8-ol-15-6ico [R]%; [C]% [FR]®
14 | Acido eperua-7,13-dien-15-6ico [C]
15 | Acido labdan-8-p-ol-15-6ico [C]@
16 | Crotomaclina [S]°
17 | Metil(-)-(5R,8S,9S,10R)-clerod-3-en-15-0ato [C]¢
18 | Acido (5R,8S,9S,10R)-cleroda-3,13E-dien-15-6ico [S]f
19 | (-)-Ozato de metila [C]®
20 | Metil(5S,8S,9S,10R)-clero-3,13-dien-15-0ato [S]%; [C]®
21 | Metil(5R,8S,9S,10R)-clero-3,13-dien-15-0ato [C]°
22 | (-)-Zanzibarato de metila [C]°
23 | Acido (13R)-2-0x0-13-hidroxi-1(10),14-ent-

halimadien-18-0ico

[F]; [CAT; [G]"
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Acido (13R)-13-hidroxi-1(10),14-ent-halimadien-18-

oico

[F]; [CA]; [G]"

25 | Acido (2S,13R)-2,13-di-hidroxi-1(10),14-ent- [F]; [CA]; [G]"
halimadien-18-6ico
26 | Ester metilico do &cido labd-13E-em-8-0l-15-6ico [S]¢
27 | Acido (13E)-labd-7,13-dien-15-6ico [S]; [FI°
28 | Acido labd-8(17),13E-dien-15-6ico [S]°
29 | Acido labdanélico [S]¢
30 | (5S,9S,10R)-ent-labd-8(17)-en-15-acetato de etila
[RI°

R- Resina; C- casca; FR- fruto; S- semente; F- Folha; CA- caule; G- galhos
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a-Nakano et al., 1961; b- Bandeira et al., 2015; c- Cunningham et al., 1974; d- Marsaioli et al., 1975;
e- Jayaprakasam et al., 2007; f- Nogueira et al., 2001; g-Nogueira et al., 2002; h- Abdel-Kader et al.,
2002.

Quadro 5. Estruturas quimicas dos diterpenos identificados em H. courbaril.
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12- (-)-Acido copalico; 13- Acido labd-13-en-8-0l-15-6ico; 14- Acido eperua-7,13-dien-15-6ico; 15- Acido
labdan-8-B-ol-15-6ico; 16- Crotomaclina; 17- Metil(-)-(5R, 8S, 9S, 10R)-clerod-3-en-15-0ato; 18- Acido (5R, 8S,
9S, 10R)-cleroda-3,13E-dien-15-6ico; 19- (-)-Ozato de metila; 20- Metil(5S, 8S, 9S, 10R)-clero-3,13-dien-15-
oato; 21- Metil(5R, 8S, 9S, 10R)-clero-3,13-dien-15-0ato; 22- (-)-Zanzibarato de metila; 23- Acido (13R)-2-0x0-
13-hidroxi-1(10), 14-ent-halimadien-18-6ico; 24- Acido (13R)-13-hidroxi-1(10), 14-ent-halimadien-18-6ico; 25-
Acido (2S, 13R)-2,13-di-hidroxi-1(10), 14-ent-halimadien-18-6ico; 26- Ester metilico do 4cido labd-13E-em-8-
ol-15-6ico; 27- Acido (13E)-labd-7,13-dien-15-ico; 28- Acido labd-8(17), 13E-dien-15-6ico; 29- Acido
labdandlico; 30- (5S, 9S, 10R)-ent-labd-8 (17)-en-15 acetato de etila.

Obs: Continuagdo do Quadro 5, pag.25.

Ha relatos de substancias fenolicas nas folhas e na seiva, no qual isolou-se 0s
flavonoides com os tipos flavan-3-ol 31 e 33, flavonol 32 e flavanonol 33 e 34 (Quadro 6,
Tabela 2). Simdes et al (2009) e Fernandes et al (2015) a partir das sementes isolaram quatro
cumarinas (36-39) onde as ipomopsina (36) e himenaina (37) apresentaram atividade
antioxidante (Quadro 7, Tabela 2).

Tabela 2. Flavonoides, cumarinas e procianidina de Hymenaea courbaril

Substancia [Parte vegetativa] "eeréncia
31 (-)-Epicatequina [F]°
32 Fisetina [SX]P
33  Fisetinediol [SX]P
34 Fustina [SX]P
35 3-O-Metil-2,3-trans-faustina [SX]°

28



Cumarinas

36 Ipomopsina [S]¢
37 Himenaina [S]°
38 Himenaina7-0-p-glucopiranosil- (1-2)-0O-a-
apiofuranosideo [S]¢
39 Himenaina 7-O-g-glucopiranosil-(1-2)-0O-a- [S]°
apiofuranosil-(1- 2)-O-agalactopiranosideo
Procianidina
40 Epicatequina-4-(Benzilitio) [C]*

F- folha; SX- seiva do xilema; S-semente; C- casca
a- Artavia et al., 1995; b- Da Costa et al., 2014; c- Simdes et al., 2009; d- Fernandes et al., 2015.

Obs: Continuagdo da Tabela 2, pag.26.

Quadro 6. Estrutura quimica dos flavonoides de Hymenaea courbaril.

OH

31- (-)-Epicatequina; 32- Fisetina; 33- Fisetinediol; 34- Fustina; 35- 3-O-Metil-2,3-trans-faustina.
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Quadro 7. Estrutura quimica das cumarinas de H. courbaril.

R m
OCHj ~o o} o

39

36- Ipomopsina; 37- Himenaina; 38- Himenaina7-O-4-glucopiranosil- (1-2)-O-a-apiofuranosideo; 39- Himenaina 7-
O-p-glucopiranosil-(1-2)-O-a-apiofuranosil-(1- 2)-O-agalactopiranosideo.

A literatura reporta diversos estudos realizados com os extratos das diferentes partes das
plantas (folhas, caule, polpa, tronco, casca, frutos e sementes) de espécies do género Hymenaea,
alguns deles sdo: atividade anti-inflamatéria (Bezerra et al., 2013; Orsi et al.,, 2012),
antileishmanial (Ribeiro et al., 2014), larvicida (Aguiar et al., 2010), antiviral (Cecilio et al.,
2012), antimicrobiana (Fernandes et al., 2015) e antidiarreica (Orsi et al., 2012). Para
substéncias isoladas séo escassos 0s estudos sendo reportado apenas para sete substancias, que

estdo relatadas na Tabela 3.

Tabela 3. Substancias que apresentaram atividade bioldgica no género Hymenaea.

Atividade Substancia Efeito EspéciegReferencias
fisetinediol CEso: 28 pg/mL H. courbaril 2
Antioxidante taxifolina CEso: 48 pg/mL H. courbaril?
ipomopsina CEso: 100 um H. courbaril®
himenaina CEso: 100 um H. courbaril®
Antifungal fisetina MIC: <128 ug/mL  H. parvifolia®
ICs0 = 109 pg/mL
Miorelaxante Astilbina 49,87% contracao H. parvifolia®
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de 100 pg/mL

Inibicdo da Astilbina e DEso: 7€ 9 um H. courbarild

caseina quinase neoastilbina (para ambas)

a- Imai et al., 2008; b- Simdes et al., 2009; c- Ishibashi et al., 1999; d- Da Costa et al., 2014.

Obs: Continuacdo da Tabela 3, pag.28.

2.4 Atividade antifungica

No Brasil, as infec¢des fungicas humanas sdo predominantes pois cerca de 3,8 milhGes
de individuos no pais estdo sofrendo de infec¢des fungicas graves, principalmente pacientes
com cancer maligno, transplantados, asma, tuberculose prévia, infec¢do pelo HIV e aqueles que
vivem em areas endémicas para fungos verdadeiramente patogénicos (Ahmad et al., 2011;
Giacomazzi et al., 2016). Dentre os fungos mais causadores de infeccBes encontra-se
Cryptococcus spp e Candida spp.

Estudos na area de pesquisa de Cryptococcus tem se expandido globalmente isso esta
ligado a alarmante mortalidade associada as doencas causadas por C. neoformans e C. gattii.
Estima-se que aproximadamente 1.000.000 de casos de meningite criptocécica ocorrem a cada
ano em pacientes com AIDS resultando em aproximadamente 600.000 mortes dentro de trés
meses apés a infeccdo (Albuquerque e Rodrigues, 2012).

Estima-se que cerca de 25 a 75% dos individuos saudaveis podem apresentar Candida
spp. (Williams et al., 1997). A espécie Candida albicans é predominante em cerca de 20 a 30%
das mulheres, sendo colonizada na mucosa vaginal (Oliveira et al., 1993; Val e Almeida Filho,
2001). Apesar da disponibilidade de agentes antifingicos é elevada a taxa de mortalidade no
ambiente da UTI por infecgdes causadas por Candida em pacientes cirdrgicos (Tortorano et al.,
2011).

Com o aumento do uso de drogas antifingicas, o nimero de relatos de resisténcia aos
medicamentos antifingicos também aumentou, tornando-se necessario descobrir novos agentes
antifangicos (Vieira e Santos, 2016). As classes dos metabolitos secundarios como, taninos,
alcaloides, terpenoides e flavonoides vem sendo relatadas por suas propriedades antifungicas
testadas in vitro (Tiwari e Mishra, 2011; Salas et al., 2011; Serpa et al., 2012). Considerando a
predominancia das classes dos terpenos e flavonoides no género Hymenaea e os poucos estudos
relatados com substancias isoladas € de grande relevancia isolar e identificar substancias da

madeira e testar sua atividade antifungica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar estudos quimicos dos residuos madeireiros de Hymenaea courbaril L.,

buscando atividade antifungica nas substancias isoladas.

3.2 Especificos

v" Isolar as substancias dos extratos metandlico e hexanico de Hymenaea courbaril;

v' Identificar ou elucidar as substancias isoladas dos extratos por técnicas espectroscépicas

e espectrométricas;
v Realizar ensaio de atividade antifingica das substancias isoladas;

v Contribuir para o conhecimento quimico dos residuos madeireiros de Hymenaea

courbaril L;
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os residuos madeireiros foram obtidos no Laboratério de Tecnologia da Madeira (LTM)
da Coordenacdo de Tecnologia e Inovacdo (COTI). Os procedimentos fitoquimicos foram
realizados no Laborato6rio de Quimica de Produtos Naturais- LQPN, localizado na Coordenacéo
de Tecnologia e Inovacdo — COTELI. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
espectros de massas (EM) foram obtidos na Central Analitica do Laboratério Tematico de
Quimica de Produtos Naturais (CALTPQN). Todos os laboratérios estdo localizados no
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA)

4.1 Materiais e equipamentos

Cromatografia em coluna (CC): Os fracionamentos cromatograficos foram
realizados em coluna de vidro com comprimentos e diametros variados, conforme a quantidade
de amostra a ser fracionada, utilizando as seguintes fases estacionérias: silica gel 60 com
particulas entre 70-230 e 230-400 mesh ASTM (Sigma-Aldrich) e Sephadex-LH20 (Sigma-
Aldrich).

Cromatografia em camada delgada (CCD): As analises em camada delgada foram
realizadas em cromatofolhas de aluminio de 0,2 mm de espessura com silica gel 60 tendo
indicador de fluorescéncia F2s4 (Merck).

Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP): As analises em escala
preparativa foram desenvolvidas em cromatoplacas de vidro impregnada com silica gel, com
tamanho 20 x 20 cm com espessura de silica gel de 1,0 mm. A placa foi ativada em estufa a
100°C por 30 minutos. A recuperacdo das amostras foi efetuada utilizando o solvente
diclorometano.

Reveladores: A revelacdo das faixas (spots) foi feita por meio de radiagéo ultravioleta
(254 nm e 365 nm) e em solugdo alcodlica de vanilina sulfdrica com aquecimento em chapa
aquecedora.

Solventes: Para cromatografia foram utilizados solventes comerciais destilados no
LQPN-INPA, sendo eles hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol. Para
analises em RMN utilizou-se os solventes deuterados: cloroférmio, acetona e metanol (Sigma-

Aldrich) e para a analise de Espectrometria de Massas 0s solventes possuiam grau de pureza HPLC.

e Agitador Magnético com Aquecimento: Fisatom, Modelo 753°

e Balanca Analitica: Shimadzu, Modelo AUY 220, com capacidade até 220 g
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e Chapa de aquecimento - marca Fisatom, modelo 753

e Lavador Ultrassonico: Ultronique, Modelo Q3 _8/40

e Lampada Ultravioleta: Spectroline, Modelo ENF-240C/FE

e Evaporador Rotativo: Yamato, modelo RE500, equipado com banho Yamato BM
200

e Moinho elétrico: Modelo MA 340

e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Aparelho Bruker, Modelo Fourier-300 (300
MHz para RMN He 75 MHz para RMN *3C) e tendo em algumas amostras como
padrdo interno tetrametilsilano (TMS). Os espectros foram processados no programa
TopSpin da Bruker versao 4.0.7.

e Espectrometro de Massas (EM): Os espectros de massas de baixa resolucdo foram
obtidos no espectrometro AmazonSpeed (BrukerDaltonics) por inje¢éo direta com fonte
de ionizagéo ESI no modo positivo com faixa de detecgdo de 100-1000 Da. Os espectros
de massas foram processados através do programa Xcalibur 2.1. As amostras foram

preparadas na concentracdo de 1 mg/mL em Acetonitrila.

4.2 Obtencdo e identificacdo das espécies

As amostras dos residuos madeireiros de Hymenaea courbaril L sdo provenientes do
projeto INCT-Madeiras da Amazonia. E sua identificacdo foi realizada pelo Anatomista de
Madeira Jorge Alves de Freitas no Laboratorio de Anatomia e ldentificagdo de Madeiras
(Xiloteca) da Coordenacéo de Tecnologia e Inovacdo- COTI-INPA. A andlise foi efetuada com
bases nas técnicas de identificagdo anatdbmica macroscépica da madeira, seguindo as

orientagcdes nas normas técnicas (Copant, 1974; Ibama, 1991).
4.3 Obtencéo dos extratos brutos

Para a preparacao dos extratos, os residuos foram cortados em pedagos menores, em
seguida moidos em um moinho elétrico, apresentando um aspecto fisico de pé e pesado em uma
balanca analitica. Este, em frasco mariote, foi submetido a maceracbes a frio de baixa
polaridade e alta polaridade (hexano e metanol, Esquema 1), separadamente, por um periodo
de sete dias para cada solvente. O extrato hexanico apresentou coloracdo incolor e 0 metandlico
marrom escuro. Em seguida, os solventes foram concentrados e os extratos colocados em um

frasco seco e limpo para secagem seguida de pesagem.
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Os extratos hexanico e metandlico foram codificados, respectivamente, como HCH e

HCM cujo teor extrativo foi calculado pela seguinte formula:

Rendimento (%) = Massa do extrato (g) x 100

Massa inicial da amostra seca (g)

Evaporacio do hexano EXTRATO HEXANICO
(rotacvaporador) (HCH)
0,83 ¢
Material vegetal de
H. courbaril
(399,10 g) Maceragio a frio com

hexano
(7 dias)

L—{ TORTA RESIDUAL

Maceragio a frio com
metanol (7 dias)

Evaporagao do metanol
(rotaevaporador)

A

EXTRATO METANOLICO TORTA RESIDUAL |
(HCM)
8,97¢

Esquema 1. Obtencdo dos extratos de H. courbaril.

4.4 Fracionamento Cromatografico do extrato hexanico de Hymenaea courbaril (HCH)

O extrato hexanico (HCH) avaliado em CCD mostrou-se promissor para fracionamento
cromatogréfico, o qual foi efetuado em coluna de silica gel (230-400 mesh), eluida em hexano
e acetato de etila, em mistura de polaridades crescente resultando em 56 fragfes (Esquema 2;
Tabela 4). As fracBes 43-56 foram reunidas (HCH-43; 333 mg) e submetida a novos
fracionamentos conforme Esquema 3 (subtopico 4.5.1). Todas as fracOes e subfracdes foram
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analisadas em CCD, reunidas, codificadas e pesadas. As substancias isoladas foram analisadas
em RMN.

HCH
(0,83 2)
. Hexano Coluna de Silica 70-230 mesh
A- Acetato de etila h=41,1 cm 0=2.8 cm

Empacotada em hexano

H:A H:A H:A H:A H:A H:A A
9:1) (85:5) 9:1) (75:25) (7:3) (6:4) 100%

[ 130 | | 4044 | | 4549 | [ 50510 | [ 5253 | | 54 | | 5556
1

Fragoes 43-56
HCH-43
(333 mg)

Esquema 2. Fracionamento cromatografico HCH.

Tabela 4. Reunido das fragoes obtidas de HCH.

Fracdes reunidas Cadigo Massa (mg)
1-8 HCH-1 42
9 HCH-9 4
10-15 HCH-10 218
16-42 HCH-16 75
43-56 HCH-43 333

4.4.1 Fracionamento Cromatografico de HCH-43

A fracdo HCH-43 (333 mg) foi fracionada em coluna Sephadex LH-20 (h=46,8 e @=2,8
cm) eluida em metanol fornecendo 10 fragfes (Esquema 3; Tabela 5). Da subfracdo 4 (HCH-
43.4; 289,4 mq) retirou-se 40 mg da amostra para purificacdo por cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) em silica gel. Esta solubilizou-se em diclorometano (DCM)
submetendo-a uma corrida em placa cromatografica, tendo como eluente DCM: acetona (98:2)
revelado na luz UV (254 nm). As faixas da placa contendo as substancias foram raspadas da

placa e extraidas da silica com o solvente DCM, sendo posteriormente filtradas a vacuo em
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funil, evaporadas e pesadas. Verificou-se em CCD a presenc¢a de uma substancia isolada, que
foi codificada como HCH-43.4. P1 (substancia 1; 9,2 mg).

HCH-43
(333 mg)

Coluna Sephadex LH-20
Eluente: MeOH
h=46,8 cm ©@=28cm

10 subfracoes

Subfracao 4
HCH-43.4 (40 mg)

CCDP (20X20 cm)
DCM:Acetona (98:2)

- ~
" HCH-43.4.P1
\

NS

\
;—» Substancia 1
(9’2 mg) ’l

"

Esquema 3. Fracionamento cromatografico HCH-43 e HCH-43.4.

Tabela 5. Reunido das subfracGes obtidas de HCH-43.

Subfragdes reunidas Codigo Massa (mg)
1 HCH-43.1 0,3
2 HCH-43.2 0,3
3 HCH-43.3 29,5
4 HCH-43.4 289,4
5 HCH-43.5 15,9

6-10 HCH-43.6 2,3

4.5. Fracionamento cromatogréfico do extrato metandlico de Hymenaea courbaril (HCM)

O extrato metanolico (HCM) foi submetido a um fracionamento cromatografico em
coluna filtrante de silica gel comum (70-230 mesh), eluida em hexano, diclorometano, acetato
de etila, metanol e agua em gradiente crescente de polaridade, como apresentado no Esquema

4. Obteve-se 27 fragOes que apds analise em CCD foram reunidas, pesadas e codificadas
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(Tabela 6). As fragdes reunidas 8-10 (HCM-8), 11 (HCM-11) e 12 (HCM-12) passaram por
novos fracionamentos cromatograficos, conforme mostra os Esquemas 5, 6 e 7,
respectivamente. Todas as subfracdes foram analisadas em CCD, reunidas, codificadas e

pesadas. As substancias isoladas foram analisadas em RMN.

! 1-2
H:D (8:2) 3
H:D (1:1) 1
D (100%) 56
D:A (8:3) -
D:A (1:1)
- r Fragdo 8-10
HCM A (100%) 2o L - | HCM-8 (662 mg)
(8,967 g) e
A:M (9:1) i L Fragao 11
Coluna de Silica 70-230 mesh _ ) [ HCM-11 (928 mg)
h=26,5cm ©¥=4,1 cm A:M(8:2) 14-15 :
Empacotada em hexano . Fragio 12
A: M (7:3)
16 “ = = HCM-12 (1000 mg)
A: M (1:1) 17
H- Hexano D- Diclorometano
A- Acetato de etila M- Metanol M (100%) 18-22
M:H,0 (9:1) 2325
M:H,O (1:1)
26-27

Esquema 4. Fracionamento cromatografico HCM.
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Tabela 6. Reunido das fragdes obtidas de HCM.

Fraces reunidas Cadigo Massa (mg)
1 HCM-1 2
2-4 HCM-2 21
5 HCM-5 44
6-7 HCM-6 75
8-10 HCM-8 662
11 HCM-11 928
12 HCM-12 1417
13 HCM-13 871
14-17 HCM-14 2149
18 HCM-18 1105
19-26 HCM-19 2852
27 HCM-27 28

4.5.1 Fracionamento Cromatografico de HCM-8

A fragdo HCM-8 (662 mg) foi submetida a uma coluna em Sephadex LH-20 (h = 46,8
e @ = 2,8 cm) (Esquema 5, Tabela 7), fornecendo 13 subfragdes, das quais as subfracdes 4
(HCM-8.4) e 6 (HCM-8.6) passaram por novos fracionamentos cromatograficos.

A subfracdo HCM-8.4 (373 mg) foi fracionada em coluna Sephadex LH-20 (h= 46,8 e
@=2,8 cm), gerando 22 subfracgdes. As subfragdes de 8-12 (HCM 8.4.8; 321 mg) foram reunidas
e fracionadas em coluna de silica gel (230-400 mesh) resultando em 31 subfragdes, das quais
as subfracdes 9 (HCM-8.4.8.9) e 20 (HCM-8.4.8.20,) forneceram as substancias 2 (11,0 mg) e
3 (3,0 mq), respectivamente. O fracionamento em coluna de silica gel das subfracdes 14-17
(HCM-8.4.8.14) proporcionou novamente o isolamento da substancia 1 (40 mg).

A subfracdo HCM-8.6 (27 mg) foi fracionada em coluna de silica gel 230-400 mesh (h
= 37,0 e @ = 1,4) eluida em diclorometano, acetona e metanol em gradiente crescente de
polaridade, obtendo-se 24 subfraces. As subfracbes 6 (HCM-8.6.6) e 13 (HCM-8.6.13)

forneceram as substancias 4 (3,2 mg) e 5 (4,3 mg), respectivamente.
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H- Hexano D- Diclorometano

A- Acetato de etila

Ac- Acetona

HCM-8
(662 mg)

Coluna Sephadex LH-20
M- Metanol Eluente: MeOH
h=46,8cm ©@=2.8cm
13 fragdes
Coluna Sephadex LH-20 Coluna de Silica 230-400 mesh
Eluente: MeOH | | h=370 cm ©O=14
— h=468cm ©=28cm Subfracio 4 Subfraco 6 Empacotada em DCM
22 fragdes HCM-8.4 (373 mg) HCM-8.6 (27 mg)
Subfragdes 8-12
HCM -84.8 D:Ac D:Ac D:Ac D:Ac D:Ac D:Ac Ac Ac: M Ac:M Ac:M M
(321 mg) (95:5) (97:3) (9:1) (8:2) (7:3) (6:4) (100%) (98:2) (97:3) (8:2) (100%)
Coluna de Silica 230400 mesh 17| [ 89 | [ 101t [ [ 123 | [ 145 | [ 1617 | [0 ] [0 ] [ 22 ] [ 23 | [ 24 |
h=51,5cm ©=2,5cm I — o e mmmm———— ——
Empacotada em hexano - Subfraci B, -~ Subfragao 13 Ty A
a0 6 L, stancis L ¢ +—> Substincia 5
_(\ HCM-8.6.6 32 mg) _.’ Substancia 4 \~__H.CM-8.6.13 4,3 m,_g)__,/
H H:A H:A H:A H:A H:A H:A H:A A:M A:M A:M A:M M
(100%) (98:2) (97:3) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (6:4) (98:2) (95:5) 9:1) (8:2) (100%)
[ 2 || 35 | |69 | [ o2 || 34| | 1518 | [ 10 J[ 2020 ] [ 2223 ] [ 24 ][ 2526 | | 27 ] [ 2831 |
Subfragao 9 Subfracdo 20  _m==m==——— .
- = " =0.4.0. N\ A .
y /‘ﬁ-CM-S. 4857~ Subfragdes 14-17 !\\ HCgfosl:; el )—» Substancia 3
Seeo_3a1o mg)___,,' HCM-848.14(176mg) | S~ 07 ) -
; ) Coluna de Silica 230-400 mesh
Substancia 2 h=455c¢cm ©=3,0cm — -
DCM: MeOH (98:2) " HCM-8.4.8.14.12 7>,

_—"

’

y—> Substancia 1

Esquema 5. Fracionamento cromatografico de HCM-8, HCM-8.4, HCM-8.6, HCM-8.4.8 e HCM-8.4.8.1
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Tabela 7. Reuniéo das subfracGes obtidas dos fracionamentos de HCM-8, HCM-8.4, HCM-

8.4.8, HCM-8.4.8.14 e HCM-8.6.

Subfracgdes reunidas Cddigo Massa (mg)

1 HCM-8.1 2,0

2 HCM-8.2 72,0

3 HCM-8.3 55,0

4 HCM-8.4 373,0

HCM.8 5 HCM-8.5 65,0
6 HCM-8.6 27,0

7 HCM-8.7 20,0

8 HCM-8.8 30

9-12 HCM-8.9 9,5

13 HCM-8.13 4,0

1 HCM-8.4.1 3,0

2-7 HCM-8.4.2 12,0
HCM-8.4 8-12 HCM-8.4.8 321,0
13 HCM-8.4.13 14,0

14-22 HCM-8.4.14 2,0

1-8 HCM-8.4.8.1 11,0

9 HCM-8.4.8.9 11,0

10-13 HCM-8.4.8.10 50
14-17 HCM-8.4.8.14 176,0

HCM-8.4.8 18 HCM-8.4.8.18 17,0
19 HCM-8.4.8.19 12,0

20 HCM-8.4.8.20 3,0

21 HCM-8.4.8.21 50

22-31 HCM-8.4.8.22 29,0




1 HCM-8.4.8.14.1 3,0
2-3 HCM-8.4.8.14.2 4,0
4 HCM-8.4.8.14.4 2,0

5 HCM-8.4.8.14.5 2,0

6 HCM-8.4.8.14.6 2,0
HCM-8.4.8.14 7-8 HCM-8.4.8.14.7 4,0
9 HCM-8.4.8.14.9 2,0
10-11 HCM-8.4.8.14.10 50
12 HCM-8.4.8.14.12 40,0
13-17 HCM-8.4.8.14.13 21,0
18 HCM-8.4.8.14.18 7,0
1-2 HCM-8.6.1 1,1
3 HCM-8.6.3 1,0
4-5 HCM-8.6.4 2,5
6 HCM-8.6.6 3,2
7 HCM-8.6.7 2,8
8 HCM-8.6.8 2,1
9-11 HCM-8.6.9 1,0
HCM-8.6 12 HCM-8.6.12 3,0
13 HCM-8.6.13 4,1
14-15 HCM-8.6.14 2,0
16-24 HCM-8.6.16 5,0

Obs: Continuacdo da Tabela 7, pag. 39
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4.5.2 Fracionamento Cromatografico de HCM-11

A fracdo 11 (HCM-11; 928 mg) foi submetida ao fracionamento em coluna com
Sephadex LH-20 (h = 46,8 e @ = 2,8 cm) eluida em metanol fornecendo 35 fragdes, conforme
Esquema 6 e Tabela 8. As subfragdes 6 (HCM-11.6) e 7 (HCM-11.7) passaram por novos
fracionamentos cromatograficos. A subfracdo 11 (HCM-11.11) apresentou uma substancia com
cristais amarelo (Substancia 6; 11,6 mg).

Com a subfragdo 6 (HCM-11.6; 180 mg) foram realizados dois sucessivos
fracionamentos em coluna Sephadex-LH 20 (h = 43,0 e @ = 2,8 cm), eluidas em metanol e
metanol:acetato (1:1), resultando na substancia 7 (8,5 mg), apos tratamento do material sélido
com acetato de etila.

A subfracdo 7 (HCM-11.7; 221 mg) foi fracionada em coluna de silica gel 230-400
mesh, eluida em diclorometano e metanol (gradiente crescente de polaridade). A subfragdo 10
(HCM-11.7.10; 9,4 mg) fracionada em silica gel 230-400 mesh (h = 21,0 e @ = 0,8 cm)
proporcionou o isolamento da substancia 8 (4,3 mg) e a subfracdo 15-16 (HCM-11.7.15)
contendo material s6lido apoés tratamento com cloroférmio e DCM a frio forneceu a substancia
9 (27,4 mg).
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HCM-11

(928 mg)
Coluna Sephadex LH-20
Eluente: MeOH
h=46,8 cm ©@=228cm
D- Diclorometano
A- Acetato de etila 35 fragoes
M- Metanol
Subfragdo 6 Subfracao 7 ,f"gal')-f;agﬁ-ohlhlh“'\
HCM-11.6 (180 mg) HCM-11.7 ( 221 mg) ( HCM-11.11 )
¢ .
Coluna Sephadex LH-20 Coluna de Silica 230-400 mesh \“*-._,(_,9_’_2_'_'_‘2)_..—"
Eluente: MeOH h=43,0 cm  @=28cm
h=44,0cm ©@=228cm Empacotada em DCM Substincia 6
18 subfragdes
:z D D:M D:M D:M D:M D:M D:M D:M D:M M
(100%) (98:2) (97:3) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (6:4) (1:1) (100%)
| [ [2s ] [o0 | [Toas J [zar ) [ 22 ][ 23 [ L2 | [ 25 || 26 |
Subfragao 13
HCM-11.6.13 ( 49,5 mg)
Coluna Sephadex LH-20 Subfracio 10 | Subfragoes 15-16 |

Eluente: MeOH

HCM-11.7.10 (9,4 mg)

Tratamento com

h=440cm  ©=28cm DCM/Cloroformio 27 HCM-11.7.15 >y
i . b 27.4 m g
| 12 subfracdes I Ei}éling (1;8111(:;330084331111esh < E__T_E)__
Tratamento com Empacotada em DCM Substincia 9
acetato de etila
L=~ Subfragiio 0~~~ D D:A D:A D:A D:A D:A D:A
( HCM-11.6.13.9 ) (100%) (98:2) (97:3) (95:5) (9:1) (8:2) (7:3)
~
~ee__(85mg) ___-
S v 2 L3 I 4 ][ sw ] [ u]] 1]
Substincia 7
,'—‘--- N -~ ~
" Subfragoes 9-10 ™ Substincia 8

‘oo HCM-117.109 43 mg) 7

e

Esquema 6. Fracionamento cromatografico HCM-11, HCM-11.6, HCM-11.6.13, HCM-11.7 e HCM-11.7.10.
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Tabela 8. Reunido das subfragcGes obtidas do fracionamento de HCM-11, HCM-11.6, HCM-

11.6.13, HCM-11.

Subfracdes reunidas Cadigo Massa (mg)

1-2 HCM-11.1 6,0

3 HCM-11.3 21,0

4 HCM-11.4 62,0

5 HCM-11.5 29,0
6 HCM-11.6 211,0
HCM-11 7 HCM-11.7 228,0
8 HCM-11.8 240,0

9 HCM-11.9 43,0

10 HCM-11.10 26,0

11 HCM-11.11 49,0

12 HCM-11.12 6,0

13-35 HCM-11.13 77,0

1-5 HCM-11.6.1 10,2

6 HCM-11.6.6 4,1

7-8 HCM-11.6.7 4,3

9 HCM-11.6.9 0,8

HCM-11.6 10-11 HCM-11.6.10 27,1
12 HCM-11.6.12 105,8

13 HCM-11.6.13 49,5

14 HCM-11.6.14 8,9

15-18 HCM-11.6.15 12,0

1-3 HCM-11.6.13.1 3,0

4-8 HCM-11.6.13.4 7,2

HCM-11.6.13 9 HCM-11.6.13.9 16,9
10 HCM-11.6.13.10 19,6

11-12 HCM-11.6.13.11 4,5

1-3 HCM-11.7.1 5,0

4-6 HCM-11.7.4 4,7
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7-8 HCM-11.7.7 4,2

9 HCM-11.7.9 1,8

10-11 HCM-11.7.10 9,4

12 HCM-11.7.12 1,9

HCM-11.7 13-14 HCM-11.7.13 9,4
15-16 HCM-11.7.15 48,8

17-18 HCM-11.7.17 12,2

19 HCM-11.7.19 10,6

20-22 HCM-11.7.20 91,8

23-28 HCM-11.7.23 25,0

1-6 HCM-11.7.10.1 2,1

7-8 HCM-11.7.10.7 2,7

HCM-11.7.10 9-10 HCM-11.7.10.9 4,3
11-13 HCM-11.7.10.11 0,8

Obs: Continuacédo da Tabela 8, pag. 43

4.5.3 Fracionamento Cromatografico de HCM-12

A fracdo 12 (HCM-12; 1000,0 mg) foi fracionada em coluna Sephadex LH-20 (h =44,0

e @=2,8cm) (Esquema 7, Tabela 9), obtendo-se 22 subfrac¢des. A subfracdo 3 apos tratamento

com acetona a frio concedeu a substancia 10 (6,4 mg).

HCM-12
(1000 mg)

Coluna Sephadex LH-20
Eluente: MeOH
h=440cm ©=28cm

22 subfracoes

Subfracio 3

Tratamento com Acetona

________
-
-

¢~ HCM-12.3

)— Substancia 10
‘/

————————

Esquema 7. Fracionamento cromatografico HCM-12.

Tabela 9. Reunido das subfracbes obtidas de HCM-12.
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Fracdes reunidas Cadigo Massa (mg)

1 HCM-12.1 4,4
2 HCM-12.2 16,9
3 HCM-12.3 28,2
4 HCM-12.4 47,7
5 HCM-12.5 17,5
6 HCM-12.6 13,8
7-8 HCM-12.7 68,7
9 HCM-12.9 178,0
10 HCM-12.10 154,9
11 HCM-12.11 87,7
12-13 HCM-12.12 105,0
14-17 HCM-12.14 143,7

18-22 HCM-12.18 42,2

4.6 Ensaio antifangico
4.6.1 Cepas testadas e preparacao dos indculos fangicos.

Para os testes de atividade antifungica, foram utilizadas as cepas padrdo da American
Type Culture Collection (ATCC) e da (CFP 61), mantida na colecdo de micro-organismos de

interesse médico do INPA. Na Tabela 10 encontramos as cepas fungicas utilizadas nos testes.

Tabela 10. Cepas flngicas utilizadas nos testes

Tipo de fungo Espécie Cepas
Candida albicans ATCC 60193
Levedura Cryptococcus gattii CFP 61

Os fungos foram cultivados no meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose e as cepas
selecionadas (Tabela 10) passaram por repiques para posteriormente serem utilizadas na
preparacdo dos inoculos fungicos, as quais seguiram as recomendacdes do protocolo M27-A3

da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2008). As células foram submetidas ao
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processo de suspensdo em 5 mL de solucdo salina esterilizada a 0,85%. Em seguida, foram
quantificadas em camara de Neubauer através da leitura no microscopio 6ptico e, por fim, foram
realizadas dilui¢ces da suspensao-padréo da levedura com meio liquido RPMI 1640 para obter

uma concentracéo final de 2,5 x 102 células/mL.

4.6.2 Realizagéo do teste de microdilui¢cdo em caldo.

O ensaio de sensibilidade antifungica foi realizado no Laboratério de Micologia do
INPA, com base na técnica de microdiluicdo em caldo - protocolo M27-A3, determinada pela
CLSI (2008).

Inicialmente foram preparados os indculos de Candida albicans e Cryptococcus gattii
na concentracéo final de aproximadamente 2,5 x 10° células/mL como descrito no item anterior.
As substancias 1, 2, 4, 5, 6 e 9 provenientes do isolamento cromatografico dos residuos de
madeira de H. courbaril foram testadas como agente antifngico. Estas passaram por diluicGes
seriadas, partindo de uma concentra¢do de 320 ug/mL a 0,625 pg/mL em microplaca de 96
pocos em duplicata, com posterior incubacgéo a 35 °C durante 24 h para C. albicans e 72 h para
C. gattii. ApoOs esse periodo, realizou-se a leitura macroscopica da placa para avaliar a
concentracdo inibitéria minima (CIM) das substancias, considerando o score a 100% de
inibicdo. A leitura foi realizada comparando 0s po¢os do controle positivo (Indculo fungico +
meio de cultivo RPMI) e os pogos contendo as substancias testadas. A anfotericina B foi
utilizada como droga controle de sensibilidade para os dois tipos de fungos e os testes foram
realizados em duplicata (CLSI, 2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacdo da espécie madeireira

A identificacdo botanica da espécie madeireira foi efetuada com base nas caracteristicas
sensoriais e anatbmicas macroscopicas, corroborando com critérios de observacdes, através do
método de compara¢do (confronto), tendo como suporte a Cole¢do Boténica -
Xiloteca/COTI/INPA. Esse trabalho de identificacdo anatdmica gerou um laudo técnico (N°
07/2019), que confirma a espécie madeireira sendo:

Nome Cientifico: Hymenaea courbaril L.

A espécie Hymenaea courbaril L. pertence a familia Fabaceae

(subfamilia Caesalpiniaceae). Apresenta como principais nomes populares jatoba, jutai e jutai-
acu. Tendo como principais caracteristicas sua madeira de densidade média, cerne de cor
vermelha acentuada a castanho-avermelhado com manchas escuras, o alburno de cor
esbranquicada, gra direita para ondulada com textura média e gosto e cheiro caracteristico,
tendo a superficie de brilho moderado.

A descri¢cdo macroscopica para a espécie estudada é de parénquima axial paratraqueal
aliforme simples, com confluéncias e em faixas terminais. Parénquima radial em disposicado
irregular (plano tangencial). Poros médios a grandes, predominantemente solitarios, multiplos

de 2-3, vazios e alguns obstruidos (Figura 3).

Figura 3. Macrofotografia do plano transversal (10 X) de Hymenaea courbail L.
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5.2. Rendimentos dos extratos brutos

Os rendimentos dos extratos podem ser observados na Tabela 11, na qual fica evidente
0 maior rendimento para o extrato metandlico do residuo de jatoba. Apesar do baixo rendimento
do extrato hexanico este foi selecionado para fracionamento pois apresentou em CCD uma

mancha roxa intensa quando revelado em vanilina.

Tabela 11. Rendimento dos extratos obtidos de H. courbaril.

Espécie Massa do residuo Extrato m (g) %
Hexanico 0,83 0,21
Hymenaea courbaril L. 399,10 g -~
Metandlico 8,97 2,24

5.3 Identificacdo estrutural das substancias isoladas de H. courbaril

5.3.1 Identificacdo da substancia 1 (HCM-8.4.8.14.12)

As substancias HCM-8.4.8.14.12 (40 mg; Esquema 5) e HCH-43.4.P1 (9,2 mg;
Esquema 2) isoladas do extrato metanolico e hexanico, respectivamente, possuem aspecto
oleoso e amarelado, na analise em CCD apresentaram-se com auséncia de fluorescéncia na luz
UV (254 nm e 365 nm) e 0 mesmo Rt revelando uma mancha roxa em vanilina sulfarica, assim
como o mesmo perfil de espectro de RMN H. A caracterizacio da substancia 1 foi realizada
através das técnicas de RMN 'H, *C, DEPT 135° e HMBC obtidas com amostras de HCM-
8.4.8.14.12.

O espectro de RMN de H (Figura 5) apresentou sinais caracteristicos de diterpenos,
onde mostrou trés sinais de singletos 6 0,67 (H-20), 0,80 (H-18), 0,87 (H-19), e um dubleto em
80,97 (J = 6,6 Hz; H-16) correspondentes as metilas. Apresentou também sinais caracteristicos
de dupla ligagdo exociclica com singletos largos em 6 4,80 ¢ 4,47 (H-17).

O espectro de RMN de 3C (Figura 6) apresentou 20 sinais e confirmou-se a presenca
da carbonila de &cido em C-15 (6 179,11) e de dupla liga¢ao exociclica com os deslocamentos
0 148,73 e 106,24 para os carbonos C-8 e C-17. Os sinais foram caracterizados pelo DEPT 135°
(Figura 7) como sendo quatro carbonos metilicos, nove metilénicos, trés metinicos e quatro
carbonos desidrogenados.

No espectro de longa distdncia HMBC (Figura 9) o hidrogénio em 6 2,39 e 2,12 (H-14)
correlaciona com o carbono carbonilico em & 179,11 (C-15), carbono metilénico em 6 35,85
(C-12), metinico em 6 30,91 (C-13) e metilico em 6 19,92 (C-16). Os hidrogénios 6 4,80 e 4,47
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(H-17) da ligagdo exociclica mostram a correlagdo com os sinais de carbonos metinico 6 57,12
(C-9) e metilénico 6 38,53 (C-7). As demais correlaces encontram-se na Tabela 12.

O resultado da analise dos espectros e mapa de correlacdo bidimensional, assim como
comparagbes com os dados da literatura (Marchesini et al., 2009; Tabela 12) permitiram
identificar a substancia 1 como, um diterpeno denominado acido eperdico (&cido labd-8(17)-
eno-15-0ico) cuja estrutura quimica encontra-se na Figura 4. Ja ha relatos na literatura deste
diterpeno na espécie Hymenaea stigonocarpa Mart., onde Doménech-Carbé (2009) e
colaboradores identificaram da resina do tronco. Contudo este € o primeiro registro do acido
eperdico nesta espécie. Na literatura ja hd uma patente registrada para o acido eperdico como

acelerador da producéo de colageno (Yamamoto et al., 2005).
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Figura 4. Estrutura quimica da substancia 1 (acido eperuico).
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Tabela 12. Dados de RMN H (300 MHz), *C e HMBC (75 MHz) em CDCl; da substancia

1.
1 13
N° 0 (ppm) :ult' J(Hz) - HMBC
’ ’ 6 (ppm)
Substéncia 1 SETEEE I Ll Substancia 1 UETERESLAL Substancia 1
2009* et al, 2009*
1 1,76 e 1,03 1,70 (m) e 0,95 (td; 39,1 39,1
13,0 e 4,0)
2 1,03 1,46 (m) e 1,41 (m) 19,4 19,4
3 1,36 (m), 1,18 (m) 1,32 (dt; 12,5 € 3,5) 42,2 42,2
e 1,11 (id; 12,5
3,0)
4 - e 33,6 33,6
5 1,08(dd;12,4e2,8) 1,02(dd;12,5e2,5) 55,5 55,6
6 1,74 1,65 (dddd; 12,5; 24,4 24,4
52;25e20)1,24
(qd; 12,5e 4,0)
7 2,40e 1,97 2,30 (ddd; 13,1; 4,0 38,5 38,4
e 2,0) 1,89 (ddd;
13,1;12,5e5,2)
8 - e 148,7 148,7
9 1,53 1,46 57,1 57,2
10 - - 39,7 39,7
11 1,51 1,70e 1,46 20,9 20,9
12 1,51 1,70e 1,46 35,8 35,9
13 1,96 (m) 1,02 (m) 30,9 30,9
14 2,39 (dd; 14,9e5,6) 2,30 (dd; 15,0 e 5,5) 41,2 41,2 C-15,C-12,C13e C-16
2,12 (dd; 14,9e 8,5) 2,04 (dd; 15,0 e 8,5)
15 - e 179,1 178,9
16 0,97 (d; 6,6) 0,90 (d; 6,5) 19,9 19,9 C-14,C-12e C-13
17 4,80 (sl), 4,47(sl) 4,73 e 4,40 (d; 1,5) 106,2 106,3 C-9eC-7
18 0,80 (s) 0,80 (s) 21,7 33,6 C-5C-3eC4
19 0,87 (s) 0,73 (s) 33,6 21,7 C-5,C-3,C-43C-18
20 0,67 (s) 0,60 (s) 14,4 14,4 C-9,C-19eC-1

*Solvente: CDCl3
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Current Data Parameters
NAMNE Jennifer17_HCM-8.4.8.14.12
1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170406

Time 12.35
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

D

SOLVENT cDCI3

NS

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 7.77722

DW 81.920 usec

DE 10.00 usec

TE 1026.3 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

P1 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
Sl 65536

SF 300.2000000 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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2

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date

Time

20170406
22.01

INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CDCI3
NS 36214
DS 0
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 1009.7 K
D1 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.01589210 sec
L4 20
L5 14
P32 90.00 usec
TDO 1
S=S=S====o CHANNEL f1 e m———
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C
P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
_EEEEEEs CHANNEL f2 ==E=E=SE==s
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
Si 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0

1.40
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Figura 6. Espectro de RMN 3C da substancia 1 (75 MHz; CDCls).
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NAME Jennifer17_HCM-8.4.8.14.1
EXPNO 4

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20170413

Time 16.17
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135

TD 65536
SOLVENT CDCI3
NS 732

DS 8

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 1007.1 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec

D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec

40
P32 90.00 usec

SFO1 75.4913881 MHz

NUC1 13C
P1 8.75 usec
P2 17.50 usec

PLW1 50.00299835 W

======== CHANNEL {2 ========
SFO2 300.2009601 MHz
1H

NU
CPDPRG[2 waltz16

P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec

PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W

F2 - Processing parameters

SF 75.4853500 MHz
wDwW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GB 0

PC 1.40
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Figura 8. Mapa de contorno HSQC da substancia 1 (75 MHz; CDCly).

Current Data Parameters.
NAME  Jennifer17 HCM-8.4.8.14.12

EXPN

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170406

Time 15.49
INSTRUM _ FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG ~*_ hsqegpph
SOLVENT coei

NS 64

Ds 16

SWH 3051.758 Hz

FIDRES 1.490116 Hz

AQ 355443 sec

RG 1.187

bW 163.840 usec

DE 10.00 u

TE 995.0 K
CNST2 145,0000000

0000300 sec

1 1.00000000 sec
4 000172414 sec

11 0.03000000 sec
13 0.00000400 sec
16 0.00020000 sec

)31 0.00000764 sec
32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
34 0.00001860 sec
)36 0.00100000 sec
37 0.00000083 sec
)38 0.00001745 sec
242 0.00000166 sec
D43 0.00002128 sec
D44 0.00120000 sec

45 0.00051614 sec

NO 0.00003490 sec

L4 36

P35 75.00 usec
= = CHANNEL f1 ==
SFO1 300.2013509 MHz
Nuct 1H
P1 7.64 usec

P2 15.28 usec
PLW1 20.00000000 W

= = CHANNEL f2 ==:
SFO2 75.4921437 MHz
Nuc2 13C
CPDPRG[2 garp

P3 9.30 usec

PLW2 50.00000000 W
1 998 W

= GRADIENT CHANNEL
M[1] glNE.IOO

INE.100
Pl INE.100
PZ1 .00 %
Pz2 .00 %
GPZ3 20.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD 256

SFO1 75.49214 MHz
FIDRES 111.926933 Hz

Smooe STEEP™

F2 - Processing parameters
sl 409

SF 300.2000000 MH2z
WDW QSINE
SSB 2

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.40

F1 - Processing parameters
Sl 4()9é>e

Mc2 TPPI
SF 75.4853500 MHz
WDW

QSINE
SSB 2
LB 0 Hz
GB 0
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Figura 9. Mapa de contorno HMBC da substancia 1 (75 MHz; CDCly3)
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Current Data Parameters

NAME Jennifer17_HCM-8.4.8.14.12
EXPNO 0

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170413

Time 1.

INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hmbegplpndgf

T 2048
SOLVENT CDCI3
NS 80

DS 1

SWH 3051.758 Hz
FIDRES 1.490116 Hz
AQ 0.3355443 sec
RG 501.187

DwW 163.840 usec
DE 10.00 usec
TE 1007.1 K

CNST2  145.0000000
CNST13 8.0000000

Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dé 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00002880 sec
INo 0.00002880 sec

= CHANNEL f1 =
300.2013509 MHz
1H

7.64 usec

15.28 usec
20.00000000 W

= CHANNEL 2 =:
SFO2 75.4932760 MHz
NUC2
P3 9.30 usec

PLW2 50.00000000 W

GRADIENT CHANNEL
G 1] SINE.100
GPNAM[2]  SINE.100
GPNAM[3]  SINE.100

GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD 152

SFO1 75.49328 MHz
FIDRES  228.435669 Hz
sw 229.969 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
si 4096

SF 300.2000000 MHz
wDw SINE

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.40

F1 - Processing parameters
Si 4096

MC2 QF
SF 75.4853500 MHz
SINE

wDwW

SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
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5.3.2 Identificacdo da substancia 2 (HCM-8.4.8.9)

A substancia 2 (HCM-8.4.8.9; 11,0 mg), isolada do extrato metanélico (Esquema 5),
apresentou aspecto oleoso com solidos brancos e em analise em CCD mostrou mancha
majoritaria roxa em vanilina sulfdrica e auséncia de fluorescéncia na luz UV (254 nm e 365
nm). A substancia foi caracterizada através das técnicas de RMN (*H e 3C).

No espectro de RMN de *H (Figura 11) verificou-se o mesmo perfil de sinais do espectro
da substéncia 1, com excegdo do singleto em & 3,60 referentes a metoxila do grupo acetato. No
espectro de RMN de *3C (Figura 12) os sinais caracteristicos desse grupo foram verificados em
8 50,50 correspondentes ao carbono da metoxila ¢ em & 172,72 da carbonila. Todos os sinais
foram caracterizados utilizando o DEPT 135° (Figura 13) sendo: cinco metilicos, com um do
grupo acetato, nove metilénicos, trés metinicos e quatro carbonos desidrogenados.

O resultado da analise dos espectros de RMN de *H, de 3C e DEPT 135° em comparagio
com os dados da literatura (Marchesini et al., 2009), permitiram identificar a substancia 2 como
0 éster do &cido eperuico, cuja estrutura quimica encontra-se na Figura 10. Ha registro na
literatura deste diterpeno na espécie Hymenaea stigonocarpa Mart., onde Doménech-carbo
(2009) e colaboradores o identificaram da resina do tronco. Contudo este é o primeiro registro

do éster metilico do &cido eperuico nesta espécie.

Figura 10. Estrutura quimica da substancia 2 (éster metilico do acido eperuico).
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Tabela 13. Dados de RMN *H (300 MHz), 3C e DEPT-135° (75 MHz) em Acetona-D6 da
substancia 2.

lH 13C
N° 0 (ppm), mult; J(Hz) DEPT-133°
’ ’ 4 (ppm)
Substancia 2 Marchesini et al, Substancia 2 Marchesini Substancia 2
2009* et al, 2009*
1 1,68 e 1,02 1,70 (m) e 0,95 (id; 38,8 39,1 CH:>
13,0e 4,0)
2 1,02 1,46 (m) e 1,41 (m) 19,1 194 CH:2
3 1,30 (m), 1,17 (m) 1,32 (dt; 12,5e 3,5) 41,9 42,2 CH>
el,11(td; 12,5
3,0)
4 ——— e 33,2 33,6 C
5 1,18, (dd; 12,8 e 1,02 (dd;12,5e 2,5) 55,3 55,6 CH
2,7)
6 1,70 1,65 (dddd; 12,5; 24,3 24,4 CH:
52;25e20)1,24
(qd; 12,5e 4,0)
7 2,36 e 1,98 2,30 (ddd; 13,1; 4,0 38,1 38,4 CH:>
e 2,0) 1,89 (ddd;
13,1;12,5e5,2)
8 ——— - 148,5 148,7 C
9 1,54 1,46 57,1 57,2 CH
10 ——— s 39,5 39,7 C
11 1,51 1,70e 1,46 20,8 20,9 CH:2
12 1,51 1,70e 1,46 35,7 35,9 CH:2
13 1,95 (m) 1,02 (m) 30,9 30,9 CH
14 2,35(dd; 14,9e5,6) 2,30 (dd; 15,0 e 5,5) 40,8 41,2 CH:>
2,13 (dd; 14,9e 8,5) 2,04 (dd; 15,0 8,5)
15 ——— e 172,7 178,9 C
@) 3,60 () 50,5
C
Hs
16 0,93 (d; 6,6) 0,90 (d; 6,5) 19,4 19,9 CHs
17 4,82 (sl), 4,52 (sl) 4,73 e 4,40 (d; 1,5) 105,9 106,3 CH>
18 0,82 (s) 0,80 (s) 21,1 33,6 CHzs
19 0,88 (s) 0,73 (s) 33,0 21,7 CHs
20 0,70 (s) 0,60 (s) 13,9 144 CHs

*Solvente: CDCls
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Current Data Parameters

NAME Jennifer17_HCM-8.4.8.9

EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170511
Time 17.15
1 INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
20 PULPROG zg
= TD 65536
: OCH3 SOLVENT Acetone
H NS 2
; _1_‘ DS 0
WH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 7.14004
., DW 81.920 usec
%, DE 10.00 usec
“ TE 990.6 K
18 19 D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
P1 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W

[ -

I I
6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

5.0 45
\|or © ﬁ(mj ~ (0|
S S ol |~ G
o~ ) | led mimleola

Figura 11. Espectro de RMN H da substancia 2 (300 MHz; Acetona-D6).

ppm

F2 - Processing parameters
Si 5536

SF 300.2000000 MHz
WDW EM

SSB 0

LB Hz

GB 0

PC 1.00
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Figura 12. Espectro de RMN 3C da substancia 2 (75 MHz; Acetona-D6).

Current Data Parameters
NAME Jennifer1i7_HCM-8.4.8.9

EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date__ 20170511

Time 19.04
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT Acetone

NS

DS 0

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec

DE 10.00 usec

TE 990.6 K

D1 0.50000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.01589210 sec
L4 20

L5 14

P32 90.00 usec
TDO 1

SS====== CHANNEL '1 S=S======
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C

P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
S=S====== CHANNEL f2 S=======
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
Sl 68

SF 75.4853500 MHz
wDwW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GB 0

PC 1.40
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A

/%/ Current Data Parameters

NAME Jennifer17_HCM-8.4.8.9

EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170512
Time 7.17
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
TD 65536
SOLVENT Acetone
NS 6000
DS 8
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 990.6 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
12 14 Lt cy
OCHj,4 P32 90.00 usec
TDO 1
1.
E ======== CHANNEL f1 —=======
20 = 3531 75.491%381 MHz
= : 1 13
1z 17 0 P1 8.75 usec
2 P2 17.50 usec
2 PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL {2 ========
3 SFO2 300.2009601 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
Y P3 8.25 usec
%, P4 16.50 usec
< PCPD2 90.00 usec
18 19 PLW2  20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
F2 - Processing parameters
Sl 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
T T T T T T T T T T T GB 0
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm PC 1.40

Figura 13. Espectro de DEPT -135° da substancia 2 (75 MHz; Acetona-D6).
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5.3.3 Identificagéo da substancia 3 (HCM-8.4.8.20)

A substancia 3 (HCM-8.4.8.20; 3,0 mg) foi isolada do extrato metanolico (Esquema 5)
como um solido amorfo branco que em anélise em CCD apresentou mancha majoritaria roxa
em vanilina e auséncia de fluorescéncia na luz UV (254 nm e 365 nm). A substancia foi
caracterizada através das técnicas de RMN H, 3C e DEPT-135°.

O espectro de RMN de *H (Figura 15) da substancia HCM-8.4.8.20 mostrou a presenca
de sete singletos (6 0,76, 0,78, 0,91, 0,92, 0,93, 0,99 e 1,14) caracteristicas de sinais de &tomos
de hidrogénio de grupamentos metila, um duplo dubleto em 6 3,25 (J = 10,2 Hz e 5,1 Hz),
correspondente ao H-3, caracteristicos de hidrogénio ligado a carbono oxigenado, um tripleto
em 6 5,30 (J = 3,7 Hz), tipico de hidrogénio olefinico que foi atribuido ao H-12.

O espectro de RMN de *3C (Figura 16) apresentou trinta sinais, sendo um destes em &
79,2, referente ao sinal de carbono oxigenado (C-3) e outro em & 182,17 que foi atribuido ao
sinal de grupo carboxila (C-28). Esse espectro ainda apresentou sinais em & 122,64 ¢ 143,56
que permitiram identificar a ligacdo dupla trissubstituida entre C-12 e C-13. Os outros sinais
foram caracterizados pelo DEPT 135° (Figura 17) como sendo sete carbonos metilicos, dez
metilénicos, cinco metinicos e sete carbonos desidrogenados.

O resultado da analise dos espectros de RMN de 'H, de *C e DEPT-135° e comparagio
desses dados descritos na literatura (Mahato e Kundu, 1994), permitiram identificar a substancia
3 como o triterpeno &cido oleandlico (Figura 14), sendo este o primeiro relato no género. A
Tabela 14 mostra os dados espectroscépicos obtidos. Estudos prévios mostram atividade
antidiabética (Khathi et al., 2013; Lin et al., 2011), anticolesterolémica, anti-hepatotoxica,

antioxidante, anti-inflamatdria e antifungica (Kelecom et al., 2002).

30, 29

24 23

Figura 14. Estrutura quimica da substancia 3 (acido oleandlico).
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Tabela 14. Dados de RMN H (300 MHz), **C e DEPT-135° (75 MHz) em CDCls, da
substancia 3 em comparacao com a literatura.

1H 13C

DEPT-
No 9 (Ppm), mult; J(HZ) 9 (ppm) 1350
Substancia 3 Substancia 3 AR & Substancia 3
Kundu,1994

1 38,3 38,5 CH:2
2 27,1 27,4 CH>
3 3,25 (dd; 10,2e5,1) 79,0 78,7 CH
4 - 38,7 38,7 C

5 55,2 55,2 CH
6 18,3 18,3 CH:2
7 32,6 32,6 CH:>
8 - 39,2 39,3 C

9 47,6 47,6 CH
L 37,0 37,0 C

11 22,9 23,1 CH:2
12 5,30 (t; 3,7) 122,6 122,1 CH
3 - 143,6 143,4 C

14 0 - 41,6 41,6 C

15 27,7 27,7 CH:>
16 23,4 23,4 CH:>
17 - 46,5 46,6 C

18 2,85(dd; 14,2 e 4,0) 41,0 41,3 CH
19 45,8 45,8 CH:>
20 - 30,6 30,6 C

21 33,8 33,8 CH>
22 32,4 32,3 CH>
23 0,99 (s) 28,1 28,1 CHs
24 0,92 (s) 15,5 15,6 CHs
25 0,78 (s) 15,3 15,3 CHs
26 0,76 (s) 17,1 16,8 CHs
27 1,14 (s) 25,9 26,0 CHs
28 - 182,2 181,0 C

29 0,91 (s) 33,1 33,1 CHs
30 0,93 (s) 23,6 23,6 CHs
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aa ™ Current Data Parameters
‘ ' ; ‘ NAME Jennlfer17 HCM-8.4.8.20
""""""""""" o N om 2.90 2.85 2.80 ‘ppm 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 PP EXPNO
3.30 3.25 3.20 ppm i PROCNO 1
8 8 = g =223 &8 F2 - Acquisition Parameters
e b REED s Date_ 20170316
Time 12.25
INSTRUM  FOURIER300
o 229 ssrpegco-geer cRUg-IC PROBHD 5 mm DUL 13C-1
~ S O ® mm—ommgv—v—omm TOM T 0O PULPROG zg
o~ M NN NANNNDOD®®DDN N -—-O000N~N~ ™ 65536
\l/ ‘&:\\ % \\\V / NS 64
DS 0
SWH 3051.758 Hz
FIDRES 0.046566 Hz
AQ 10. 73741 82 sec
RG 31.6
DW 163. 840 usec
238 DE 10.00 usec
a NN TE 1013.7 K
" D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 300.2013509 MHz
NUC1 1H
P1 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W
"""" F2 - Processing parameters
T S 65536
5.35 530 ppm SF 300.2000000 MHz
- wWDwW EM
8 SSB 0
= LB 0Hz
l GB 0
PC 1.00
v v UUM
1 L I 3 S ¢ J A l A M K‘——JL—.—.—
1 1 T T 1 I I T T I 1 T I 1 I
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm
g g 2 BEEEEER
S -] = ~-|o|=|a|ea|e
— o — olmlolalomleo
Figura 15. Espectro de RMN H da substancia 3 (300 MHz; CDCls).
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885 BRUKER

NAME Jennlfer17 HCM-8.4.8.20

182.17
—143.56
—122.64

79.03

55.19

47.61

46.48

45.86

41.62

41.04

39.25

38.75

38.38

37.06

33.78

32. 41

30.67

28.09

27.67

2717

25.91

23.57

23.39

EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20170316
Time 12.38
INSTRUM  FOURIER300
30 29 PROBHD 5 mm DUL 13C-1
“, / PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDCI3
2 NS 108544
DS 0
SWH 24414.063 Hz
22 FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
COOH DW 20.480 usec
28 DE 10.00 usec
TE 1013.7 K
D1 0.10000000 sec

D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec

LTI

HO L4 20
o, L5 2
%, P32 90.00 usec
24 23 TDO 1
======== CHANNEL f‘ ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C
P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
===E==== CHANNEL f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec

PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W

F2 - Processing parameters
Sl 32768

SF 75.4853500 MHz

W EM

SSB 0
EBB 1.00 Hz
0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ™ pC 1.40

T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm

Figura 16. Espectro de RMN **C da substancia 3 (75 MHz; CDCls).
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Current Data Parameters

NAME Jennifer17_HCM-8.4.8.20
EXPNO 4

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170330

Time 18.33
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135

D 65536
SOLVENT CDCI3
NS 15896
DS 8
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 295.2 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1

== CHANNEL {1 =
SFO1 75.4932760 MHz
NUC1 13C
P1 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W

== CHANNEL {2 ===
SFO2 300.2009601 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W

PLW12 0.16806000 W

F2 - Processing parameters
Sl 32768

SF 75.4853500 MHz
wDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
T T T T T T T T T T T T T T T T GB 0
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm PC 1.40

Figura 17. Espectro de DEPT -135° da substancia 3 (75 MHz; CDCls).
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Figura 18. Mapa de contorno HSQC da substancia 3 (75 MHz; CDCls).

Current Data Parameters
NAME  Jennifer17 HCM-8.4.8.20
200

EXPN¢

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170604

Time 3

INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hsqcgpph

SOLVENT CcDCI3
NS 256

DS 6

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.187

ow 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 1032.6 K
CNST2 145.0000000
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D13 .00000400 set
D16 0.00020000 sec
D31 000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D34 0.00001860 sec
D36 0.00100000 sec
D37 0.00000083 sec
D38 0.00001745 sec

D42 0.00000166 sec
D43 0.00002128 sec
D44 0.00120000 sec
D45 0.00051614 sec
INo 0.00003490 sec
19

P3s 75.00 usec

CHANNEL f1 =
300.2«::513 MHz

7.64 usec
15.28 usec
PLW1 20.00000000 W

= CHANNEL f2 =
SFO2 75.4921437 MHz

NUC2
CPDPRG[2 garp
P3 9.30 u:

P4 18.60

PCPD2 75.00 usec
PLW2 50.00000000 W
PLW12 0.80352998 W

= GRADIENT CHANNEL
GPNAM[1]  SINE.100
GPNAM[2]  SINE.100
GPNAM[3]  SINE.100

GPZ1 80.00 %

GPZ2 30.00 %
GPZ3 20.10 %

P16 1000.00 usec
F1 - Acquisition parameters
FO1 75.49214 MHz
FIDRES 133271133 Hz

Sw 189.777

|pm
FnMODE TP

F2 - Processing gerameters
S| 409

1
SF 300.1999878 MHz

WDw QSINE
SSB

LB 0 Hz
GB o

PC 1.40

F1- Pmcessinggmarametevs
sl 409

Mc2 TPPI

SF. 754853527 MHz
wDw QSINE
SSBe :

LB 0 Hz

GB o
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Figura 19. Mapa de contorno HMBC da substancia 3 (75 MHz; CDCls).
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Current Data Parameters

NAME  Jennifer17_HCM-8.4.8.20
EXPNO 0

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170420

ime 0.28
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hmbegplpndgf
048

TD 2
SOLVENT CDCI3
NS 88

DS 16

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.187

bW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 985.0 K

CNST2 145.0000000
CNST13 8.0000000
D

0 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dé 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D3s 0.00002880 sec
INO 0.00002880 sec
== CHANNEL f1 ==:
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
P1 7.64 usec
P2 15.28 usec

PLW1 20.00000000 W

9.30 usec
PLW2 50.00000000 W
== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1] SINE.100

GPNAM[2] SINE.100
GPNAM[3]  SINE.100
GPZ

1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
D 256

SFO1 75.49328 MHz
FIDRES 135.633682 Hz
SwW 229.969 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters

SF 300.1999956 MHz
wDwW SINE

SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.40

Mc2 QF

SF 75.4853521 MHz
WD! SINE

SSB 0

LB 0Hz

GB 0
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5.3.4 Identificagéo da substancia 4 (HCM-8.6.6)

A substancia 4 (3,2 mg) foi isolada do extrato metanolico (Esquema 5) como um sélido
amorfo branco que apresentou fluorescéncia na luz UV (254 nm) e mancha rosa em CCD apds
revelacdo em vanilina sulfdrica. A substancia foi caracterizada através das técnicas de RMN
(*H, *3C, HSQC EDIT e HMBC) e EM.

No espectro de RMN de 'H (Figura 21) observou-se trés sinais de hidrogénios
aromaticos. O par de dubletos em 6 6,35 (H-23) e 6 6,42 (H-25) acoplam entre si em meta com
constante de J = 2,3 Hz. O sinal em 6 6,29 integrou para 2H, evidenciando uma simetria nesse
anel aromatico correspondendo aos hidrogénios H-16 e H-20. O espectro mostrou também um
singleto em & 3,60 que indica a presenca da metoxila e um multipleto em & 5,34 caracteristicos
de hidrogénios de dupla ligagéo olefina.

O espectro de RMN de C (Figura 22) mostrou 10 sinais de carbonos de anel
aromaticos, sendo os sinais em & 107,0 (C-16; C-20) e 6 155,6 (C-17; C-19) atribuidos para
mais de um carbono devido a intensidade do sinal. O carbono em 6 54,7 confirma a presenga
da metoxila. Observou-se também vérios sinais na regido de carbonos metilénicos sugerindo
uma cadeia lateral carbbnica fechada pela a auséncia de sinal para metila terminal. Esta
afirmacéo pode ser confirmada pelo mapa de contorno HSQC editado (Figura 23), assim como
a correlacdo dos hidrogénios em & 5,34 com os carbonos C-4 - 6 129,7 e C-5 -6 129,5 da
dupla ligagédo na cadeia lateral.

Através do mapa de contorno HMBC (Figura 24) foi possivel posicionar a metoxila em
C-22 pela correlacdo do hidrogénio 6 3,60 com os carbonos metinicos em 6 159,5 (C-22) e
158,2 (C-24). Assim como a dupla ligacdo em C-4 e C-5, pela correlagcdo dos hidrogénios em &
5,34 com os carbonos C-3 (8 27,5) e C-6 (6 25,6). Dois grupos hidroxilicos foram posicionados
em C-17 e C-19 com base nas correlagdes dos hidrogénios das hidroxilas em & 6,89 com o0s
carbonos em § 155,6 (C-17; C-19), 6 108,8 (C-18) e 6 107,0 (C-16; C-20). O outro grupo OH
foi atribuido ao C-24 pela correlacdo do hidrogénio & 8,26 com os carbonos C-23 (5 97,0), C-
24 (158,2) e C-25 (5 107,7).

O espectro de massas (Figura 25) gerado no modo positivo utilizando fonte de ionizagao
eletrospray (ESI), produziu o ion molecular em m/z 425 ([M+1]") e os fragmentos em m/z 259
(IM+X]"), correspondente a massa molecular do ion mais estavel, 245 ([M-X-Ci3H24]") e 299
([M-X-CgHag]™), conforme Esquema 8. Através dos dados obtidos da espectrometria de massas,

pode-se propor a formula molecular C27H3s04 para substancia 4. O pico do ion molecular em
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m/z 425 ([M+1]") e o fragmento em m/z 245 ([M+1]"), indica a perda de CisH.4 referente a
cadeia lateral do derivado do ciclofano bisresorcinol (Esquema 8).

Na literatura consultada ndo foi encontrado nenhum relato sobre o isolamento e a
identificacdo da substancia 4, cuja estrutura esta sendo descrita pela primeira vez. Contudo,
com o resultado da andlise dos espectros de RMN e EM (Tabela 15) e comparando esses dados
com os descritos na literatura sobre a Kermadecina H (Jolly et al, 2008), permitiram identificar

a substancia 4 como a metdxikemardecina H (Figura 20).

Figura 20. Estrutura quimica da substancia 4 (metoxikemardecina H).
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Tabela 15. Dados de RMN *H (300 MHz), 3C e HMBC (75 MHz) em Acetona D6, da

substancia 4 em comparacao com a literatura.

1H 13C
Ao 0 (ppm), mult; J(Hz) 0 (ppm) HMBC
Substancia 4 Jollyetal., o 1 anciag Ol etal, Substancia 4
2008* 2008*
1 2,31 (M) 2,25 (M) 335 352  C-2 C-3 C21 C25
e C-26
2 1,55 (m) 1,38 (m) 31,2 32,2
3 1,88 (m) 1,88 (m) 27,5 20,0 C-1,C-2eC-4
4 5,34 (m) 5,26 (m) 129,7 130,9 C-3eC-6
5 5,34 (M) 5,26 (M) 129,5 131,1 C-3eC-6
6 1,89 (m) 1,88 (m) 25,6 27.1
711 129-124(m) 13-14(m) 27,0-260 28,0-30,0
12 1,25 (m) 1,30 (m) 26,5 28,0
13 1,67 (m) 1,65 (m) 20,9 31,6
14 256 (m) 2,56 (t 6,9) 34,9 3,7  C12,C-13,C-15C-
16 e C-20
15 e e 142,6 144,8
16 6,29 (sl) 6,30 (s) 107,0 1087  C-14,C-17,C-18, C-
19eC-20
17 e e 155,6 1574
18 e e 108,8 109,7
T T 155,6 157,4
20 6,29 (sl) 6,30 (s) 107,0 1087  C-14,C-16, C-17, C-
18¢ C-19
7 — 111,7 112,6
2 e e 159,5 157,7
23 635(d:23) 6,26 (d; 2,4) 97,0 101,6 C-21, C-24 e C-25
24 e e 1582 159,1
25 642(d:23) 6,33 (d; 2,4) 107,7 108,9 C-1,C-21 e C-23
7 1456 1471
OMe 3,62 (s) 547 e C-22
OH
(C-17 6,89 (3) C-16, C-17, C-18 e C-
C-19) 19
OH
(C24) 82609 C-23, C-24 e C-25

*Solvente: CDsOD
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Figura 21. Espectro de RMN H da substancia 4 (300 MHz; Acetona D6).

BRUKER
e

Current Data Parameters
NAME

EXPNO 12
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date__ 20190913

Time 17.18
INSTRUM FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zg

TD 5536
SOLVENT Acetone

NS 32

DS 2

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 20.7568

Dw 81.920 usec
DE 10.00 usec

TE 293.6 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

======== cHANNEL f1 =====
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

P1 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
Sl 65536

SF 300.2000000 MHz
WDWwW

SSB 0

LB Hz

GB 0

PC 1.00

Jennifer19_HCM-8.6.6
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Figura 22. Espectro de RMN **C da substancia 4 (75 MHz; Acetona D6).
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BRUKER
(>

Current Data Parameters
NAME Jennifer19_HCM-8.6.6
EXPNO 2

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190913

Time 17.31
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768

SOLVENT Acetone
NS 184320

DS 0

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.7 K

D1 0.50000000 sec

D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.01589210 sec

L4 20

L5 14

P32 90.00 usec

TDO 1

======== CHANNEL f1 ========

SFO1 75.4928982 MHz
13C

P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W

SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W

F2 - Processing parameters

Sl 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GB 0

PC 1.40

=== CHANNEL {2 ========
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<)
BRUKER
(_><)

Current Data Parameters
NAME  Jennifer19 HCM-36.6

EXPNO
PROCNO 1
F2- Acquisition Parameters
'Il?lm' 20191021
ime 17.42
M, i PPM INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG _hsqcedgpph
= 3]
10 SOLVENT Acefone
NS 230
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2980232 Hz
F 20 Ac 0.1677722 sec
RG 501.187
bW 81.920 usec
P DE 10,00 usec
4 TE 2930K
. - 30 CNST2  145.0000000
- Do 0.00000300 sec
- D1 00000000 sec
@ Da 0.00172414 sec
L2 D11 0. sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
F 40 D21 000334823 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D34 0.00001860 sec
D36 0.00100000 sec
F 50 b3 000001745 sec
D41 0.00000166 sec
D42 0.00000332 sec
*e L ] D43 0.00002128 sec
D44 000224428 sec
D45 0.00051614 sec
F 60 o 000003490 sec
L4 19
P35 75.00 usec
== CHANNEL f1 ==
SFO1  300.2019513 MHz
E 70  wuci H
P1 7.64 usec
2 15.28 usec
PLW1  20.00000000 W
F == CHANNEL f2
80 75.4921437 MHz
NUC2 13
CPDPRG[2 garp
P3 9.30 usec
P4 18.60 usec
E 9Q heeo: 75.00 usec
PLW2  50.00000000 W
PLW12  0.80352098 W
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1]  RECT.1
=100 GPNAMF} RECT.1
GPNAM[3]  RECT.1
GPZ1 30.00 %
GPZ2 80.00 %
GPZ3 2010 %
P16 1000.00 usec
1 1 0 F1 - Acquisition parameters
b 213
SFO1 75.49214 MHz
FIDRES  134.522507 Hz
sw 189.777 ppm
120  FoMoDE
F2 - Processing parameters
sl 4096
SF_ 300.2000000 MHz
wDw QSINE
— - SSB 2
130 LB 0Hz
GB [
PC 1.40
F1-Processing parameters
140 sl 4096
mC2 TPPI
T T T T T T T T T T T SF 75.4853500 MHz
wow QSINE
SSB
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm & o
GB 0

Figura 23. Mapa de contorno HSQC da substancia 4 (75 MHz; Acetona D6).



ok L A ppm
- 20
e e
—t ‘e
- 40
—_
- 60
- 80
- : . - 100
—— . ] s - e
- -e e
120
— L]
] - - 140
— [
= . . @ - 160
180
30
200
L 2
1 ]

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

T
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Figura 24. Mapa de contorno HMBC da substancia 4 (75 MHz; Acetona D6).
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Current Data Parameters
NAME  Jennifer19_HCM-8.6.6
EXPNO 300

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 2019090

Time

INSTRUM  FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG hmbegplpndgf
2048

o

TD
SOLVENT Acetone
NS 576

DS 6

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.187

bow 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 2929K

CNST2 145.0000000
CNST13 7.0000000
D

0 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.07142857 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec

D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec

D36 0.00100000 sec
D38 0.00003010 sec
INo 0.00003010 sec

= CHANNEL f1
300.2019513

7.64 usec
15.28 usec
20.00000000 W

=m = CHANNEL f2 ==:
SFO2 75.4932760 MHz
13C

9.30 usec
PLW2 50.00000000 W

= GRADIENT CHANNEL
M[1]  SINE.100
GPNAM[2]  SINE.100
GPNAM[3]  SINE.100

GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD

SFO1 75.49328 MHz
FIDRES 129.775742 Hz
sSwW 220.037 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
| 19

SF 300.2000000 MHz
SINE

WDW

SSB 0
LB OHz
GB 0
PC 1.40

F1 - Processing parameters
sl 4096

mMc2 QF

SF 75.4853500 MHz
WDW SINE

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0
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Figura 25. Espectro de massas da substancia 4 (ESI, modo positivo).
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Esquema 8. Proposta de fragmentacdo da metoxikemardecina H
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5.3.5. Identificagéo da substéncia 5 (HCM-8.6.13)

A substancia 5 (4,3 mg) foi isolada do extrato metandlico (Esquema 5) como um solido
amorfo amarelo que apresentou fluorescéncia na luz UV (254 nm) e mancha rosa em CCD apdés
revelacdo em vanilina sulfirica. A substancia foi caracterizada através das técnicas de RMN (
'H e 3C, HSQC EDIT e HMBC) e EM.

No espectro de RMN de *H (Figura 27) verificou-se o0 mesmo perfil de sinais do espectro
da substancia 4, com excec¢do de um singleto em & 7,16 caracteristico de grupo hidroxila e da
auséncia de sinal de metoxila (6 3,60). Assim como, auséncia do sinal de metoxila no espectro
de RMN de C (Figura 28). No mapa de contorno HMBC (Figura 30) o hidrogénio em & 7,16
do grupo hidroxila correlacionou com os carbonos em 6 109,9 (C-21), 156,7 (C-22) e 100,4 (C-
23), podendo posiciona-lo em C-22.

No espectro de EM (Figura 31) gerado no modo positivo utilizando fonte de ionizacéo
eletrospray (ESI), produziu o ion molecular em m/z 411 ([M+1]") e os fragmentos em m/z 245
(IM+X]"), correspondente a massa molecular do ion mais estavel, 231 ([M-X-Ci3H24]") e 285
(IM-X-CgH1g]"), conforme Esquema 9. Através dos dados obtidos da espectrometria de massas,
pode-se propor a formula molecular C2sHz4O4 para substancia 4. O pico do ion molecular em
m/z 411 ([M+1]") e o fragmento em m/z 231 ([M+1]"), indica a perda de CisH.4 referente a
cadeia lateral do derivado do ciclofano bisresorcinol (Esquema 9).

Com o resultado da analise dos espectros de RMN e EM (Tabela 16) e comparando
esses dados com os descritos na literatura (Jolly et al., 2008), permitiram identificar a
substancia 5 como a kemardecina H (Figura 26). Sendo este o primeiro relato da substancia na

familia Fabaceae.

Figura 26. Estrutura quimica da substancia 5 (kemardecina H
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Tabela 16. Dados de RMN *H (300 MHz), 3C e HMBC (75 MHz) em Acetona D6, da

substancia 5 em comparacdo com a literatura.

1H 130
Ao 0 (ppm), mult; J(Hz) 0 (ppm) HMBC
Substancia5  Jolly et al., 2008* Substancia 5 ;%'('%*et Al Substancia 5
1 2,31 (m) 2,25 (m) 33,6 35,2 C-2,C-3,C-25,C-21¢e
C-26
2 1,59 (m) 1,38 (m) 31,2 32,2
3 1,88 (M) 1,88 (M) 27,6 29,0 C-1,C-2eC-4
4 5,37 (m) 5,26 (M) 129,7 130,9 C-6eC-3
5 5,37 (m) 5,26 (M) 129,4 131,1 C-6eC-3
6 1,91 (m) 1,88 (m) 25,6 27,1
711 1,29-1,22(m) 13-14(m) 27,0260  28,0-30,0
12 1,29 (m) 1,30 (m) 27,2 28,0
13 1,65 (m) 1,65 (m) 27,9 31,6
14 2,56 (t; 6,9) 2,56 (t; 6,9) 34,9 36,7 C-15, C-16 e C-20
15 e e 143,0 144.8
16 6,31 (sl) 6,30 (S) 107,2 108,7 C-14,C-20e C-21
17— e 156,1 157,4
18 e 109,6 109,7
19 - 156,1 157,4
20 6,31 (sl) 6,30 (S) 107,2 108,7 C-14,C-16e C-21
21 e 109,9 112,6
22 e e 156,7 157,7
23 6,28 (d; 2,4) 6,26 (d; 2,4) 100,4 101,6 C-24
7/ S — 158,1 159,1
25 6,35 (d; 2,4) 6,33 (d; 2,4) 107,5 108,9 C-23eC-21
26— e 145,6 147,1
OH C-20, C-16, C-17 e C-
(C-17, 7,12 (s) 18
C-19)
OH C-23,C-21e C-22
(C-22) 7,16 (S)
OH C-23,C-25e C-24
(C-24) 8,16 (s)

*Solvente: CDsOD
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Figura 27. Espectro de RMN “H da substancia 5 (300 MHz; Acetona D6
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BRUKER
(>

Current Data Parameters

NAME Jenniferi19_HCM-8.6.13
EXPNO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190823

Time

9.14
FOURIER300

INSTRUM

PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 536
SOLVENT Acetone
NS 2

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 18.789

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec

TE 293.3 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

P1 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
Sl 65536

SF 300.2000000 MHz
WD EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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158.07
156.73
156.10
145.87

133 BRUKER
0
NN

é
%

Current Data Parameters
NAME Jennifer19_HCM-8.6.13
EXPNO 2
2885 Yor-88308R/83Q2 PROCNO 1
R E- DLOrr~ODOOONOOT ®MO
N ] NOSOWUOUANANmONOT QO F2 - Acquisition Parameters
T oOn " ONMNNNNDN®©®OO© OW Date 20190928
MMM m OOONNNNNNNNANN Time 17.03
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30
32768
SOLVENT Acetone
13312
0
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 292.3 K
D1 0.30000001 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D4o 0.02336821 sec
36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 ppm L5 8
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C
P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
> SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
S| 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
T T T T T T T T T T T T LB 3.00 Hz
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm gg 1 20

Figura 28. Espectro de RMN 3C da substancia 5 (75 MHz; Acetona D6).
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Figura 29. Mapa de contorno HSQC da substancia 5 (75 MHz; Acetona D6).
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BRUKER
{2

Current Data Parameters
NAME  Jennifer19_HCM-86.13
EXPNO 200

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190923

Time 17.26
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hsqcedgpph
b 2048
SOLVENT Acetone
NS 196

16

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.187

DWW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 293.2 K
CNST2  145.0000000
Do 0. 0 sec
D1 1.00000000 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec

0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D34 0.00001860 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00001745 sec
D41 0.00000166 sec
Da2 0.00000332 sec
D43 0.00002128 sec
D44 0.00224428 sec
Das 0.00051614 sec
INO 0.00003490 sec

19
P35 75.00 usec

" 300.2019513 MHz

P1 7.64 usec
P2 15.28 usec
PLW1 20.00000000 W

== CHANNEL 2 ==
SFO2 75.4921437 MHz

9.30 usec
P4 18.60 usec
PCPD2 75.00 usec
PLW:

2 50.00000000 W
PLW12 0.80352998 W
====== GRADIENT CHANNEL =:
GPNAM[1] 5
GPNAM[2]  RECT.1
GPNAM[3] RECT.1
GPZ1 %

30.00
GPZ2 80.00 %
GPZ3 2010 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
T 256

SFO1 75.49214 MHz
FIDRES 111.926933 Hz
s 189.777 ppm
FnMODE TPPI

F2 - Processing parameters
S 4096

SF. 300.2000026 MHz
wDw QSINE

SSB 2

LB OHz

GB o

PC 1.40

F1 - Processing parameters
sl 4096

mC2 TPPI
SF 75.4853672 MHz

‘WDw QSINE
SsB 2

LB 0Hz
GB o
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(<D

Current Data Parameters
NAME  Jennifer1i9_HCM-8.6.13

3 n . ppm T i

INSTRUM  FOURIER300

PULPROG hmbegplpndqf
TD 2
SOLVENT Acetone

S 280

N:
- 20 obs 16
2 SWH 6103.516 Hz
. 5 * % FIDRES  2.980232 Hz
=
—
—

= . H
= e AQ 0.1677722 sec
» RG 501.187
bw 81.920 usec
- 40 DE 10.00 usec
TE 291.3K

CNST2  145.0000000
CNST13 8.0000000

Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
I~ 60 Dé 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec

- 80 D38 0.00002880 sec
INO 0.00002880 sec

= CHANNEL 1 ===:
300.2019513 MHz
1H
7.64 usec
— - - - I~ 1 00 15.28 usec
20.00000000 W
e - 3 > o
- - -

CHANNEL f2 =:
75.4932760 MH:

~120 P3 9.30 usec
PLW2 50.00000000 W
====== GRADIENT CHANNEL ==:
- GPNAM[1] SINE.100
GPNAM[2]  SINE.100
GPNAM[3] SINE.100
~140 cpzi 50.00 %
= . GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec
ﬁ % - .. F1 - Acquisition parameters
— 1 60 TD 256
SFO1 75.49328 MHz
FIDRES 135.633682 Hz
SW 229.969 ppm
FnMODE QF
F2 - Processing parameters
180 s 1024
SF 300.2000018 MHz
wDwW SINE
ssB 0
LB 0 Hz
GB 0
~200 PC 1.40
— - F1 - Processing parameters
S| 1024
Mc2 QF
SF 75.4853452 MHz
WD! SINE

T T T T T T T T T T T T T T T T SSB 0

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm & i

Figura 30. Mapa de contorno HMBC da substancia 5 (75 MHz; Acetona D6).
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Figura 31. Espectro de Massas da substancia 5 (ESI, modo positivo)
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86



5.3.6 Identificacédo da substancia 6 (HCM-11.11)

A substancia 6 (9,2 mg), foi isolada do extrato metandlico (Esquema 7) como cristais
de s6lido amarelo, em analise em CCD apresentou fluorescéncia na lampada de UV (254 nm)
e mancha amarela apos revelacdo em vanilina sulfarica. A substancia foi caracterizada através
das técnicas de RMN H, $3C e HMBC.

No espectro de RMN C (Figura 34) apresentou 15 sinais, sugerindo o esqueleto
carbbnico de um flavonoide, sendo o sinal em & 175,7 referente ao carbono carbonilico (C-4).
O espectro de RMN H (Figura 33) mostrou 5 sinais caracteristicos de sistemas aromaticos. Os
sinais observados como dubletos em 6 6,26 (J = 2,0 Hz) e 6 6,52 (J = 2,0 Hz) evidenciaram
acoplamentos em meta entre H-6 e H-8, os quais correspondem ao anel A do flavonoide
substituido em C-5e C-7. Os sinaisem 6 7,70 dd (J =8,5Hz e 2,2 Hz), 6 7,82 d (J = 2,2 Hz)
¢ 06,99 d (J = 8,5 Hz) caracterizaram uma dioxigenacao do anel B em C-3" e C-4". A presenca
de um singleto em & 12,19 ¢ caracteristico da ligagdo de hidrogénio intramolecular da hidroxila
com 0 oxigénio do carbono carbonilico.

O mapa de contorno HMBC (Figura 35) mostrou o hidrogénio da hidroxilaem ¢ 12,19
correlacionando com o carbono metinico & 98,2 (C-6) e com os carbonos desidrogenados &
161,4 (C-5) e 6 103,2 (C-10). O sinal de hidrogénio em & 7,82 (H-2") correlaciona com o
carbono metinico & 120,5 (C-6") e com os carbonos desidrogenados 6 145,0 (C-4") e 6 147,5
(C-2). O hidrogénio 6 6,99 (H-5") faz correlagdo com carbonos desidrogenados & 147,5 (C-2),
5 122,8 (C-1") e 6 145,0 (C-4"). O hidrogénio & 7,70 (H-6") correlaciona com o carbono
metinico & 114,8 (C-2") e com o carbono desidrogenado & 147,5 (C-2). As demais correlacdes
encontram-se na Tabela 17.

O resultado da analise dos espectros de RMN de H, de 3C, bem como o espectro
bidimensional de correlacdo heteronuclear de HMBC (Tabela 17) e comparagdo desses dados
descrito literatura (Maranhdo et al., 2013) permitiram identificar a substancia 6 como um
flavonoide quercetina (Figura 32), sendo este o primeiro relato na espécie. Estudos relatam o
potencial antioxidante, anticarcinogénico e seus efeitos protetores aos sistemas renal,

cardiovascular e hepatico (Behling et al., 2004).
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Figura 32. Estrutura quimica da substancia 6 (quercetina).

Tabela 17. Dados de RMN H (300 MHz), *C e HMBC (75 MHz) em Acetona D6, da
substancia 6 em comparacdo com a literatura.

1H 13C
\© 0 (ppm), mult; J(Hz) 0 (ppm) HMBC
Substéncia 6 SELEIAE Substéncia 6 SEIEIED Substancia 6
et al.,2013* et al.,2013*
A 1475 1474
3 - e 135,9 135.9
c=0 - 175,7 175,9
5 e 161,4 161,2
OH 1219(s) - e e C-5,C-6eC-10

6 6,26 (d; 2,0) 6,26 (d; 1,8) 98,2 120,3 C-5,C-7,C-8¢e
C-10

7T - e 164,2 164,2

8 6,52 (d; 2,0) 6,52 (d; 1,8) 93,5 93.0 C-6,C-7,C-9e
C-10

9 e e 156,8 156,8

0 - - 103,2 103,2

r - e 1228 122,8

2’ 7,82 (d; 2,2) 7,82 (d; 1,8) 114,8 1146 C-4,C-6"eC-2

R 146,1 146,6

N 145,0 1449

5 6,99 (d; 8,5) 6,99 (d; 8,5) 115,3 1149 C-1,C4,C5e
C-2

6’ 7,70 (dd; 8,5e 7,69 (dd; 8,5 120,5 97,9 C-2eC-2

2,2) e 1,8)

*Solvente: CD30OD
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Figura 33. Espectro de RMN *H da substancia 6 (300 MHz; Acetona-D6).

Current Data Parameters

NAME Jennifer19_HCM-11.11
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190507

Time 17.58
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT Acetone

NS 2

DS 2

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.623

DwW 81.920 usec

DE 10.00 usec

TE 1008.3 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

s======= CHANNEL {1 ========
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

P1 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
S 65536

SF 300.2000000 MHz
WDwW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB o

PC 1.00
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Figura 34. Espectro de RMN *3C da substancia 6 (75 MHz; Acetona-D6).
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Current Data Parameters
NAME Jennifer19_HCM-11.11
EXPNO 2

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190507

Time 18.02
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

DS 0

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 1008.3 K

D1 0.30000001 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.02336821 sec
L4 20

L5 8

P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C

P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W

CHANNEL 2 ===;
300.2012008 MH:
1H

CPDPRG[2 waltz16

PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W

F2 - Processing parameters

Si 32768

SF 75.4853500 MHz
W EM

SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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Current Data Parameters
NAME Jennifer19_HCM-11.11

‘ I HIMIJ’“ |

EXPNO 300
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
I Date_ 20190515
Time 17.27
A ppm INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
- 80 PULPROG hmbegplpndgf
b 2048
SOLVENT Acetone
NS 160
DS 6
F 90 SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
L] AQ 0.1677722 sec
RG 501.187
Y * . bW 81.920 usec
F100 DEE 10.00 ;sec
292.1
. .e CNST2  145.0000000
CNST13  8.0000000
Do 0.00000300 sec
110 D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
- Dé 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
120 D31 0.00000764 sec
el D32 0.00001528 sec
. ® D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00002880 sec
130 INO 0.00002880 sec
CHANNEL f1
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
P1 7.64 usec
=140 P2 15.28 usec
PLW1  20.00000000 W
!'. e ct f2
. SFO2 75.4932760 MHz
F150 NUC2 13C
P3 9.30 usec
PLW2  50.00000000 W
[ ]
GRADIENT CHANNEL ==:
. * E 160 GPNAM[1] SINE.100
GPNAM[2]  SINE.100
LA GPNAM[3]  SINE.100
GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
=170 GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec
F1 - Acquisition parameters
TD 256
F 180 SFO1 75.49328 MHz
FIDRES 135.633682 Hz
sw 229.969 ppm
FnMODE QF
F190 F2 - Processing parameters
Sl 4096
SF 300.2000000 MHz
wDwW SINE
£ 200 SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
® PC 1.40
o 2 1 0 F1 - Processing parameters
1 4096
MC2 QF
SF 75.4853500 MHz
wbDw SINE
SSB 0
T T T T T T T T T I I LB 0 Hz

13 12 11 10 s 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm 0
Figura 35. Mapa de contorno de HMBC da substancia 6 (75 MHz; Acetona-D6).



5.37 ldentificagdo da substancia 7 (HCM- 11.6.13.9)

A substancia 7 (8,5 mg), foi isolada do extrato metanélico conforme Esquema 6 como
solido amarelo castanho, em analise em CCD apresentou fluorescéncia na lampada de UV (254
nm) e mancha marrom em vanilina sulfdrica. A substancia foi caracterizada atraves das técnicas
de RMN *H, *C, HSQC EDIT e HMBC.

O espectro de RMN *H (Figura 37) mostrou 6 sinais tipicos de sistemas
aromaticos. O sinal observado como duplo dubleto em 6 6,40 (J = 8,2 Hz e 2,5 Hz) corresponde
ao acoplamento orto e meta de H-6 com os hidrogénios H-5 e H-6, respectivamente. Assim
como os dubletos em 6 6,30 (J = 2,5 Hz) e 6 6,90 (J = 8,2 Hz) mostram os acoplamentos meta
de H-8 com H-6 e orto entre H-5 e H-6, os quais correspondem ao anel A do flavonoide
substituido em C-7. No mapa de contorno HMBC (Figura 40) para o anel A o hidrogénio em 6
6,90 (H-5) apresenta correlacdo com o carbono metilénico em 6 32,6 (C-4) e com os carbonos
desidrogenados 6 156,8 (C-7) e 6 155,2 (C-9).

O espectro de RMN *3C (Figura 38) apresentou 15 sinais com predominéncia de sinais
caracteristicos de carbonos aromaticos. Percebeu-se a auséncia de sinal de carbonila e presenga
de um carbindlico sugerindo um esqueleto de flavonoide flavan-3-ol.

Para o anel B os sinais de hidrogénioem 6 6,76 dd (J=8,1 Hze 2,0 Hz), 6,81 d (J=8,1
Hz) e 6,89 d (J = 2,0 Hz) caracterizaram uma dioxigenacao do anel em C-4’ e C-5’. Ja no mapa
de contorno no HMBC (Figura 40) o hidrogénio em 6 6,76 (H-2") correlaciona com os carbonos
desidrogenados C-2 (82,0) e C-4’ (144,7) e com o carbono metinico C-6’ (114,2).

No anel C os sinais de par de duplos dubletos no espectro de RMN H em & 2,74 (H-4a)
e 2,93 (H-4b) acoplam entre si com constante de J = 15,78 Hz e com o0 H-3 com constantes de
8,6 e 5,01 Hz respectivamente. No mapa de contorno HSQC editado (Figura 39) observou-se a
correlagdo dos hidrogénios H-4a e H-4b com um carbono metilénico em & 32,6 (C-4),
confirmando o esqueleto de flavonoide sugerido acima.

Com as andlises dos dados espectrais em comparacdo com o0s dados descritos na
literatura (Da Costa et al., 2014), os quais encontram-se na Tabela 18, foi possivel identificar a
substéncia 7 como o flavonoide fisetinediol (Figura 36), o qual ja possui relatos na espécie.

Estudos prévios com esta substancia mostram atividade antioxidante (Imai et al., 2008)
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Figura 36. Estrutura quimica da substancia 7 (fisetinediol).

Tabela 18. Dados de RMN H (300 MHz), *C e HMBC (75 MHz) em Acetona D6, da

substancia 7 em comparacao com a literatura.

" 8 (ppm), mult; J(Hz) 5 (ppm) HMBC
Substancia 7 DAl g e Substancia 7 D Ll e Substancia 7
al., 2014 al., 2014
2 4,63 (d;7,3) 4,63 (d; 7,2) 82,0 83,0 C-3,C-4,C-1°, C-
2’e C-6’
3 4,04 (m) 3,99 (ddd; 67,4 68,8 C-14
78;72e
5,1)
4Ha 2,74 (dd; 15,8 2,67 (dd; 32,6 33,1 C-3,C-5,C-9eC-
e 8,6) 159e7,8) 10
4Hb 2,93 (dd; 15,8 2,87 (dd; 32,6 33,1 C-3,C-5,C-9eC-
e 5,0) 159e5,1) 10
5 6,90 (d; 8,2) 6,85(d: 8,1) 130,1 131,3 C-4,C-7eC-9,
6 6,40 (dd; 8,2 6,33 (dd; 8,1 108,1 109,4 C-8eC-10
e2,5) e2,4)
7T - 156,8 157,9
8 6,30 (d; 2,5 6,27 (d; 2,4) 102,5 103,6 C-6,C-7,C-9e C-
10
9 - 155,2 156,2
10 - 111,6 1125
r - 131,2 132,2
2’ 6,76 (dd; 8,1 6,69 (dd; 8,1 119,0 119,8 C-2,C-4 e C-6’
e 2,0) e21)
3 6,81 (d; 8,1) 6,75(d; 8,1) 114,8 116,1 C-I’e C-4
4 - 1447 146,3
5 - 1448 146,3
6’ 6,89 (d; 2,0) 6,81 (2,1) 114,2 115,1 C-2,C-2’eC-5
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DE 10.00 usec
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D1 2.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
P41 2000000.00 usec
TDO 1
=z======= CHANNEL f1 ========
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NUC1 1H
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PLW1 20.00000000 W
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F2 - Processing parameters
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Figura 37. Espectro de RMN H da substancia 7 (300 MHz; Acetona D6).
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Current Data Parameters

NAME Jennifer20_ HCM-11.6.13.9
EXPNO 2

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200117

Time 15.32
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT Acetone

NS 10240

D! 0

SWH 24414.063 Hz

|_ O ' FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 296.3 K
D1 0.10000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20
L5 2
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C
P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL 2 ========

SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W

F2 - Processing parameters

SF 75.4853500 MHz
wDwW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
T T T T T T T T T T T T GB 0
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm PC 1.40

Figura 38. Espectro de RMN 3C da substancia 7 (75 MHz; Acetona D6).
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Figura 39. Mapa de contorno HSQC da substancia 7 (75 MHz; Acetona D6).

Current Data Parameters
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INSTRUM _ FOURIER300
0BHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG _hsqcedgpph
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0s
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8
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DE 10,00 usec
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CNST2  145,0000000
g) sec
1

1.00000000 560
D4 000172414 sec

D43 0.00002128 sec
D44 0.00224428 sec
D45 000051614 sec
IN0 000003310 sec

La 19

P35 75.00 usec

P 7.64 usec

P2 15.28 usec

PLW1 2000000000
zszzzzzz CHANNEL 12 ===zzzas
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PD2 75.00 usec

PLW2 504 w
PLWI2 080352998 W
=z=c== GRADIENT CHANNEL =====

1 CT.

2]  RECT.1

3] R 1
GPZ1 30.00
aPz2 80.00 %
aPz3 20.10 %
P16 1000.00 usec
F1 - Acquisition parameters
™ 256
SFO1  75.49214 MHz
FIDRES 118013596 Hz
W 200,097 ppm
FnMODE

F2. Processing paramelers
si 4096

SF_ 300.2000019 MHz
WOwW QSINE
$sB 2

LB OHz

GB o

PC 140

F1-Processing parameters
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Mc2 PP
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Figura 40. Mapa de contorno HMBC da substancia 7 (75 MHz; Acetona D6).

Current Data Parameters

NAME  Jennifer20_HCM-11.6.13.9
EXPNO 0

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200117

Time 12.20
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PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hmbegplpndgf
2048

TD
SOLVENT Acetone
NS 36

SWH 6103.516 Hz

FIDRES 2.980232 Hz

AQ 0.1677722 sec

RG 501.187

bw 81.920 usec

DE 10.00 usec
297.0 K

TE

CNST2 145.0000000
CNST13 8.0000000
Do 0.00000300 sec

D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dé 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D3s 0.00100000 sec

D38 0.00002880 sec
INO 0.00002880 sec

CHANNEL f1
300.2019513
1H

7.64 usec

15.28 usec
20.00000000 W
= == CHANNEL 2 ==:
SFO2 75.4932760 MHz

P3 9.30 usec

PLW2 50.00000000 W
====== GRADIENT CHANNEL
GPNAM[1] SINE.100
GPNAM[2]  SINE.100
GPNAM[3]  SINE.100

GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
T 256

SFO1 75.49328 MHz
FIDRES 135.633682 Hz
sw 229.969 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters

S| 4096

SF 300.2000012 MHz
D! SINE

wi

SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.40

F1 - Processing parameters
Sl 4096

mc2 QF
SF 75.4853505 MHz
WwDwW SINE

SSB 0
LB 0 Hz
GB [
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5.3.8 Identificacdo da substéancia 8 (HCM- 11.7.10.9)

A substancia 8 (4,3 mg), foi isolada do extrato metanolico conforme Esquema 6 como
solido amarelo claro, em analise em CCD apresentou fluorescéncia na lampada de UV (254
nm) e mancha amarela apds revelagdo em vanilina sulfrica. A substancia foi caracterizada
através das técnicas de RMN H, $3C, HSQC EDIT e HMBC.

No espectro de RMN 'H (Figura 42) observou-se sinais caracteristicos de sistemas
ABX. Observou-se o sinal duplo dubleto do hidrogénio H-6 em 6 6,58 (J = 8,6 Hz e 2,3 Hz)
acoplando em orto com H-5 (6 7,73) e em meta com H-8 (6 6,41), consequentemente, estes
acoplam com H-6 (& 6,58) em orto e meta respectivamente. O mapa de contorno HSQC editado
(Figura 45) mostra o hidrogénio em & 7,73 (H-5) correlacionando com o carbono em 6 128,6
(C-5). Assim evidenciam um benzeno 7,9,10-trissubstituido no anel A.

Para o anel B observa-se uma simetria, pois no espectro de hidrogénio ambos os duplos
dubletos (6 7,41 e 6 6,90) integram para 2H e acoplam entre si com valores de constantes em
orto e meta. Os sinais de hidrogénio em 6 7,41 (H-2’ ¢ H-6") ¢ 6 6,90 (H-3’ e H-5") exibem
correlacdo no mapa de contorno HSQC editado com os carbonos em & 128,1 (C-2’ ¢ C-6’) e 6
115,2 (C-3’ e C-5’) respectivamente. No mapa de contorno HMBC (Figura 46) o hidrogénio
H-2’ correlaciona com o C-6" (6 115,2), C-4’ (5 157,7), C-5’ (& 115,2) e C-2 (6 79,6). Essas
evidéncias ddo ao anel B a caracteristica de um benzeno 4-substituido.

Para 0 anel C o espectro de RMN *H apresentou uma sobreposicdo de sinal em & 3,10
(H-3b). Contudo o mapa de contorno HSQC editado mostrou a correlagdo dos hidrogénios em
6 2,69 (H-3a) e 3,10 (H-3b) com o sinal de carbono metileno em & 43,8 (C-3) evidenciando que
o sinal de H-3b no espectro de hidrogénio que apesar de estar sobreposto pelo sinal do solvente
é um sinal presente do esqueleto da flavanona, o qual s6 foi possivel definir pela projecédo dos
espectros de RMN **C dos mapas de contorno bidimensionais (Figuras 43 e 44).

Os dados espectrais obtidos em comparagdo com os dados descritos na literatura (Zhao
etal., 2011; Tabela 19) permitiram identificar a substancia 8 como liquiritigenina (Figura 41).
Este é o primeiro relato da flavanona no género Hymenaea. Estudos relatam atividade

anticancer (Khamsan et al., 2012) e antibacteriana (Son et al., 2018).
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Figura 41. Estrutura quimica da substancia 8 (liquiritigenina)
Tabela 19. Dados de RMN *H (300 MHz), *C e HMBC (75 MHz) em Acetona D6, da

substancia 8 em comparacao com a literatura.

1H 13C
" 8 (ppm), mult; J(Hz) 5 (ppm) HMBC
Substéncia 8 ZiEm Gl el Substéncia 8 Zies il Substancia 8
2011* 2011*
@)
2 5,47 (dd; 13,0e 5,58 (dd; 13,0 79,6 80,3
2,8) e 2,8)
3Ha 2,69 (dd;16,7e 2,95 (dd; 16,9 43,8 445
2,8) e 2,8)
3Hb  3,10%(dd; 16,7e 3,26 (dd; 16,9 43,8 445 C-2eC-4
13,0) e 13,2)
c=:0 - e 189,7 193,0
5 7,73 (d; 8,6) 7,97 (d; 8,7) 128,6 129,5 C-7
6 6,58 (dd; 8,6 e 6,74 (dd; 8,7 e 110,3 111,5
2,3) 2,2)
/2 164,0 166,0
8 6,41 (d; 2,3) 6,62 (d; 2,2) 102,7 103,6
9 e e 164,8
() 131,1 114,1
| N 130,3 130,5
2’ 7,41 (dd; 6,6 e 7,53 (d;8,6) 128,1 128,4 C-2,C-4e C-6’
1,8)
3 6,90 (dd; 6,6 e 7,08 (d; 8,6) 115,2 116,1 C-1’
1,8)
N 157,7 158,1
5 6,90 (dd; 6,6 e 7,08 (d; 8,6) 115,2 116,1 C-1’
2,0)
6’ 7,41 (dd;6,6 e 7,53 (d; 8,6) 128,1 128,4
2,0)

*Solvente: CD3OD

2 Sobreposicao de sinal
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Figura 42. Espectro de RMN H da substancia 8 (300 MHz; Acetona D6)

(b

Current Data Parameters
NAME Jennifer19_HCM-11.7.10.9
1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20191119

Time 15.35
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT Acetone
NS 64

DS 2

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5 091 sec
RG 15.1704

DwW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 293.0 K

D1 1.00000000 sec

P1 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI 65

WwDwW

SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
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PROCNO 2

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20191121

Time 0.03

INSTRUM  FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG  hsqcedgpph

™ 2008 9P

SOLVENT Acetone
220

NS

DS 6

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.187

ow 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE

CNST2 145.0000000
Do 0.00000300 sec

D1 1.00000000 sec

D4 0.00172414 sec

D11 0.03000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
D21 0.0 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec

D33 0.00000830 sec
D34 0.00001860 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00001655 sec
D41 0.00000166 sec
D42 0.00000332 sec
D43 0.00002128 sec
D44 0.00224428 sec
D45 0.00051614 sec

INO 0.00003310 sec
L4 19
P35 75.00 usec

= CHANNEL f1 ==
SFO1 300.2018513 MHz
Nuct 1H
P1 7.64 usec
P2 15.28 usec

PLW1 20.00000000 W

= = CHANNEL f2 ==
SFO2 75.4921437 MHz

Nuc2

CPDPRG[2 garp

P3 9.30 usec

P4 18.60 usec
PCPD2 75.00 usec
PLW2 50.00000000 W
PLW12 0.80352998 W

= GRADIENT CHANNEL ==
GPNAM[1] RECT.
GPNAM[2]  RECT.1
GPNAM[3]  RECT.1

Gpz1 30.

.00 %
GPZ2 80.00 %
GPZ3 20.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
D 240

SFO1 75.49214 MHz
FIDRES 125.881165 Hz
00.097 ppm
FnMODE TPPI
;IZ . Process“lgg arameters
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1w Toaaiohit
180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm 3° by
GB 0
PC 4.00

Figura 43. Projec&o de espectro de RMN de *C da substincia 8 pelo mapa de contorno HSQC.
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Current Data Parameters
NAME Jennifer19_HCM-11.7.10.9
EXPNO 300

PROCNO 2

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 191119

Time 3

INSTRUM  FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hmbcgplpndqf
2048

D
SOLVENT Acetone
NS 360
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.18
bw 81.920 usec
DE 10.00 usec
E 292.8 K
CNST2 145.0000000
CNST13 8.0000000
0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
D16 00020000 sec
D31 0.00000764 sec

D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec

= CHANNEL {1 =:
300.2019513 MHz
1H

7.64 usec
15.28 usec
.00000000 W

= CHANNEL {2 =
75.4932760 MHz

P3 9.30 usec
PLW2 50.00000000 W

= GRADIENT CHANNEL =
Gi M[1]  SINE.100
GPNAM[2] SINE.100
GPNAM[3]  SINE.100
GPZ1 50.00 %
GPZ: 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition rameters
™D d 256‘,a

SFO1 75.49328 MHz
FIDRES  135.633682 Hz
SW 229.969 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
Si 4096

SF 75.4853500 MHz
WDW SINE

ssB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 4.00

Figura 44. Projecio de espectro de RMN de *C da substéincia 8 pelo mapa de contorno HMBC.
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Figura 45. Mapa de contorno HSQC da substancia 8 (75 MHz; Acetona D6).

ppm

Current Data Parameters
Jennifer19_HCM-11.7.10.9
EXPNO 200

PROCNO 1

F2 - Acqulsltion Parameters

Date_ 19112

Time 0.03

INSTRUM _ FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG _hsqoedgpph
2048

SOLVENT  Acetone
NS 220

DS 16
Swi 6103.516 Hz
FIDRES 2980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.18
w 81.920 usec
DE 10.00 usec
2938 K
CNST2  145.00
Do 00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 .00020000 sec
D21 000344828 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D34 0.00001860 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00001655 sec
D41 0.00000166 sec
Da2 0.00000332 sec
D43 0.00002128 sec
D44 0.00224428 sec
D4as 0.00051614 sec
INo 0.00003310 sec
L4 19
P35 75.00 usec
CHANNEL f1
300.2019513
1H
7.64 useo
15.28 usec
20.00000000 W
CHANNEL f2 =
75.4921437 MHz

NuC2 13C
CPDPRG[2 garp
P3 9.30 usec
P4
PCPD2

PLW2  50.00000000
PLW12 080352998 W

18.60 useo
75.00 usec

= = GRADIENT CHANNEL =
GPNAM[1] RECT.1
GPNAM[2] RECT.1

3]

GPNAM| RECT.1
GPZ1 30.00 %
GPZ2 80.00 %
GPZ3 20.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
o

SFO1 75.49214 MHz
FIDRES  125.881165 Hz
sW 200.097 ppm

FnMODE TPPI

F2 - Processing parameters
sl a

SF_ 300.2000000 MHz
WDW QSINE

sSB 2

LB 0 Hz

GB [

PC 1.40

F1 - Processing parameters.
S| 4096

MC2 TPPI

SF 75.4853500 MHz
wow QSINE

ssSB 2

LB O Hz

GB o
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ll " ll A 1 A ppm

Current Data Parameters

NAME  Jennifer19_HCM-11.7.10.9
EXPNO 0

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191119

Time 16.10
INSTRUM  FOURIER300

OBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG  hmbcgplpndqf
2048

. ™
SOLVENT Acetone
~ 0 ns 360
DS
SWH 6103.516 Hz
FIDRES  2.980232 Hz
AQ 01677722 sec
RG 501.187
~ 20 ow 81.920 usec
DE J0.00 useo
292.8
+ % o« * CNST2  145.0000000
CNST13 8.0000000
Do 0.00000300 sec
- 40 o1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Ds 006250000 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
- 60 D 000000930 sec
D36 0.00100000 sec
Dag 0.00002880 sec
INo  0.00002880 sec
= CHANNEL 1 =
. e - 80 sFor 3002019513 MHz
NUC1 1H
P1 7.64 usec
P2 15.28 usec
PLW1 20.00000000 W
~100
'3 9.30 usec
PLW2  50.00000000 W
120 GRADIENT CHANNEL =:
M[1]  SINE.100
- - GPNAM[2]  SINE.100
GPNAM[3]  SINE.100
PZ1 50.00 %
140 ¢F2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec
F1 - Acqulsition parameters
- T 256
160 sfo 75.49328 MHz
5 FIDRES 135633682 Hz
sw 229.969 ppm
FnMODE QF
F2 - Processing parameters
— 1 80 S| 4096
SF 300.2000017 MHz
wDw SINE
.4 SSB 0
L8 0 Hz
GB
200 rc 1.40
‘ F1 - Processing parameters
= s 4098
Mcz QF
i SF 75.4853496 MHz
T T T T T T T T T T T T T T T T T wDwW SINE
SSB )
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 0.0 ppm s 0Hz
GB °

Figura 46. Mapa de contorno HMBC da substancia 8 (75 MHz; Acetona D6)
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5.3.9 Identificacdo da substéncia 9 (HCM-11.7.15)

A substancia 9 (27,4 mg), foi isolada do extrato metanélico conforme Esquema 7 como
solido amarelo claro, em analise em CCD apresentou fluorescéncia na ldmpada UV (254 nm) e
mancha rosa apds revelacdo em vanilina sulfdrica. A substancia foi caracterizada através das
técnicas de RMN *H,*C, HSQC EDIT e HMBC.

No espectro de RMN de H (Figura 48) observou-se sinais caracteristicos de sistemas
aromaticos. No espectro de RMN 3C (Figura 49) apresentou 16 sinais, sugerindo o esqueleto
carbonico de um flavonoide com metoxila, sendo o sinal em 6 196,2, referente ao carbono
carbonilico (C-4).

No anel A o par de dubletos em 6 5,97 (J = 2,1 Hz) e 5,94 (J = 2,1 Hz) evidencia o
acoplamento meta entre os hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente, referente ao anel A
5,7,9,10-tetrasubstituido. O espectro mostrou também um singleto em & 3,41 que indica a
presenca da metoxila. no mapa de contorno HSQC (Figura 50) observa-se a correlagcdo dos
hidrogénios 6 5,97 e 5,94 com os carbonos em & 96,2 (C-6) e 94,9 (C-8), respectivamente. No
mapa de contorno HMBC (Figura 51), verifica-se a correlacdo do H-6 (6 5,97) com os carbonos
desidrogenados C-5 (6 164,4), C-7 (166,9), C-10 (101,2) e com o carbono metinico C-8 (6
94,9). Outras correlagdes do anel podem ser verificadas na Tabela 20.

Para o anel B foi possivel verificar no espectro de hidrogénio sinais de sistema aromatico
com acoplamentos em meta em 6 6,87 (J = 1,5 Hz) integrando para 2 hidrogénios (H-2’, H-6)
eemd 7,03 (sl; H-4%), caracterizaram o anel como 3°, 5°- dissubstituido . No mapa de contorno
HSQC (Figura 50) verificou-se a correlagdo dos hidrogéniosH-1" ¢ H-6 (6 6,87) com 0s
carbonos em & 115,0 (C-2") e 6 119,4 (C-6") respectivamente. Assim como do hidrogénio em 6
7,03 (H-4”) com o carbono em 6 114,5 (C-4’), onde este hidrogénio pelo mapa de contorno
HMBC (Figura 51) apresenta correlagdo com os carbonos em & 81,9 (C-2), 6 145,9 (C-3°), 6
145,0 (C-5") € 6 119,4 (C-6") confirmando um padrido ndo caracteristico de oxigenagdo no anel
B dos flavonoides.

No anel C o par de dubletos em 6 5,17 (J = 9,8 Hz) e 4,30 (J = 9,8 Hz) sugere um
acoplamento do tipo axial-axial, entre os hidrogénios nas posicdes H-2 e H-3 do anel C,
evidenciando que a estrutura possui um esqueleto do tipo flavanonol.

Na literatura consultada ndo foi encontrado nenhum relato sobre o isolamento e a
identificacdo do flavanonol 9 cuja estrutura estd sendo descrita pela primeira vez. Porém, a
comparagédo dos dados espectrais obtidos, em comparacdo com os dados da literatura (Kwak et
al., 2009) da substancia 3, 3', 5, 5', 7-Pentahidroxiflavanona que apresenta estrutura similar,
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permitiram identificar a substancia 9 como 3-metdxi-5,7,3°,5’-tetrahidroxiflavanona (Figura
47; Tabela 20).

OH

HO O ‘\\\\
d OH

OCH,

OH

@)

Figura 47. Estrutura quimica da substancia 9 (3-metoxi-5,7,3’,5’-tetrahidroxiflavanona)

Tabela 20. Dados de RMN *H (300 MHz), 3C e HMBC (75 MHz) em Acetona D6, da

substancia 9 em comparac¢ao com a literatura.

" 8 (ppm), mult; J(Hz) HMBC
Substancia 9 AL Substancia 9 AL Substancia 9
et al., 2009* et al., 2009*
2 517 (d;9,8) 4,94 (d; 11,3 81,9 83,7 C-3,C-4,C-9,C-1",C-4 ¢
C-6’
3 4,30 (d; 9,8) 4,46 (d; 11,3) 80,3 72,3 Me, C-2,C-3,C-4e C-1’
OCHs3 3,41 (s) 59,5

cs:0O - - 196,2 198,3

5 - e 164,4 164,0

6 5,97(d; 2,1) 5,79 (d; 2,0) 96,2 96,7 C-5,C-7,C-8e C-10

7T - e 166,9 167,8

8 594 (d; 2,1) 5,84 (d; 2,0) 94,9 95,8 C-6,C-10,C-7e C-9

9 e 162,6 163,2

0 - - 101,2 101,1

r - e 128,5 128,8

2’ 6,87 (d; 1,5 6,74 (d; 1,5) 115,0 116,0 C-2,C-1’,C-6,C-4e C-5°

R 145,6 146,5

4° 7,03 (sl) 6,87 (d; 1,5) 114,5 115,8 C-2,C-3°,C-6’e C-5

N 145,0 145,6

6’ 6,87 (d; 1,5 6,74 (d; 1,5) 1194 120,1 C-2,C-1’,C-2,C-4’, e C-5°
OH C-5,C-6eC-10

*Solvente: DMSO-dg

*Comparacdo com a substéncia 3, 3', 5, 5', 7-Pentahidroxiflavanona
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Current Data Parameters
....... v — ’ — T T T . NAME Jenniferi9_HCM-11.7.16
7.05 ppm 6.88 ppm 598 596 594 592 ppm 5.20 5.15 ppm 435 430 4.25 ppm Eég’éﬁo 111
© ) » b3 =3 -
2 ?_ S - = 2 F2 - Acquisition Parameters
= D_ate_ 20191223
& 23585838 Sy | = INSTRUM  FOURIER300
= SE86838F-F 8K by PROBHD 5 mm DUL 13C-1
— N ©OI01n W W < < L PULPROG zg
\W NV V| 0 e
SOLVENT Acetone
NS 1
DS 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 15.849
DwW 81.920 usec
DE 10.00 usec
<+— OCH; TE 294.4 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL {1 ========
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H
P1 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
Sl 65536
v SF 300.2000000 MHz
wbw EM
SSB 0
il v v v lc-E.BB on
<«— OH PC 1.00
J,L ﬂ ,[ e
T T T T T I T 1 T T T 1 T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 1] ppm

Figura 48. Espectro de RMN *H da substancia 9 (300 MHz; Acetona D6).
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Figura 49. Espectro de RMN 3C da substancia 9 (75 MHz; Acetona D6).

Current Data Parameters

NAME Jennifer19_HCM-11.7.16
EXPNO 2

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191220
Time 3.38
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

768

TD 32
SOLVENT Acetone
NS 21890

DS [}

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.5 K

D1 0.20000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.02710625 sec
L4 20

L5 5

P32 90.00 usec
1

SFO1 75.4928982 MHz

NUC1 13C
P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W

SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W

F2 - Processing parameters

Sl 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 3.00 Hz

GB 0

PC 1.40
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Figura 50. Mapa de contorno HSQC da substancia 9 (75 MHz; Acetona D6).

Current Data Parameters
NAME Jennifer19 HCM-11.7.16

200
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20191219
Time 18.34
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG edgpph
T 48
SOLVENT Acetone
NS 106

Ds 16

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec

RG 501.187

bw 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 292.3K
CNST2  145.0000000
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec

D21 0.00344828 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D34 0.00001860 sec
0.00100000 sec
D38 0.00001655 sec
D41 0.00000166 sec
D42 0.00000332 sec
D43 0.00002128 sec
D44 0.00224428 sec
Das 0.00051614 sec
INO 0.00003310 sec

19
P35 75.00 usec

= CHANNEL f1 ==:
SFO1 300.2019513 MHz
1H

P1 7.64 usec
P2 15.28 usec
PLW1 20.00000000 W

CHANNEL f2 =
75.4921437 MHz

S|
NUC2 13C

CPDPRG[2  garp
P3 9.30 usec

P4 18.60 usec
PCPD2 75.00 usec
PLW2  50.00000000

PLW12 0.80352098 W

= GRADIENT CHANNEL.
GPNAM[1]  RECT.
GPNAM[2]  RECT1
GPNAM[3]  RECTA1

GPZ1 30.00 %

GPZ2 80.00 %
GPZ3 20.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters

el 256

SFO1 75.49214 MHz

FIDRES  118.013596 Hz
200.097 ppm

FnMODE TPPI

F2 - Processing parameters

sl 4096

SF 300.2000000 MHz

WDW QSINE
SSB 2

LB Hz
GB ]

PC 1.40

Mc2 TPPI

SF 75.4853500 MHz
WDW QSINE
SSB 2

LB OHz

GB 0
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Current Data Parameters
NAME Jenniferi9_HCM-11.7.16
0

EXPNO
A PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
9122:

Date_ 201 3
PPM  Tine 11.34

.II

|t

-

INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hmbegplpndqf

TD 2048
SOLVENT Acetone

NS 100

. ¢ - 20 s 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.187
DW 81.920 usec

- 40 DE 10.00 usec

TE 294.5 K

CNST13 8.0000000

Do 0.00000300 sec

D1 1.00000000 sec

. » [ D2 0.00344828 sec

» 60 Dé 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec

D31 0.00000764 sec

D32 0.00001528 sec

D33 000000930 sec
D3 000100000 sec

oe » [ " ~ 80 D3 000002880 sec
INO 000002880 sec

= CHANNEL f1 =
300.2019513 M
1H
7.64 usec
15.28 usec
PLW1 20.00000000 W

—100

=== CHANNEL {2 =:
75.4932760 MHz
13C
9.30 usec
50.00000000 W

e b -120

====== GRADIENT CHANNEL =:
GPNAM[1] SINE.100
GPNAMI[2] SINE.100
140 GPNAM[3]  SINE.100

GPZ1 50.00 %
(L] GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec

[ 1 60 F1 - Acquisition parameters
» D 135
‘ SFO1 75.49328 MHz
FIDRES 257.201660 Hz
sw 229.969 ppm
FnMODE QF
180 F2 - Processing parameters
S 4096

SF 300.2000015 MHz
SINE

wDwW
SSB 0
bW B g
’ ~200 g2 1.40
F1 - Processing parameters
Ell 4096
MC2 QF
SF 75.4853504 MHz
I I I I I T I I I I ngDBW SOINE
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm s ohz

Figura 51. Mapa de contorno HMBC da substancia 9 (75 MHz; Acetona D6)
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5.3.10 Identificacao da substancia 10 (HCM- 12.3)

A substancia 10 (27,4 mg), foi isolada do extrato metandlico conforme Esquema 7 como
solido branco, em anélise em CCD apresentou fluorescéncia na lampada UV (254 nm) e mancha
preta apds revelagdo em vanilina sulfurica. A substancia foi caracterizada através das técnicas
de RMN *H, RMN *3C, HSQC EDIT e HMBC.

O espectro de hidrogénio RMN H (Figura 53) apresentou seis sinais de singletos em &
0,70, 0,98, 0,82, 1,17, 0,91 e 0,94, caracteristicos de sinais de atomos de hidrogénio de
grupamentos metila. Observou-se sinais de duplo dubleto em 6 3,64 (J = 11,1 Hz e 4,9 Hz)
correspondente ao H-3, caracteristicos de hidrogénio ligado ao carbono oximetinico na posi¢do
a (Mahato e Kundu, 1994). O sinal de um tripleto em 6 5,25 (J = 3,3 Hz) € tipico de um
hidrogénio olefinico que foi atribuido ao H-12. Essas caracteristicas indicam o esqueleto de um
triterpeno oleonano.

O espectro de RMN de **C (Figura 54) apresentou trinta sinais. O sinal em § 72,5 foi
atribuido ao carbono oxigenado (C-3), devido ao posicionamento de sua hidroxila em
equatorial, possibilitando ao grupamento CH»-OH (C-23) conferir maior protecdo ao carbono
metinico C-3 (Mahato e Kundu, 1994). O sinal em & 180,5 foi atribuido ao grupo carboxila (C-
28). A identificacdo da liga¢do dupla trissubstituida foi evidenciada pelos sinais em & 122,1 ¢
143,9 referente aos carbonos C-12 e C-13 respectivamente.

No mapa de contorno HMBC (Figura 56) observou-se a correlagdo dos hidrogénios em
d 3,55 (H-23a) e 3,28 (H-23b) com os carbonos C-3 (6 72,5), C-4 (6 41,8), C-5 (6 47,3) e C-24
(6 11,3), assim como no mapa de contorno do HSQC editado (Figura 55) verificou-se a
correlagdo desses hidrogénios com o carbono metilénico em 6 65,9 (C-23), pode-se confirmar
a substituicdo na metila C-23, onde o agrupamento proporcionou uma maior blindagem para o
C-3. O sinal de hidrogénio em & 0,70 (H-24) correlaciona com os carbonos metilénicos C-6 (3
32,0) e C-23 (8 65,9), com o carbono metinico C-3 (& 72,5) e com os carbonos desidrogenados
C-4 (6 41,8) e C-5(5 47,3). As demais metilas foram posicionadas pelas correlagdes obtidas
pelo mapa de contorno HMBC conforme os dados da Tabela 21.

Os dados espectrais obtidos em comparacdo com os dados descritos na literatura (Joshi
et al., 1999; Tabela 21) permitiram identificar a substancia 10 (Figura 52) como o triterpeno
hederagenina (Acido 3p,23-diihroxiolean-12-em-28-0ico). Sendo este o primeiro relato do
género Hymenaea. Estudos relatam atividade antitumoral (Tatia et al., 2019), antimicrobiana
(Ndjateu et al., 2014) e potencial valor de aplicagdo para a prevengdo e tratamento da

osteoporose mediada por osteoclastos e outras doengas Osseas osteoliticas (Tiana et al., 2020).
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Figura 52. Estrutura quimica da substancia 10 (hederegenina)

23—OH

6

Tabela 21. Dados de RMN *H (300 MHz), *C e HMBC (75 MHz) em CD30D e Acetona

D6, da substancia 10 em comparacao com a literatura.

1H 13C
N© 6 (ppm), mult; J(Hz) d (ppm) HMBC
Substancia 10 Joslhégegt*al., Substancia 10 Joslhglges*al., Substancia 10

1 1,65¢€ 1,05 (m) 159e 1,07 38,1 38,9 C-4, C-8, C-10,
C-25e C-26

2 1,69 e 1,60 (m) 1,89e 1,69 26,0 27,6 C-10

3 3,64 (dd; 11,1 e 4,9) 4,23 72,5 73,5 C-24

T 41,8 43,0

5 1,15 (m) 1,53 47,3 48,7 C-24e C-25

6 1,29 e 1,24 (m) 1,69e 1,48 32,0 18,7 C-7

7 2,17 e 1,29 (m) 1,67e1,32 29,4 33,1 C-5

8 e e 39,9

9 1,64 (m) 1,78 47,5 48,3 C-8, C-10, C-14,
C-25e C-26

o - e 36,5 37,4

11 1,93e1,90 1,95 23,1 24,0 C-12e C-13

12 5,25 (t; 3,3) 5,51 122,1 122,7 C-9eC-18

3 - e 143,9 145,0

14 0 - e 41,5 42,3

15 1,77e 1,10 2,13e1,18 27,4 28,5 C-26

16 1,45e 1,40 2,13 e 1,99 17,7 23,8 C-27
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17
18 2,88 (dd; 13,8 e 4,1)

19 1,64 e 1,16 (m)
20 -

21 1,74 e 1,10 (m)
22 1,44e 1,40
23 3,55 (d; 10,9)
Ha

23 3,282

Hb

24 0,70 (s)

25 0,98 (s)

26 0,82 (s)

27 1,17 (s)

28 -

29 0,91 (s)

30 0,94 (s)

1,81e1,33

1,45e 1,22
2,03e 1,80

4,18

3,73

1,05

0,97
1,04

1,26

41,3
46,2
30,2
45,8
33,4
65,9
65,9
11,3

14,9
16,4

25,1

180,5
32,2

22,6

46,9
42,1

46,6
31,1
34,3
33,4
67,8
67,8
13,3

16,1
17,7

26,3

180,6
33,4

23,9

C-12,C-13e C-
30
C-13e C-30

C-29
C-3,C-4,C-5e
C-24
C-3,C-4,C-5e
C-24
C-3,C-4,C-5e
C-24
C-3,C-4,C-5, C-
6eC-23
C-1,C-5eC-10
C-6,C-8,C-9e
C-14
C-8, C-15,C-13¢e
C-14

C-20, C-21, C-22
e C-30
C-20,C-21e C-
29

@ sobreposicdo de sinal
*Solvente: piridina-Ds
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7103
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DE 10.00 usec

TE 293.6 K

D1 2.00000000 sec

D12 0.00002000 sec

P41 2000000.00 usec

TDO 1
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P1 7.88 usec
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Figura 53. Espectro de RMN H da substancia 10 (300 MHz; Acetona-D6 e CD30D).
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Figura 54. Espectro de RMN 3C da substancia 10 (75 MHz; Acetona-D6 e CD30D).
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SOLVENT MeOD
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DS 0
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FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 2928 K

D1 0.10000000 sec

D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec

L4 20

L5 2

P32 90.00 usec

TDO 1

) CHANNEL f1 e

SFO1 75.4928982 MHz
13C

P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W

======== CHANNEL {2 ========

SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
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F2 - Processing parameters
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LB 1.00 Hz

GB 0
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GRADIENT CHANNEL =
1] RECT.1
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GPZ 2010 %
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100 F1- Acquisition parameters
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110 FnMODE PRI
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GB )
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Figura 55. Mapa de contorno de HSQC da substancia 10 (75 MHz; Acetona-D6 e CD30D).
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Figura 56. Mapa de contorno de HMBC da substancia 10 (75 MHz; Acetona-D6 e CD30D).
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3
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F2 - Processing parameters
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5.3.11 Substéancias isoladas dos residuos madeireiros de H. courbaril.

Quadro 8. Metabdlitos secundarios identificados em residuos madeireiros de H. courbaril.

DITERPENOS

v
o

i = 17

Substincia 1

Nome: Acido Epertico

Massa: 49,2 mg

Origem: Extrato hexanico e metandlico
Isolamento: pag. 35 e 38

Identificacdo estrutural: pag. 48-55

Substancia 2

Nome: Ester metilico do Acido Epertico
Massa: 11,0 mg

Origem: Extrato metanolico
Isolamento: pég. 38

Identificacdo estrutural: pag. 56-60

TRITERPENOS

HO

Substancia 3

Nome: Acido Oleandlico

Massa: 3,0 mg

Origem: Extrato metandlico
Isolamento: pag. 38

ldentificacdo estrutural: pag. 61-67

6

.f OH

Nome: Hederegenina

Massa: 6,4 mg

Origem: Extrato metandlico
Isolamento: pag.44

Identificagdo estrutural: pag.110-117

DERIVADOS DO RESORCINOL

Substincia 4

HO

23

Nome: Metoxikemardecina H
Massa: 3,2 mg
Origem: Extrato metandlico

Nome: kemardecina H
Massa: 4,3 mg
Origem: Extrato metanolico
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Isolamento: pég. 38 Isolamento: pég. 38
Identificaco estrutural: pag. 68-76 Identificacdo estrutural: pag.77-84

FLAVONOIDES

OH O o
Nome: Quercetina Nome: Fisetinediol
Massa: 9,2 mg Massa: 8,5 mg
Origem: Extrato metanodlico Origem: Extrato metandlico
Isolamento: pag. 42 Isolamento: pag. 42
ldentificacdo estrutural: pag. 85-89 Identificacdo estrutural: pag. 90-95

OH O
Nome: Liquiritigenina Nome: 3-metoxi-5,7,3°,5’-tetrahidroxiflavanona
Massa: 4,7 mg Massa: 27 ,4 mg
Origem: Extrato metanolico Origem: Extrato metanélico
Isolamento: pag. 42 Isolamento: pég. 42
Identificacdo estrutural: pag. 96-103 Identificacéo estrutural: pag. 104-109

Obs: continuagdo do Quadro 8, pag.116
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5.4 Atividade anitfungica sobre as cepas de Candida e Cryptococcus

Para avaliar atividade antifingica dos diterpenos 1 e 2, os derivados do resorcinol 4 e 5,
os flavonoides 8 e 9 (Quadro 8), foram submetidos a teste de sensibilidade antifingica pela
técnica de microdiluicdo em caldo, que investigou a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
frente as linhagens de Candida albicans (ATCC 60193) e Cryptococcus gattii (CFP 61). A
Tabela 22 apresenta os resultados encontrados paras os testes in vitro das substancias
provenientes dos residuos de madeira de H. courbaril frente as diferentes linhagens de fungos.

Os resultados demonstram que para os diterpenos 1 e 2, o derivado do resorcinol 4, e 0s
flavonoides 8 e 9 ndo houve nenhuma redugéo do crescimento contra as cepas de C. albicans e
C.gattii. Assim, apenas o derivado resorcinol 5 apresentou inibi¢cdo de 100% de atividade nos
testes com as cepas de C. albicans e C. gattii com a concentragao inicial de 160 pg/ml e 5 pg/ml
respectivamente. Percebe-se uma alta atividade inibitorio da kemardecina H (5) frente a cepa

C. gattii, pois sua CIM esta bem proxima da concentracdo do controle anfotericina B.

Tabela 22. Resultados da CIM das substancias sobre as cepas de fungos.

Concentracdo Inibitéria Minima (ug/mL)

Substéncias Candida albicans Cryptococcus gattii
1 >320 >320
2 >320 >320
4 >320 >320
5 160 5
8 >320 >320
9 >320 >320
Controle 0,25 0.5

Anfotericina B
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6. CONCLUSAO

Através da investigacdo quimica e biologica dos residuos madeireiros (cerne) de
Hymenaea courbaril, pode-se obter novas contribuicdes cientificas para 0 género e espécie em
estudo, tais como:

O estudo fitoquimico resultou no isolamento dos diterpenos acido eperdico (l) que
constitui cerca de 8% do extrato hexanico e seu éster metilico (2), os triterpenos acido
oleandlico (3) e hederagenina (10), os derivados do resorcinol metoxikermadecina (4) e
kermadecina (5), e os flavonoides quercetina (6), fisetinediol (7), liqueritigenina (8), e 3-
metoxi-5,7,3’,5’-tetrahidroxiflavanona (9). As substancias 1, 2 e 7 ja possuem relatos na espécie
em outras partes vegetativas. Contundo o flavonoide 6 esta sendo relatado pela primeira vez na
mesma. As substancias 3, 5, 8, e 10 apresentam o primeiro relato do género Hymenaea. Ja as
substancias 4 e 9 sdo inéditas na literatura.

Na busca por substdncias com potencial biolégico, o derivado do resorcinol
kermadecina apresentou atividade contra as cepas de C. albicans (CIM 160 pg/ml) e C. gattii
(CIM 5 pg/ml) pela técnica de microdiluicdo em caldo com destaque para tltima cepa que
apresentou o melhor resultado.

E por fim, este trabalho descreveu a relevancia dos estudos dos metabdlitos secundarios
desta espécie, assim como, do estudo fitoquimico da madeira para plantas que ainda nao
possuem relatos quimicos dessa parte vegetativa. Essa pesquisa sugere que substancias com
potencial bioldgico podem surgir a partir de metabolitos secundarios isoladas de residuos de

madeira.
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