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RESUMO

Apesar da grande variedade de plantas medicinais existentes na Regido Amazénica, muitas
ndo possuem estudos relativos a sua composicao quimica e atividade bioldgica, destacando-se aquelas
pertencentes ao género Brosimum (Moraceae), cujas espécies sdo amplamente utilizadas por
populagdes locais. Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo investigar o contetido quimico das
espécies B. acutifolium e B. parinarioides presentes na Regido Amazonica, bem como avaliar 0s seus
potenciais antioxidante (in vitro) e antitumoral (in silico). Para alcancar este objetivo foram preparados
diferentes extratos baseados no planejamento de misturas envolvendo trés diferentes solventes
organicos (DCM, AcOEt e EtOH), sendo em seguida submetidos as analises por espectrometria de
massas equimiometricas. As fragdes provenientes dos extratos DCM, AcOEt de B. acutifolium e
AcOEtde B. parinarioides foram submetidas as analises cromatograficas modernas e as substancias
resultantes foram elucidadas por EM e RMN 1D e 2D. No que se refere a atividade bioldgica, os
extratos e substancias isoladas foram analisados por meio dos ensaios de DPPH, FRAP, ABTS e
inibicdo frente a proteina FLT3. Em adicgdo, a determinacéo do teor de fendlicos totaisdos extratos
também foi mensurada. A partir do estudo quimico do extrato DCM:AcOEt de B.acutifolium foram
isolados 7,4'-dihidroxi-8-prenilflavana, 4'-hidroxi-7,8-(2",2"-dimetilpirano)flavana, isoliquiritigenina,
isobavachalcona, kanzonol B, kanzonol C e corylifol B, sendo o kanzonol B-C relatados pela primeira
vez na espécie e corylifol B na familia Moraceae. Por outro lado, o estudo quimico dos extratos ACOEt
e MeOH de B. parinarioides, resultou no isolamento de 4°,6-dihidroxi-5-prenil-flavana, 7,8-dimetoxy-
2,2-dimetil-1-benzopirona-6-acido propanoico, licoagrachalcona, isoliquiritigenina, 2,4,4’-trihidroxi-
5’-(2”-hidroxi-3-metil-butenil)-chalcona e kanzonol B, sendo inéditas as substancias 4’,6-dihidroxi-
5-prenil-flavana,  2,4,4’-trihidroxi-5’-(2”-hidroxi-3”-metil-butenil)-chalcona,  7,8-dimetoxy-2,2-
dimetil-1-benzopirona-6-acido propanoico, denominadas de parinarioidinas A-C. O estudo do
contetdo de fendlicos totais demonstrou alto teor para os extratos de ambas as espécies, e o potencial
antioxidante dos extratos e substancias isoladas revelou atividade antioxidante frente os radicais DPPH,
ABTS e FRAP. Por fim, visando a analise do potencial antitumoral das substancias realizou-se o estudo
de ancoragem molecular com a proteina FLT3, onde foi possivel observar potenciais inibidores para
kanzonol B, kanzonol C, licoagrachalcona A, corylifol B, isobavachalcona, 4’-hidroxi-7,8-(2”,2”-
dimetilpiano)flavana, isoliquiritigenina e brosimina B evidenciadas pelos superiores valores de energia
livre de ligacdo (-10.3 a -9.8 kcal/mol) quando comparados com o controle positivo doxorrubicina (-
8,1 kcal/mol), que foi explicado pelo estabelecimento de interagdes favoraveis entre 0 novo complexo
ligante-FLT3.

Palavras-chave: Moraceae, Brosimum, antioxidante, flavonoides, tirosina quinase-3.



ABSTRACT

Despite the wide variety of medicinal plants existing in the Amazon region, many have not been
studied regarding their chemical composition and biological activity, especially those belonging to the
genus Brosimum (Moraceae), whose species are widely used by local populations. The present work
investigated the chemical content of the species B. acutifolium and B. parinarioides present in the
Amazon region, as well as evaluated their antioxidant (in vitro) and antitumor (in silico) potential. To
achieve this objective, different extracts were prepared based on the design of mixtures with three
different organic solvents (DCM, AcOEt, and EtOH), and then submitted for analysis by mass and
chemometric spectrometry. Fractions from DCM, AcOEt of B. acutifolium, and AcOEt of B.
parinarioides extracts were submitted to modern chromatographic analysis, and the resulting substances
were identified by MS, 1D and 2D NMR spectra. The Biological activity of extracts and isolated
substances were analyzed by DPPH, FRAP, ABTS, and inhibition assays against the FLT3 protein. In
addition, the determination of the total phenolic content of the extracts was also measured. The chemical
composition study of the extract DCM:AcOEt of B. acutifolium, showed 7,4'-dihydroxy-8-prenylflavan,
4'-hydroxy-7,8-(2",2'-dimethylpyran)flavan, isoliquiritigenin, isobavachalcone, kanzonol B, kanzonol
C and corylifol B, with kanzonol B-C reported for the first time in the species and corylifol B in the
Moraceae family. On the other hand, the chemical study of the AcOEt and MeOH extracts of B.
parinarioides resulted in the isolation of 4',6-dihydroxy-5-prenyl-flavan, 7,8-dimethoxy-2,2-dimethyl-
1-benzopyrone- 6-propanoic acid, licoagrachalcone, isoliquiritigenin, 2,4,4'-trinydroxy-5'-(2”-hydroxy-
3”-methyl-butenyl)-chalcone and kanzonol B, being new compounds the 4',6-dihydroxy-5-prenyl-
flavan, 2,4,4'-trihydroxy-5'-(2”-hydroxy-3-methyl-butenyl)-chalcone, 7,8-dimethoxy-2,2-dimethyl-1-
benzopyrone-6-propanoic acid, named parinarioidins A-C. The study of the total phenolic content
showed a high content for the extracts of both species, and the antioxidant potential of the extracts and
isolated substances revealed antioxidant activity by DPPH, ABTS, and FRAP radicals. Finally, to
analyze the antitumor potential of the substances, a molecular docking study was carried out with the
FLT3 protein, where it was possible to observe potential inhibitors for kanzonol B, kanzonol C,
licoagrachalcone A, corylifol B, isobavachalcone, 4'-hydroxy- 7,8- (27,2”-dimethylpiano)flavan,
isoliquiritigenin and brosimin B evidenced by higher binding free energy (-10.3 to -9.8 kcal/mol) when
compared to the positive control doxorubicin (-8.1 kal/mol), which was explained by the establishment

of favorable interactions between the new ligand-FLT3 complex.

Keywords: Moraceae, Brosimum, antioxidants, flavonoids, tyrosine kinase-3.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a busca por terapias alternativas baseadas em produtos naturais,
especialmente de origem vegetal, tem se intensificado em todo o mundo (SHAKYA, 2016;
BARANITHARAN et al., 2019; TASNEEM et al., 2019; ANAND et al., 2019; NUNES et
al., 2020). Isso se deve a ineficiéncia ou escassez de farmacos disponiveis para o tratamento
das mais diversas doencas, tais como as inflamatérias cronicas, como cancer, aterosclerose,
doenca de Alzheimer e diabetes sendo estas responsaveis por uma parcela significativa de
mortes em todo 0 mundo (AKIYAMA et al., 2000; COUSSENS & WERB, 2002; LIBBY et
al., 2002; HOTAMISLIGIL, 2006; SHOELSON et al., 2006; TASNEEM et al., 2019;
NUNES et al., 2020). Por outro lado, o uso indiscriminado de plantas medicinais sem
qualquer comprovacao cientifica pode ser perigoso, considerando que muitas podem
apresentar toxicidade, aléem de ndo apresentar a atividade biologica desejada (BEGAA et al.,
2019).

Dessa maneira, a pesquisa por compostos com propriedades terapéuticas a partir de
plantas medicinais continua sendo considerada como uma abordagem promissora para a
descoberta de novas drogas. Todavia, 0 sucesso dessas pesquisas depende inicialmente da
selecdo adequada da planta, que muitas vezes é feita pela observacdo do uso popular em
diferentes culturas (RATES, 2001; YUNES, et al., 2001, SCHENKEL, et al., 2003). Relatos
da literatura comprovam que € mais provavel encontrar atividade biolégica em plantas
provenientes da medicina popular do que em plantas escolhidas ao acaso. Nesse sentido, é
muito importante levar em consideracao as informag6es botanico-taxondémicas e quimico-
taxonomicas (PINTO, et al., 2002; NIERO, et al., 2003).

Na Regido Amazobnica, inimeras espécies sdo utilizadas na medicina tradicional,
muitas das quais sem qualquer comprovacdo cientifica (COELHO-FERREIRA, 2009;
BREITBACH etal., 2013; PEDROLLO et al., 2016; CONEGUNDES et al., 2020). Em meio
a esta grande biodiversidade, inimeras espécies pertencentes ao género Brosimum
(Moraceae) destacam-se devido ao seu uso no tratamento de diversas doencas, tais como,
doencas de pele, doencas respiratorias, doengas inflamatdrias além do cancer (LIMA et al.,
2013; SA et al., 2020a, 2020b). A atividade citotoxica de flavonoides como brosimacutinas
J-M, e brosimina A de especies de Brosimum apresentam evidéncias de propriedades
antitumorais (TAKASHIMA et al., 2005; MAUES et al, 2019). A atividade antioxidante

recorrente em espécies da Amazonia pode estar associada a presenca de flavonoides, classe
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comumente encontradas no género Brosimum (SA et al., 2020a, 2020b) e previamente
reportada como potenciais agentes antioxidantes e antitumorais (WILLIAMS et al, 2004,
CHIN et al, 2013; YEN et al, 2021).

Algumas das ferramentas modernas mais versateis para a investigacdo quimica de
matrizes biologicas complexas sdo: a espectrometria de massas (EM), associada ou ndo a
técnicas cromatogréficas (ex. CLAE), e a ressondncia magnética nuclear (RMN). De
maneira integrativa, essas técnicas possibilitam inimeras abordagens analiticas, seja no
reconhecimento prévio de matrizes complexas, ou mesmo na busca por novas substancias
de valor farmacoldgico. Recentemente, 0 uso analises exploratérias e o planejamento de
misturas tém permitido o reconhecimento prévio de matrizes diversas, podendo auxiliar nas
etapas de selecdo do material a ser investigado, permitindo o isolamento seletivo de
compostos de interesse ou ainda ndo identificados, reduzindo o tempo e o custo da
abordagem fitoquimica.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou investigar, a partir de técnicas
instrumentais modernas, o contetido quimico de espécies do género Brosimum presentes na
Regido Amazodnica, além de avaliar a atividade antioxidante e antitumoral dos diversos

extratos e substancias isoladas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A familia Moraceae

Moraceae € uma valiosa familia dentro das Angiospermas, sendo constituida
botanicamente por 38 géneros e 1.150 espécies, com ampla distribuicdo nos tropicos,
subtrdpicos e algumas regides temperadas de ambos os hemisférios (BERG, 2001) (Figura 1).
Anteriormente, a familia fazia parte da extinta ordem Urticales, que ap6s estudos de filogenia
com dados moleculares (APG Il1, 2009), passou a fazer parte da ordem Rosales.

No Brasil ocorrem 19 géneros e 201 espécies, das quais 65 sdo endémicas (ex.
Brosimum, Cecropia e Dorstenia) e introduzidas (ex. Morus e Artocarpus) (CARAUTA 1996;
BERG 2001; ROMANIUC-NETO et al, 2015). Na floresta Amazonica apresentam ampla
distribuicédo, sendo 44 espécies presentes na Reserva Florestal Adolpho Ducke (RIBEIRO et al,
1999). As espécies da familia Moraceae possuem habito arbdreo, embora também sejam

encontrados como arbustos, ervas e trepadeiras. Podem ser caracterizadas em geral pela

Figura 1. Mapa da distribui¢do geogréfica da familia Moraceae.

Muitos representantes desta familia sdo economicamente importantes, sendo espécies
frutiferas de grande importancia nutricional, tais como: Artocarpus heterophyllys (jaca),
Artocarpus altilis (fruta-pdo), Ficus carica (Figo), Morus alba (amora) (CASTRO, 2006;
LEITE et al, 2018), (Figura 2). Outros sdo utilizados para fins ornamentais, arborizagdo urbana
e no setor madeireiro (ex. Morus). Esta familia é considerada promissora no que se refere ao
numero de espécies com potencial fitoterapico, com destaque para 0 género Brosimum
(POZETTI, 1969; VIEIRA et al., 1999).
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Figura 2. Algumas espécies frutiferas da familia Moraceae. (A) A. heterophyllys (jaca), (B) A. altilis
(fruta-pdo), (C) F. carica (Figo) e (D) M. alba (amora).

As plantas da familia Moraceae tém sido caracterizadas quimicamente como fontes ricas
em substancias fendlicas, abrangendo flavonoides, flavonoides prenilados, cromonas
preniladas, cumarinas, chalconas, flavanas, além de estilbenos, triterpenos e novos derivados
estruturais. Estas substancias detém diversas propriedades biol6gicas, tais como anti-
inflamatorias, antibacterianas, antifingicos, antitumoral, antidiabéticos, antioxidantes,
imunomoduladoras e contra doencas de pele (VENKATARAMAN 1972; NOMURA et al,
1998; NGADJUI et al, 2003; NGADJUI et al, 2005; PRAKASH et al, 2009; PEREIRA et al,
2013; WANG et al, 2014; YANG et al, 2014; TAVIANO et al, 2018; LIU et al, 2020;
NGAMENI et al, 2020). Alguns exemplos de compostos bioativos relatados em distintas
espécies da familia Moraceae sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Alguns exemplos de compostos bioativo isolados de espécies familia Moraceae.

Classe o . Parte da Atividade o
o Substéancia Espécie L Referéncia
Quimica planta Bioldgica
Cromonas ) Caulese | Anti-inflamatoria LIU etal,
) Artoheterofinos A e B A. heterophyllus L .
preniladas folhas e antiproliferativa 2020
Derivados de Atividade YANG et al,
MoracalconaB e C M. alba L. Folhas o
chalcona citotoxica 2010
Fendlicos do tipo o . SU et al,
. Morusalisinas A-F M. alba Folhas Antidiabéticos
Diels-Alder 2020
Compostos . CHAN et al,
. - M. alba Folhas Anticancer
fendlicos 2020
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Isobavachalcona; . . NGAMENI
Chalconas D. barteri var. Galhos Antimalaricos
Kanzonol B et al, 2007
Isobavachalcona; ) o ) MBAVENG
Chalconas D. barteri Galhos Antimicrobiana
Kanzonol C et al, 2008.
Cumarinas Psoraleno; . L i NGAMENI
. . . D. turbinata Galhos Antimicrobiano
Hidroximarmesina et al, 2009
S-Amirina;
) F. chlammydocarpa | Casca do o ) KUETE et
Terpenos p-sitosterol-3-O-4-D- Antimicrobiana
) i e F. cordata caule al, 2008
glucopiranosideo
Compostos . Antioxidante e WOJDYLO
. - F. carica Fruto L
fendlicos Antidiabética etal, 2016
L. . - . NGUYEN et
Dihidrochalconas Saqueninas Fe H A. altilis Folhas Anticancer | 2014
al,
Antioxidantes e
Flavonoides ) . Cerne e Agentes de LAN et al,
. Artocarpina A. altilis
prenilados casca clareamento de 2003

pele

2.2. O género Brosimum

2.2.1. Aspectos botanicos e fitogeograficos

O género Brosimum compreende 13 espécies (B. acutifolium Huber; B. alicastrum Sw.;

B. gaudichaudii Trécul; B. glaucum Taub.; B. glaziovii Taub.; B. guianense (Aubl.) Huber; B.

lactescens (S. Moore) C.C. Berg; B. longifolium Ducke; B. melanopotamicum C.C. Berg; B.

parinarioides Ducke; B. potabile Ducke; B. rubescens Taub.; e o B. utile (Kunth) Pittier). E um

género pertencente a familia Moraceae, distribuido em 5 tribos (Moreae, Artocarpeae,

Castilleae, Dorstenieae e Ficeae), em sua maioria nas regides tropicais (RIBEIRO & BERG

1999; DALL’STELLA, 2008; FLORA DO BRASIL, 2020).

As espécies de Brosimum séo de origem nativa e apresentam grande representatividade

na Amazonia, seguido da Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e pouco representada na regido do

pantanal (Figura 3). Sdo arbustos ou arvores de grande porte podendo atingir até 40 m de altura

onde todos sem excecdo produzem latex (CASTRO 2006; FLORA DO BRASIL, 2020).
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@ Amazonia ) Caatinga@ Cerrado | Mata Atlantica@ Pantanal & Pampa

Pantanal

Mata Atlantica

Amazonia

Caatinga

Figura 3. Representacdo da distribuicao de espécies de Brosimum por dominio fitogeografico do Brasil.
Fonte: Flora do Brasil, 2020.

2.2.2. Aspectos etnoboténicos

A espécie B. gaudichaudii (nome popular: inharé, mama-cachorro e mama-cadela) é
encontrada e amplamente estudada na vegetacdo do cerrado do Brasil. Estudos com a
comunidade Araguaia do norte, no Mato Grosso, detectaram 0 uso de decocgdo, infusdo,
maceracdo das diferentes partes dessa espécie (ex. raizes, casca e latex) para tratar doencas
cancerigenas, doencas venéreas, anemia, inflamacdo, reumatismo e doencas de pele, como
micoses e vitiligo (RIBEIRO, et al., 2017). No Nordeste ha relatos da utilizacdo da casca e folha
do B. gaudichaudii por meio do uso de chas ou banhos para tratar manchas de pele (AGRA, et
al., 2008). Estudos demonstram que B. gaudichaudii é a espécie mais disseminada do género,
sendo indicado principalmente no tratamento de doencas de pele como vitiligo e psoriase.
Posteriormente, seu uso medicinal foi associado a presenca dos compostos cumarinicos
majoritarios: bergapteno e psoraleno, que sdo principios ativos do remédio fitoterapico
Viticromim® (VIEIRA et al., 1999; POZETTI, 1969) (Figura 4)
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Figura 4. Estrutura quimica do bergapteno e psolareno, presentes no fitoterapico Viticromim®

De acordo com o trabalho de revisdo de Michel e colaboradores (2016) sobre a espécie
B. alicastrum Swingle, as folhas e frutos sdo utilizadas frequentemente no tratamento de
menopausa e osteoporose na América Central. O levantamento sobre o uso do latex com 0s
indigenas do Jurua e vale chazuta, pertencentes a regido do Equador e Peru Amazonico
respectivamente, demonstrou o uso do latex contra doencas de disenteria, diarreia e como anti-
inflamatdrio (GIOVANNI, 2015).

A espécie B. parinarioides Ducke (nome popular: amapa ou amapa-doce) é amplamente
utilizada na Amazonia pelas populagdes rurais e urbanas ha muitos anos, na forma do produto
fitoterapico chamado leite do amapé (latex), coletado por meio da sangria do tronco da arvore.
Esse latex é bastante utilizado pelas comunidades para o tratamento de doencas do pulméo,
tosse, tuberculose, fortificante e estimulante sexual (PEDROLLO et al., 2016).

As espécies B. utile, B. potabile, B. alicastrum e B. longifolium, também possuem um
latex que é considerado potavel, sendo o latéx de B. longifolium utilizado contra doencas
pulmonares (BERG et al., 1973). Por outro lado, o principal uso fitoterapico das cascas do B.
acutifolium (nome popular: mureré ou mercurio vegetal) na Regido Amazdnica é no tratamento
de doencas reumaticas e anti-inflamatérias (ELISABETSKY & CASTILHOS, 1990;
MORRETI et al., 2006). Existe ainda, o relato na obra de Daniel (2004), intitulada “o tesouro
descoberto no maximo rio Amazonas”, em que associam 0 uso desta espécie no tratamento da
sifilis entre os indigenas e colonos da Amazénia (DUKE 2008; VIEIRA et al., 2019).

2.2.3. Aspectos quimicos e bioldgicos

A andlise da composic¢do quimica das espécies do género Brosimum tem apontado a
presenca acentuada de flavonoides, flavonoides prenilados (SHIROTA et al., 1997, 1998;
TORRES et al., 2000), cumarinas (BRAZ-FILHO et al., 1972; GOTTLIEB et al., 1972;
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VILEGAS & POZETTI, 1993), terpenos (ABREU et al.,, 2010), chalconas e flavanas
(TAKASHIMA & OHSAKI, 2001, 2002; TAKASHIMA et al., 2005).

De acordo com o estudo fitoquimico realizado com as cascas, folhas e raiz de B.
gaudichaudii, foi revelado que os principais componentes sdo duas furanocumarinas,
bergapteno e psoraleno (POZZETI 1969, GOTTLIEB et al., 1972). Ja de acordo com Lourenco,
(2001), para cada 1,0 g de material seco utilizado, sdo encontrados bergapteno (32 mg) e
psoraleno (27,6 mg), que correspondem a 3,0% e 2,8% do total do material. Lourenco, 2001
também reportaram 0S flavonoides glicosilados 5,7,3",4'-tetrahidroxi-6-C-
glucopiranosilflavona e 5,7,3', 4'-tetrahidroxi-3-O-R3-d-galactopiranosil-flavonol nos extratos
metanolicos das folhas, galhos e cerne de B. gaudichaudii (Figura 5).

Segundo o estudo de Vieira (1999), obteve-se o isolamento de uma nova cumarina,
denominada gaudichaudina, juntamente com as substancias conhecidas: bergapteno, psoraleno,
(+)-(2'S,3'R)-3’- hidroximarmesina, xantiletina e luvangetina, provenientes do extrato de
diclorometano da casca da raiz de B. gaudichaudii, (Figura 5). Posteriormente, foi relatado o
isolamento de onze substancias pertencentes também a classe dos flavonoides, dentre eles
quatro cumarinas conhecidas como marmesina, 1°,2’-desidromarmesina, 8-metoximarmesina e
1'-hidroxi-3'-O-glucopiranosilmarmesina, e uma chalcona identificada como 2°,4°, 4-trihidroxi-
3’,3-diprenilchalcona. Ainda, dois esteroides como o B-sitosterol, daucosterol e o triterpeno /-
amirina. Além de trés novas substancias derivados de &cido cindmico 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-
acido2H-6-cromenil)-(E)-propanoico, 3-(7-metoxi-acido2,2-dimetil-2H-6-cromenil)
propanoico e o 3-acido (6-metoxibenzo-p-furan-5-il) propanoico (MONTEIRO et al., 2002),
(Figura 5).



26

HOH,C

HO

[ 5,7,3',4'-tetrahidroxi-6-C-qucopiranosilflavona] [ 5,7,3', 4'-tetrahidroxi-3-O-B-d-gaIactopiranosil-ﬂavonol]
(0] HQ_
° o0 0 0~ "o

Gaudichaudina ((+)-(2'S,3'R)-3‘- hidroximarmesina]

R4

/ X

0 o” o
R,

Bergapteno (R;= OMe, Ry=H) ’ ‘ Xantiletina (Ry=R,=H) ’
Psoraleno (R{=R,= H) Luvagentina (R1= OMe; R,=H)

R
A
A
RO O o~ o m
R, HO O (o) e}

Marmesina (R1=R,=R3= H)
8-metoximarmesina (R{=OMe; Ry,=R3= H) [ 1',2'-Dehidroxymarmesina] [ 2',4',4-trihidroxi-3',3-dipreniIchaIcona]
1'-hldroxI-3'-O-glucopiranosilmarmesina

(R1 =H; R2=OH; R3=G|C)
i,
C

Figura 5. Estrutura quimica de flavonoides glicosilados de B. gaudichaudii.
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O estudo quimico realizado, a partir do extrato metandlico do cerne de B. potabile
resultou no isolamento de trés cumarinas conhecias como 5-metoxipsoraleno, xantiletina e

marmesina. As andlises das fracdes de hexano proveniente desse mesmo extrato, sugeriram a
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identificacdo dos triterpenos urs-12-eno, 3f-acetdxi-oleana-12-eno, 3f-acetoxi-ursa-12-eno,
3p-acetoxi-lupa-12,20(29)-dieno e esterdis como o estigmasterol e S-sistosterol (Figura 6),
(ALCANTARA, 2000; ABREU et al., 2010). A substancia cetronbina foi isolado pela
primeira vez do extrato etanolico do caule da espécie de B. potabile (ALCANTARA et al.,
2000).

HO OCH;
o L

{ 3B-acetoxi-ursa-12-eno ]

( 3p-acetoxi-oleana-12-eno-28al | ( 3p- acetoxi-oleana-12-eno | (3p- acetoxi-lupa-12,20(29)-dieno

Figura 6. Estrutura quimica da centronbina e terpenos de B. potabile.

A partir do aproveitamento de residuos da espécie B. rubescens (Nome popular: Pau-
rainha) descartados pelo setor madeireiro, foram obtidos os extratos metandlicos do cerne e
alburno, onde foram isoladas as substancias como, 7-desmetilsuberosina, brosiparina,
luvagentina, brosiprenina, 3p-acetoxi-olean-12-eno-28-al, p-sitosterol e um alto teor da
cumarina xantiletina, a qual apresenta atividades antiplaquetaria, antifungica, herbicida e alguns
de seus derivados possuem atividade citotoxica em linhagens de células leucémicas (BRAZ, et
al., 1972; HAYASIDA, et al., 2008; HAYASIDA, et al., 2011). Ainda do extrato metandlico
da casca dessa espécie, foram isoladas as substancias modificadas por meio de ciclo-adi¢do do
tipo Diels-Alder de chalconas e prenilcumarinas, denominadas de palodesangretinas 1-2
(SHIROTA, et al., 1998), palodesagrenos A-E e as cumarinas conhecidas como xantiletina,
aegelinol e 7-desmetilsuberosina. Os palodesagrenos D e E apresentam relatos de inibigéo
contra a produgéo de hormonios masculinos (SHIROTA et al., 1997) (Figura 7).
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Figura 7. Estrutura quimica de flavonoides B. rubescens.

No trabalho realizado por Ferrari e colaboradores (2005), a partir do extrato da raiz da
espécie de B. utile foi isolada uma nova isoflavona, denominada isowigtheona hidrato (5,7,4°-
trihidroxi-3’-(3-hidroxi-3-metilbutil-isoflavona), além de seis isoflavonas conhecidas e uma
epicatequina. O estudo de citotoxidade in vitro da 5,7,4’-trihidroxi-3’-(3-hidroxi-3-
metilbutil)isoflavona contra linhagem de células tumorais (MCF7-carcinoma de mama humano
e PC3-carcinoma da prostata humana revelou boa atividade e uma baixa toxicidade para células
normais (FERRARI et al., 2005) (Figura 8).
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Figura 8. Estrutura quimica de isoflavonas B. utile.

2.3 A espécie Brosimum parinarioides

Brosimum parinarioides (Huber) Ducke, possui home popular de amapazeiro, amapa-
doce, amapa-roxo, amaparana e murerana. Ocorre principalmente nos estados do Amapa,
Amazonas, Para, e Ronddnia e Roraima, também pode ser encontrado no Mato Grosso, Guiana
Francesa, habita frequentemente as matas de terra firme alta em solos silico-argiloso
(LOUREIRGO, et al., 2000; FLORA DO BRASIL, 2020). O amapéa doce é somente encontrado
em terra firme, uma vez que ele ndo resiste a cheia do rio (SOUZA, 2003). No que se refere a
morfologia da planta é uma arvore lactescente, de grande porte podendo atingir até 40 m de
altura com tronco é cilindrico e bem reto e entrecasca avermelhada, cuja madeira interna
amarela clara (Figura 9), (CORREA, 1978; REVILLA, 2002). Suas folhas possuem tamanhos
varidveis com no maximo 22 cm por 10 cm de largura, duras e com base levemente
arredondada.

O leite do amapa é um medicamento de uso popular amazénico muito utilizado pela
populacédo, por meio da sangria ou corte do tronco, como cicatrizante de feridas, e empregado
por sua atividade antitussigena e anti-inflamatéria (SHANLEY, et al., 2005; BORRAS, 2003).

O latex também é utilizado em emplastos e contusdes diretamente nas areas afetadas, acredita-
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se ainda que é indicado no tratamento de doencas respiratdrias, tonico, fortificante ou
energizante (REVILLA, 2002; BORRAS, 2003).

O latex desta espécie € um produto muito utilizado pela populacédo, apresentando um
gosto doce e agradavel, possui aspecto branco quando fresco, ou rosa claro depois do contato
com o ar, sendo bastante viscoso muito semelhante a cola (RIBEIRO, 1999). Devido ao seu
alto potencial medicinal, esse latex é muito apreciado pelas comunidades rurais, sendo
substituinte muitas vezes do leite bovino na alimentacdo humana (GALUPPO, 2004). Segundo
experiéncias populares o leite de amapa é consumido ha muitos anos pelas populacdes
amazonicas, por administracdo oral, ingerido in natura, diluido com leite ou 4gua e muitas
vezes agitado ou batido no copo manualmente ou mecanicamente com o auxilio de
liquidificador, cuja espuma formada, é abundante e densa, sendo descartada (BORRAS, 2003).
Normalmente a producdo do latex é artesanal e devido a ndo existéncia de uma organizacdo
empresarial sobre esse produto, corre o perigo de ter adulteracdes por outra espécie parecida
(REVILLA, 2002; SHANLEY, et al., 2005).

(A)

Figura 9. Arvore de B. parinarioides em seu habitat (A) e amostra de casca do caule (B).

Estudos realizados anteriormente na dissertacdo de mestrado desenvolvido por Sa
(2018), foi descrito o estudo inédito da caracterizacdo quimica da casca e latex da espécie B.
parinarioides. Onde foi possivel identificar por tentativa atraves da analise por APCI-MS? no
modo negativo a presenca das substancias fendlicas acido clorogénico e &cido quinico do
extrato metandlico do latex. No extrato hexanico da casca foram identificados por CG-EM as

substancias terpénicas lanosterol, noroleano, acetato de a-amirina, acetato f-amirina, acetato
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de cicloartenol e ursa-12-eno. Além destes, outros seis terpenoides conhecidos como acetato de
lanosterol, a-amirina, f-amirina, lupeol e acetato de lupeol foram identificados também por

CG-EM do extrato metanolico da casca desta especie.

O fracionamento do extrato metanolico da casca de B. parinarioides resultou no
isolamento de duas substancias inéditas denominadas de 4’,6-dihidroxi-5’-prefenil-flavana e
2,4, 4’-trihidroxi-5’-(2”-hidroxi-3-metil-3”-butenil)-chalcona, e uma terceira substancia
conhecida como 2,4,4’-trihidroxi-3’-prenil-chalcona isolada pela primeira vez no género
Brosimum. Quanto, o estudo de citotoxidade in vitro em linhagens de células tumorais 0s
extratos todos apresentaram atividade citotoxica promissora com valores de IC50 < 30pg/mL.
Também foram avaliados o0 potencial antioxidante dos extratos e substancias isoladas onde foi
possivel observar o alta atividade antioxidante quando avaliados pelos radicais DPPH e ABTS.
Por fim, a avaliacdo da inibicdo da enzima lipoxigenase, demonstrou resultado positivo em
comparacdo ao padrdo NDGA, onde corroborou com o uso popular contra doengas anti-

inflamatorias.

2.4 A espécie Brosimum acutifolium

Brosimum acutifolium (Huber) Ducke é uma espécie vegetal, denominada pelo nome
popular de mercurio vegetal, mururé e mureru. Pode ser encontrada no dominio fitogeografico
do Pantanal, embora com predominancia em regides de terra firme e de mata muito fechada da
Regido Amazénica. Sabe-se que ocorre no Norte (estados do Acre, Amazonas e Para), Nordeste
(estado do Maranhé&o) e Centro-Oeste (estado do Mato Grosso), (FLORA DO BRASIL, 2020).
Quanto a descri¢cdo morfoldgica, a rvore lactescente, é descrita como de grande porte, podendo
atingir até 35 m de altura, onde o tronco € duro e avermelhado com entrecasca de cor amarelada
(Figura 10). As folhas sdo alongadas (3 a 18 cm) com terminacdes de ponta aguda. Prefere solos
arenosos e argilo-arenosos com uma quantidade moderada de matéria organica (PINAGE 2011;
FLORA DO BRASIL, 2020).
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Figura 10. Arvore de B. acutifolium em seu habitat (A) e amostra de casca do caule (B).

O mururé é empregado principalmente para fins medicinais, pois sua casca, raiz e seiva
sdo utilizadas na medicina popular por apresentar acdo eficiente contra muitas doengas
inflamatorias (ex. reumatismo e artrite), além de apresentar atividade depurativa e
antissifiliticas (BERG 1992, PINAGE 2011).

De acordo com o trabalho de Torres e colaboradores (1997), foram encontradas as
flavanas: 4’-hidroxi-7,8(2”,2”-dimetilpirano) flavana e 4’-hidroxi-7,8(3”-hidroxi-2”,2"-
dimetilpirano) flavana, no extrato diclorometano desta espécie. Posteriormente, identificaram
doze substancias, dentre elas duas flavanas, que em homenagem ao género foram denominadas
de brosiminas A e B (TORRES et al., 2000). Teixeira e colaboradores (2000), também
descreveram uma nova flavana 4’,7—di-hidroxi-8-prenjl-flavana (Figura 11), obtida das fragdes
diclorometano do extrato alcodlico de B. acutifolium, cuja estrutura € igual a da Brosimina B,

acima citada, relatada, paralelamente, por Torres et al (2000) .
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Figura 11. Flavonoides isolados da casca do caule de B. acutifolium.

Takashima e Ohsaki (2001), isolaram seis novas flavanas com pequenas variacfes
estruturais do extrato metanolico da casca de B. acutifolium, que foram denominadas como
acutifolinas A-F. Além disso, foram isolados treze novos flavonoides do extrato metanolico
proveniente da casca denominadas brosimacutinas A-M (TAKASHIMA & OHSAKI 2002;
TAKASHIMA et al., 2005) (Figura 12).
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2.5 Flavonoides

Os flavonoides sdo substancias que compdem a classe de substéncias polifendlicas, que
sdo amplamente distribuidos em fontes naturais e sdo reconhecidos como pigmentos naturais
distribuidos em todas as angiospermas. Do ponto de vista biossintético, sdo constituintes
quimicos de via mista derivados da rota do acetato (ex. destaque em azul) e rota do chiquimato
(ex. destaque em preto). Sua estrutura quimica é representada por um esqueleto que contém 15
atomos de carbono constituidos por unidades Cs-Cs-Cs, que apresentam em seu esqueleto basico
um anel aromatico (Anel A), conectados por uma cadeia linear de trés carbonos (Anel C), que

por sua vez é ligado a outro anel aromético (Anel B), (Figura 13).
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Figura 13. Rota biossintética de flavonoides e sistema de numeragéo dos flavonoides.

Vaérios subgrupos dos flavonoides sdo classificados de acordo com os padrdes de
substituicdo do anel C, tanto no que se refere ao estado de oxida¢édo do anel heterociclico quanto
na alteracdo de grupos substituintes no anel B. Como exemplo tem-se as chalconas, flavanas,
flavanol, flavandiol, flavanona, flavonas, flavonol, isoflavanas, catequinas, antocianidinas,
auronas e outros (HARBORNE et al., 2000; DEWICK, 2002; MACHADO et al., 2008;
SIMOES et al., 2016) (Figura 14).

Os flavonoides podem apresentar varios grupos substituintes com uma ou mais
hidroxilas ou metoxilas localizadas preferencialmente nas posigoes 5, 7, 3” e 4’. A
diversificacdo estrutural de substituintes nessas estruturas também pode ocorrer por
prenilacdes, acetilagcGes, dimerizacdes, glicosilacbes dentre outros. Diante das grandes

variagdes do arranjo estrutural sdo inimeras as propriedades bioldgicas atribuidas para esses
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flavonoides, dentre as quais tém se destacado acdo antiviral, anti-inflamatoria, antioxidante,
antitumoral, e inibidores de enzimas (HARBORNE et al., 2000; DEWICK, 2002).
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Figura 14. Estrutura dos principais subgrupos de flavonoides.

2.5.1 Flavonoides e atividade antioxidante

Os flavonoides tém despertado grande interesse por atuarem como captores de radicais
livres, regular o metabolismo celular e prevenir doencas relacionadas ao estresse oxidativo.
Dessa forma, varios trabalhos da literatura demonstram, que uma dieta balanceada, rica em
flavonoides provenientes de alimentos (ex. frutas e verduras) ou vegetais (ex. infusdo e chas),
estdo associadas com uma maior qualidade de vida e com menos incidéncia em desenvolver
doencgas. Tal fato, esta relacionado a capacidade antioxidante de certas substancias, como o

acido cafeico (ex. café e kiwi), acidos hidroxibenzdicos e antocianinas (ex. amora), resveratrol
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(ex. vinho tinto), curcumina (ex. curry), &cido galico (ex. groselha) e flanonoides como
quercetina (ex. couve crespa), kamempeferol (ex. alho-pord) e miricetina (ex. tomate cereja e
brécolis), que possuem altas capacidades antioxidantes devido a propriedade de 6xido-reducdo,
conferindo-lhes uma neutralizacdo desses radicais livres. Estudos recentes mostraram que
muitos desses constituintes polifendlicos derivados de plantas sdo antioxidantes mais eficazes
in vitro do que as vitaminas C e E (RICE-EVANS et al.,1997; MANACH et al., 2004; SINGH
etal., 2004; VALKO et al., 2006; SEN et al.,2010).

Antioxidantes sdo substancias capazes de reduzir ou impedir os danos oxidativos
causados pelos radicais livres, inibindo entdo a oxidacéo de sistemas bioldgicos no organismo.
Radicais livres contém um ou mais elétrons isolados, que se encontram disponiveis para se ligar
a qualquer outro elétron, por essa razdo, sdo muito reativos. As fontes de geracdo desses radicais
livres podem ocorrer por fontes exdgenas (ex. poluicdo ambiental, aditivos quimicos, estresse,
radiacdo etc.) ou endogenas (ex. processos bioldgicos naturais dos organismos como processos
respiratérios etc.). Nos processos biolégicos do metabolismo celular resultam em uma
variedade de espécies reativas de oxigénio (ERO), dentre eles os mais conhecidos sao: radicais
superoxido (O2™), hidroperoxila (HO2¢), hidroxila (HO¢), ¢ o perdxido de hidrogénio (H205)
(SINGH et al., 2004; ZULAIKHAH 2017; ENGWA et al., 2018; LOBO, et al., 2018).

As ERO podem causar alteragcbes dos componentes celulares, podendo atacar
biomoléculas como proteinas, lipideos ou mesmo reagir com &cidos nucleicos do DNA (VAN
BREUSEGEM & DAT, 2006). O desequilibrio na relacdo entre os niveis celulares de oxidantes
e antioxidantes, vai determinar como 0 processo 0correra no organismo, visto que, se o sistema
de defesa antioxidante agir de forma eficiente a producdo de ERO vai se manter em equilibrio,
ou seja, em niveis fisioldgicos controlaveis (ex. homeostase). Em contrapartida, se houver uma
alta producdo de ERO, a reacdo do sistema de defesa do organismo agira de forma ineficiente
ocorrendo o estresse oxidativo, causando danos oxidativos as células, em que favorecem o
desenvolvimento de muitas doengas como artrite, arteriosclerose, inflamagdes, Alzheimer,
Parkinson, alem do cancer (VALKO et al., 2006; SEN et al.,2010; ZULAIKHAH 2017).

Alguns dos mecanismos de acdo antioxidante como capturar radicais livres, reduzir
espécies, quelar metais de transicdo sdo utilizados em ensaios de prospeccdo de antioxidantes
naturais. Dentre estes, cita-se 0 método colorimétrico de captura de radical livre de DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), este radical apresenta coloracdo roxa quando em solucdo, e na

presenca do antioxidante é estabilizado transformando-se na espécie DPPHH (2,2-difenil-
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picril-hidrazina) de coloragcdo amarela, Figura 15, (BRAND-WILLIAMS et al., 1995;
MOLYNEUX 2004).

Figura 15. Reacdo de captura do radical livre DPPH na presenca de um antioxidante.
Outro exemplo de método antioxidante € caracterizado pelo do sequestro do radical livre
ABTS, que também é um método colorimétrico, caracterizado pela descoloragdo da solugédo

azul esverdeada. Baseia-se na capacidade de substancias antioxidantes em sequestrarem o

radical ABTS™ (3-estilbenzotiazolina-6-acido sulfonico), e estabiliza-lo (Figura 16) (RUFINO
etal., 2007).

s sof
0,5 s N= D/ . 0S, s N= D/
\©: =N N Antioxidante \©: N=
N C2oHs K,SOs CoHs
CoHs CzH5

Figura 16. Reacdo de captura do radical livre ABTS na presenga de um antioxidante.

O poder antioxidante de reducdo do ferro ou mecanismo do FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power Assay), avalia a capacidade redutora de Fe* a Fe?* por meio das substancias
antioxidantes, via avaliacdo da redugdo do complexo [Fe (IH1)(TPTZ).]** (ferritripiridiltriazina)
a ferroso-tripiridiltriazina [(Fe (11)(TPTZ)2]?*, observada por meio da reacdo colorimétrica de

azul clara para azul escuro, Figura 17, (LUXIMON-RAMMA et al., 2002).

9@9#? /N@p

Fe (N Antioxidante
_Fe W

© N/N |
|\ N /|

Figura 17. Reacéo de reducdo do FRAP na presenca de um antioxidante.
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2.5.2 Flavonoides e potencial antitumoral

H& muitas evidéncias de que muitos flavonoides exercem atividade antitumoral, no
entanto, 0s mecanismos responsaveis por este efeito ainda ndo foram totalmente elucidados
guando comparados com 0s seus mecanismos antioxidantes. Estudos demonstram que uma das
causas internas do organismo em desenvolver cancer tém sido associadas com o estresse
oxidativo, assim como hipoxia, mutaces genéticas e falta de funcdo apoptética, enquanto as
causas externas estdo relacionadas ao aumento da exposicdo ao estresse, polui¢do, fumo,
radiacdo, raios ultravioletas etc. (WILLIAMS et al, 2004; VALKO et al, 2006).

Flavonoides como 4-hidroxiloncocarpina, isobavachalcona, brosimina A,
brosimacutinas A-M e acutifolinas A-F, foram isolados de diferentes espécies da familia
Moraceae e tem demonstrado possuir acdo citotoxica em diferentes linhagens de células
tumorais (MAUES et al, 2019). Como exemplo, a estrutura da isobavachalcona teve sua
citotoxidade avaliada em quatro linhagens de células tumorais como carcinoma ovariano-
OVCAR-8 (ICso= 7, 92 uM), carcinoma de prostata-PC3 (ICso= 15,06 puM), carcinoma de
mama-MCF-7 (ICso= 28,29 uM), e carcinoma de pulmdo-A549 (ICso= 32,20 pM),
demonstrando potencial citotdxico (JING et al, 2010).

No estudo de Kuete e colaboradores (2011), foram examinados a capacidade citotoxica
de quatro outros flavonoides do género Dorstenia (Moraceae), como gancaonina Q, 6-
prenilapigenina, 6,8-diprenileriodictiol e 4-hidroxiloncocarpina, em inibir a proliferagcdo de
catorze linhagens de células cancerosas. Dentre os melhores resultados citotdxicos encontrados
no trabalho para as diferentes linhagens de células testadas, estdo as citotoxicidades da
gancaonina Q avaliado para as células T de leucemia humana-PF-382 (ICso= 15,2 uM),
leucemia promielocitica-HL-60 (ICso= 15,3 pM), adenocarcinoma pancreatico-MiaPaCa-2
(IC50= 3,4 pM) e adenocarcinoma de mama-MCF-7 (ICsp= 2,6uM). O composto 6-
prenilapigenina destacou-se frente as células PF-382 (1Cs0=11,2 uM) e MCF-7 (ICs0= 1,7uM),
e 6,8-diprenileriodictiol destacou-se frente as células leucemia linfoblastica aguda-CCRF-CEM
(ICs0= 4,9uM), MiaPaCa-2 (ICso= 10,3 pM) e MCF-7 (ICso= 1,4 uM). J& os melhores
resultados observados para 4-hidroxiloncocarpina foram para as células CCRF-CEM (IC50=
4,8uM), leucemia linfoblastica aguda multirresistente CEM/ADR5000 (IC50= 10,8 uM),
MiaPaCa-2 (IC50= 11,3 pM) e MCF-7 (IC50= 4,2 uM). Como resultado geral do estudo

verifica-se que esses compostos podem ser candidatos a novas drogas anticancerigenas.
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2.5.3 Flavonoides como inibidores de FLT3 para o tratamento potencial da leucemia mieldide
aguda.
A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doenca agressiva que leva a proliferacéo e

diferenciagdo aberrantes de células mieloides. E a leucemia mais comum em adultos que
possuem prognostico ruim e alto grau de recidiva observada nos pacientes (CHIN et al, 2013).
A terapia atual de primeira linha para pacientes com LMA tipicamente inclui uma alta dose de
agentes citotoxicos tradicionais (ex. antraciclina e citarabina), em um esquema de tratamento
chamado “3+7”, porque consiste em administrar citarabina continuamente por 7 dias, junto com
infusdes de antraciclina nos 3 primeiros dias. No entanto, 0 uso desses agentes citotoxicos
muitas vezes leva a toxicidades indesejadas (BURNETT 2012). Além disso, o transplante de
células-tronco hematopoiéticas para pacientes com LMA, uma importante estratégia terapéutica
que pode prevenir a recorréncia, geralmente resulta em maior morbidade e mortalidade
relacionadas ao tratamento, especialmente em pacientes idosos. Apesar de alguns avancos no
tratamento da LMA entre pacientes mais jovens, pacientes idosos continuam sendo
atormentados com uma alta taxa de recaida (BURNETT 2012; Dombret & Gardin, 2016).
Portanto, desenvolver novos medicamentos sdo necessarios para o tratamento da LMA

A superexpressao da tirosina quinase 3 do tipo FMS (FLT3) esta associada a até 70%
dos pacientes com LMA. O FLT3 do tipo selvagem induz a proliferagéo e inibe a apoptose nas
células AML, enquanto a proliferacdo descontrolada da atividade da FLT3 quinase também esta
associada a mutacdes da FLT3. Portanto, inibir a atividade de FLT3 é uma terapia promissora
de LMA. Os flavonoides sdo um grupo de fitoquimicos que podem ter como alvo proteinas
quinases, sugerindo seus potenciais antitumorais (CHIN et al, 2013; YEN et al, 2021).

Estudos demostraram que os flavonoides podem modular a expressdo ou atividade de
FLT3. Flavonoides como apigenina e luteonina, foram avaliados quanto & atividade citotdxica
contra a LMA através da inibicdo in vitro da enzima FLT3, onde apresentaram valores de ICso
1,45 e 0,83 uM, respectivamente. Além disso, kaempferol (ICso= 2,32 uM), quercetina (ICso=
0,59 uM) e miricitina (ICso= 1,68 puM), também demonstraram atividades inibitdrias contra a
enzima FLT3 (CHIN et al, 2013).

No estudo de Yen e colaboradores (2021) varios flavonoides derivados de plantas
apresentaram atividade inibitéria contra FLT3. Entre esses a flavana (5,7,4'-trihidroxi-6-
metoxiflavona) exibiu a inibi¢cdo mais potente de FLT3 (ICs0= 0,44 uM), além do mais suprimiu
a proliferagdo de células mutantes como FLT3-D835Y e FLT3-ITD (ICso= 0,23 ¢ 0,39 uM,

respectivamente). Coletivamente, esses flavonoides indicam o potencial para o tratamento da
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LMA. Portanto, mais investigagdes acerca de flavonoides como inibidores de FLT3 séo
necessarias para desenvolver novos inibidores de FLT3 e fornecer informagdes quimicas
valiosas para o desenvolvimento de novos medicamentos para LMA. Atualmente, abordagens
baseadas em quimica computacional, tal como ancoragem molecular, também tém contribuido
para 0 sucesso na descoberta de inibidores de FLT3, reduzindo o custo e o tempo gasto no
laboratério.

2.6. Instrumentacdo analitica de forma integrativa no estudo de produtos naturais

A espectrometria de massas (EM) tornou-se uma poderosa ferramenta analitica e
bioanalitica bem estabelecida, permitindo que um grande nimero de amostragem de moléculas
de origem quimica ou mesmo bioldgica sejam identificadas em uma distribuicdo espacial em
matrizes complexas. Esse sucesso resultou principalmente devido ao grande niamero moléculas
com variedades de massas e polaridades poderem ser ionizadas com facilidade além da
excelente combinacgdo da velocidade, seletividade e sensibilidade de deteccdo (HUANG, et al.,
2010; LIU et al., 2011).

A possibilidade de integracdo entre a espectrometria de massas e técnicas
cromatograficas diversas (ex. CLAE) tem permitido potencializar a investigacdo de produtos
naturais, e somados a ressonancia magnética nuclear (RMN), sdo extremamente benéficas em
termos de desreplicacdo de substancias ou mesmo na identificacdo de novas substancias de
interesse. Todas as técnicas mencionadas acima, ndo requerem o uso de grandes quantidades
de amostras e solventes organicos, além do pequeno consumo de tempo quando comparados
com preparo de extratos convencionais com grandes quantidades de solventes organicos
(O’CONOR & GIBBONS, 2013; SEGER et al., 2013). De maneira integrativa, a combinagédo
de todas essas técnicas pode fornecer um poderoso arsenal para a descoberta de novas
substancias em matrizes complexas corroborando como uma das pesquisas mais vividas no

campo da fitoquimica moderna.

2.7. Planejamento de misturas
O planejamento de misturas também conhecido como planejamento simplex-centroide
proposta por Snyder é uma técnica que pode ser empregada na otimizacdo da capacidade

extratora utilizando-se grupo de solventes com propriedades distintas (ex. polaridade,
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solubilidade etc.), quando combinados proporcionalmente entre si, fornecem a melhores
capacidades extratoras para uma determinada finalidade (FERREIRA et al., 2007; NOVAES et
al 2017).

A classificacdo da propriedade do solvente por Snyder pode ser definida em termos de
polaridade e interacBes quimicas especificas e outros trés parametros experimentais que sao
basicidade (xe), acidicidade (xd) e o momento dipolar (xn) (Figura 18). A vantagem do
planejamento de Snyder é o agrupamento de solventes de acordo com o tipo de interacdo que
eles possuem, uma vez que, solventes com propriedades quimicas que possuem parametros
semelhantes de seletividade tendem a agrupar-se de forma semelhantes, mesmo apresentando
distintos valores de polaridade (SNYDER1974; SNYDER 1978).

%

l. Eteres alifaticos, triaquilaminas, trialquilfosfato
1. Alcoois alifaticos

1. Piridina, THF, DMSO, DMF, dietileno glicol

V. Alcool benzilico, etileno glicol, acido acético, formamida
V. Diclorometano, dicloroetano

VI. Cetonas, esteres, dioxano, nitrilas

VIl.  Hidrocarbonetos aromaticos, nitrocompostos

VIII.  Cloroférmio, m-cresol, agua

Xn

Figura 18. Triéngulo de seletividade de Snyder para grupos de solventes.

O planejamento de misturas do tipo simplex-centroide com trés componentes, pode ser
representado por um triangulo equilatero, onde cada vértice do triangulo representa os
componentes puros, 0s pontos laterais representam as misturas binarias (1:1) dos componentes
ou misturas e seus pontos de vértices vizinhos e o ponto central do triangulo corresponde a
mistura ternaria (1:1:1) da combinag&o igual dos trés componentes da mistura (FERREIRA et
al., 2007) (Figura 19).
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Figura 19. Planejamentos em rede simplex-centroide para misturas ternérias.

Dessa forma, para o experimento com trés componentes (n=3), tem-se sete pontos
distintos (23-1=7). Tendo-se trés pontos que correspondem aos solventes puros, trés com as
misturas binérias e um ponto central com a misturas dos trés solventes com propor¢ées iguais,
cujo planejamento permite otimizar e reduzir o nimero de pontos experimentais e permitindo

na economia de reagentes e tempo (ALMEIDA et al., 2007).

2.8. Quimiometria

A quimiometria € uma ferramenta muito utilizada na area da quimica que visa a
investigacdo e a resolucdo de problemas de interesse originados na quimica por meio de
ferramentas estatisticas, matematica que auxiliem na extracdo e/ou interpretacdo da informacao
dos dados gerados de forma otimizada (GELADI et al.,1990; CASS &CASSIANO, 2015). Isso
ocorre, devido a evolucdo dos computadores e a capacidade dos instrumentos analiticos em
gerar aquisicdo de dados cada vez mais complexos e com maior rapidez (BARROS NETO et
al., 2006).

Atualmente, a quimiometria esta organizada em trés areas fundamentais: planejamento
e otimizacdo de experimentos, reconhecimento de padrbes que € sinbnimo de uma analise
exploratoria e a calibracdo multivariada. O planejamento de experimentos na qual s&o avaliados

os efeitos de variaveis e quais delas sdo mais significativas sobre respostas analiticas é a area
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mais disseminada. Ainda, ressalta-se a importancia de um bom planejamento experimental

evitando a realizacdo de muitos experimentos e o desperdicio de reagentes.

No Brasil a técnica de reconhecimento de padrdes € muito pouco difundida, nessa
técnica sdo analisados grandes conjuntos de medidas (ex. quimicas, espectrais, cromatogramas
etc.), de um conjunto de amostras para a identificacdo das quais apresentam maiores
similaridades para posterior agrupamento e identificacdo de possiveis tendéncias. A calibracdo
multivariada consiste na correlagdo de modelos mateméticos que permitem determinar alguma
propriedade do sistema de interesse correlacionado com sinais instrumentais medidos
(BARROS NETO et al,, 2006; SOARES et al 2008; PEREIRA et al 2014; CASS
&CASSIANO, 2015).

Nesse contexto, a analise de componentes principais (PCA- Principal Components
Analysis) e andlise de agrupamentos hierarquica (HCA- Hierarchical Cluster Analysis)
encontram-se entre as mais importantes ferramentas contempladas na quimiometria. A PCA
como uma ferramenta de analise exploratoria permite revelar a existéncia ou ndo de amostras
andmalas dentre as varidveis medidas, visualizar a estrutura dos dados e correlacionar o
agrupamento entre as amostras. O HCA é responsavel pela reunido das amostras com base na
sua semelhanga, reduzindo a dimensionalidade dos dados e sendo representado graficamente
por um dendograma. O dendograma ¢ uma representacdo grafica bidimensional ou “arvore

hierarquica” na qual os comprimentos dos ramos da arvore representam o grau de similaridade

entre os dados (PIROUETTE 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar, a partir de técnicas instrumentais modernas, o contetdo quimico de
Brosimum acutifolium e Brosimum parinarioides presentes na Regido Amazoénica, além de

contribuir com a investigacé@o de seu potencial biologico.

3.2. Objetivos especificos

v Desenvolver um planejamento experimental do tipo simplex-centroide com trés
componentes na otimizagdo do solvente extrator para as cascas de B. acutifolium e B.
parinarioides;

v"Analisar por espectrometria de massas (EM) os extratos obtidos e realizar analises
multivariadas (PCA e HCA) dos dados;

v Desenvolver métodos analiticos para separacdo de metabdlitos secundarios das
diferentes espécies por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a deteccao por
arranjo de diodos e espectrometria de massas (CLAE-DAD-EM);

v" lIsolar substancias por meio de métodos modernos de cromatografia;

v' Determinar as estruturas das substancias isoladas, através das andlises de ressonancia
magnética nuclear (RMN 1D e 2D) e espectrometria de massas;

v Avaliar o potencial antioxidante (in vitro) dos extratos e substancias isoladas e o

potencial antitumoral (in silico) das substancias isoladas.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Coleta e identificacdo do material vegetal

As cascas do caule das espécies B. acutifolium e B. parinarioides, foram coletadas na
Reserva Florestal Adolpho Ducke, localizada no Km 26 da estrada AM 010 em margo de 2019,
sob as coordenadas 02° 54' 26" S e 59° 52' 40" W, de individuos previamente identificados
durante a execucdo do Projeto Flora da Reserva Ducke (RIBEIRO, 1999), cujas exsicatas
encontram-se depositadas no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA),
com numero de registro #183522 e #192478, respectivamente para cada espécie (Figura 20).

O acesso ao patrimdnio genético de ambas as espécies foi devidamente cadastrado no
Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob os numeros de cadastro A9B45F9 (B. acutifolium) e AA718DB (B.

parinarioides).

Figura 20. Os vouchers # 183522 (A) e #192478 (B) depositados no herbario do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA).
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4.2. Secagem e processamento do material vegetal
As cascas foram submetidas a desidratacdo em estufa (40°C) por 72 horas, e logo apds
o material foi pulverizado em um moinho de quatro facas, identificado e acondicionados em

recipientes apropriados.

4.3. Extracdo em escala analitica baseada no triangulo de seletividade de Snyder

O preparo dos extratos foi realizado de acordo com a natureza quimica das amostras com
base no planejamento de misturas do tipo simplex-centroide por meio do tridngulo de
seletividade proposto por Snyder e colaboradores (1978 e 1993). Foram preparados utilizando-
se o triangulo de seletividade, com misturas de 3 solventes, sendo selecionados: diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt) e etanol (EtOH) (BASTOS et al, 2020) (Figura 21).

(2)
EtOH
EtOH/AcoET (7) DCM/EtOH
(6) (5)
AcoET/DCM/EtOH
AcoET DCM
AcoET/DCM
(3) (1)

(4)

Figura 21. Planejamento experimental do tipo centréide- com trés componentes para o preparo dos
diferentes extratos.

Esse planejamento de mistura resultou em um sistema de 7 componentes, onde cada
vertice do triangulo corresponde aos solventes puros, o centro das arestas compde as misturas
com o0s dois componentes em propor¢des iguais e 0 ponto central contém os trés solventes com
proporcdes iguais, fornecendo assim 7 sistemas extratores para cada espécie. Ja que todos 0s
extratos foram preparados em triplicata, o resultado foi: 42 extratos preparados, sendo 21 para

a especie B. acutifolium e 21 de B. parinarioides.
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Para o preparo dos extratos em escala analitica, foi pesado 1,0 g de material vegetal
pulverizado de cada espécie, sendo em seguida transferido para tubos de ensaio, nos quais foram
adicionados 10,0 mL do solvente extrator. Em seguida, os sistemas foram mantidos em
ultrassom (25° C) por 25 minutos. Posteriormente, os extratos foram filtrados com auxilio de
papel filtro e adicionados em frascos para a total secagem sob corrente de nitrogénio gasoso.
Posteriormente, foi realizado o célculo do rendimento e codificacdo das amostras conforme a
Tabela 2.

Tabela 2. Planejamento experimental com trés componentes para o preparo dos extratos de B.
acutifolium e B. parinarioides.

Espécie Solventes utilizados no preparo dos extratos Codigos
Extrato 1 — DCM 100% EBA1
Extrato 2 — EtOH 100% EBA2
% Extrato 3 — AcOEt 100% EBA3
g Extrato 4 — AcOEt/DCM 1:1 EBA4
§ Extrato 5 — DCM/EtOH 1:1 EBA5S
i) Extrato 6 — EtOH/AcOEt 1:1 EBAG
Extrato 7 — DCM/ACOEY/EtOH 1:1:1 EBA7
Extrato 1 — DCM 100% EBP1
8 Extrato 2 — EtOH 100% EBP2
S Extrato 3 — ACOEt 100% EBP3
E Extrato 4 — AcOEt/DCM 1:1 EBP4
é Extrato 5 - DCM/EtOH 1:1 EBP5
m Extrato 6 — EtOH/AcOEt 1:1 EBP6
Extrato 7 — DCM/ACOEY/EtOH 1:1:1 EBP7

4.4. Analise por espectrometria de massas (EM)

Os diferentes extratos (EBA1-7 e EBP1-7), de forma randomizada, foram submetidos
a analise de perfil quimico por espectrometria de massas por insercéo direta em espectrémetro
do tipo ion-trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific), operando com fonte de ionizag&o por
electrospray (ESI) com faixa de detec¢do de 100-1000 Da.

Solucgdes estoque (1,0 mg/mL) dos extratos foram preparadas em MeOH grau HPLC e

diluidas até a concentracdo de 10 ppm para andlise. Os dados obtidos nas anélises foram
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processados no software Xcalibur 2.0.7, sendo estes utilizados no tratamento quimiomeétrico.
Todas as andlises foram realizadas no Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de
Massas (LABCEM) da Central Analitica da UFAM.

4.5 Analise quimiométrica dos dados

A quimiometria dos dados foi realizada por meio de analises multivariadas do conjunto
de dados obtidos a partir das analises por insercéo direta de ESI-EM, utilizando-se o software
Chemoface® versdo 1.61. As analises de componentes principais (PCA) foram calculadas por
meio da variacao dos ions registrados (variaveis), sendo a analise de agrupamentos hierarquicos
(HCA) calculada através da distancia euclidiana e média de ligacdo das quatro principais

componentes.

4.6. Preparo de extratos em larga escala e isolamento de constituintes quimicos

Apds as analises por ESI-EM e quimiométricas, os extratos promissores foram
selecionados para a etapa de extracdo em larga escala e identificagcdo e/ou isolamento dos
constituintes quimicos alvos das cascas de B. acutifolium e B. parinarioides.

4.6.1. Preparo e fracionamento cromatogréafico do extrato EBA4 de B. acutifolium
4.6.1.1. Preparo do extrato EBA4

O extrato EBA4 foi preparado pesando-se 100 g do material vegetal (casca) e
adicionando-se 500 mL da mistura de DCM:AcOEt (1:1 v/v), levado ao ultrassom por 25
minutos e macerado por 72h. Apos o término da extracdo o extrato foi filtrado com o auxilio

de papel filtro e seco com auxilio de rota evaporador (40 °C) e No.

4.6.1.2. Fracionamento extrato EBA4

A partir de 300 mg do extrato EBA4 foi realizado o fracionamento por parti¢do liquido-
liquido com o sistema de eluentes: Hex/AcOEt/MeOH/H20 (9:1:9:1 v/v/viv), fornecendo assim
duas fases imisciveis (fase superior— FS, fase inferior— FI) que foram codificadas como EBA4-
FS e EBA4-FI, conforme o fluxograma 1.
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Particdo do Extrato

EBAA4 (300 mg)

4{ Hex/AcOEt/MeOH/H,0 (9:1:9:1) (3x)]

\ v
[ EBA4-FS (110 mg) ] [ EBA4-FI (180 mg) ]

Fluxograma 1. Esquema de fracionamento do extrato EBA4 por particdo liquido-liquido.

4.6.1.3. Anélises por CLAE-DAD-EM e CLAE semipreparativo da fracdo EBP4-FI

A fragdo EBA4-FI (1,0 mg/mL em metanol grau HPLC) foi analisada em um cromatdgrafo
Surveyor Plus® (Thermo Scientific), equipado com bomba Surveyor LC Pump Plus,
autoamostrador Surveyor Autosampler Plus, valvula de injecdo Rheodyne (25 uL) e operando
simultaneamente com detector de arranjo de diodos Surveyor PDA Plus Detector e de
espectrometria de massas. Foi utilizada elui¢do gradiente 80%-100% de B (MeoH), durante O-
30 min, monitorado a 200-600 nm, com fluxo de 1mL/min em uma coluna analitica do tipo C18
(5um, 150 x 460 mm). Apds a andlise, os devidos calculos de escalonamento foram realizados
e seguiu-se com a etapa de isolamento das substancias de interesse em CLAE semipreparativo.

O isolamento das substancias foi realizado por CLAE semipreparativo em um
cromatégrafo modelo UFLC® (Shimadzu) equipado com bomba LC-6AD (sistema binério),
degaseificador DGU-20AS5, detector de ultravioleta (UV) SPD-20AV, modulo de comunicacgéo
CBM-20A e vélvula de injecdo Rheodyne (200 ou 500 pL). Sendo realizadas 6 injegdes da
amostra (100uL) solubilizadas em MeOH, o método analisado foi gradiente na proporcéo 80%-
100% de B por 0-35 min mais 12 min de limpeza, monitorada nos comprimentos de 270 e 370,
em uma coluna Luna C18 (5um, 250 x 150 mm) Phenomenex com fluxo de 3,5 mL/min. As
fracdes coletadas foram analisadas por espectrometria de massas, onde as promissoras

(Fluxograma 2) foram encaminhadas as analises de RMN 1D e 2D.
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BAS-309 (6,8 mg)

/ CLAE semipreparativo \

BAS-307 (2,1 mg)

- Solubilizada em MeOH.
[ EBA4-FI (180 mg) ]7 - Método gradiente: 80%
de B (MeOH) por 37 min.
- Fluxo: 3,5mL/min.
- UV: 270nm e 370 nm

\_ /

BAS-255 (1,9 mg)

BAS-321 (1,0 mg)

BAS-391 (3,8 mg)

Y Y Y vy v v

—~ NN Y

BAS-339 (1,9 mg)

]
]
]
BAS-323 (2,6 mg) ]
]
]
]

Fluxograma 2. Condicdes para isolamento de substancias de EBA4-FI.

4.6.2. Preparo e fracionamento cromatografico do extrato EBA4 de B. acutifolium
4.6.2.1. Preparo do extrato EBP3

O extrato EBP3 foi preparado pesando-se 250 g do material vegetal (casca) e
adicionando-se 500 mL de AcOEt 100%, seguido de ultrassom por 25 minutos levado ao
ultrassom por 25 minutos e macerado por 72h. Por fim, foi realizado a filtragem do extrato e

secagem em rota evaporador (40 °C) e No.

4.6.2.2. Fracionamento extrato EBP3

A partir de 500 mg do extrato EBP3 foi realizado o fracionamento por particéo liquido-
liqguido com o sistema de eluentes: Hex/AcOEt/MeOH/H20 (9:1:9:1 v/v/viv), originado duas
fases imisciveis na qual foram codificadas como EBP3-FS e EBP3-FI, conforme o fluxograma
3.

Particdo do Extrato

EBP3 (500 mg)

| [ Hex/ACOEt/MeOH/H,0 (9:1:9:1)  (3X) ]

v v
[ EBP3-FS (250 mg) ] [ EBP3-FI (210 mg) ]

Fluxograma 3. Esquema de fracionamento do extrato EBP3 por parti¢do liquido-liquido.
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4.6.2.3. Andlises por CLAE-DAD-EM e CLAE semipreparativo da fracdo EBP3-FI

A fracdo EBP3-FI (1,0 mg/mL em metanol grau HPLC) foi analisada por CLAE-EM
(Thermo Scientific) com eluicdo gradiente 50%-80% de B por 0-15 min, 80%-95% de B por
15,0-25,0 min e 95%-100% por mais 10 min, monitorado a 200-600 nm, com fluxo de ImL/min
em uma coluna analitica do tipo C18 (5um, 150 x 460 mm). Apds a analise, os devidos calculos
de escalonamento foram realizados e seguiu-se com a etapa de isolamento das substancias de
interesse em CLAE semipreparativo.

O método escalonado em CLAE semipreparativo de EBP3-FI, consistiu no método
gradiente na proporgao 50%-80% de B por 0-15 min, 80%-95% de B por 15,0-25,0 min e 95%-
100% por mais 10 min, monitorado nos canais de UV de 280 e 350, em uma coluna Luna C18
(5um, 250 x 15,0 mm) Phenomenex com fluxo de 3,7 mL/min. Foram realizadas 7 injecfes da
amostra (100uL), solubilizadas em DMSO. As fracdes coletadas foram analisadas por
espectrometria de massas, onde as promissoras (Fluxograma 4) foram encaminhadas as analises
de RMN 1D e 2D.

BPS-255 (1,5 mg)

/ CLAE semipreparativo \

- Solubilizada em DMSO -
Método gradiente: 50%-

80% de B (MeOH) , 80%-
[ EBP3-FI (210 mg) '7 95% de B, 95%-100%, por

35 min Fluxo: 3,7mL/min.

BPS-291(1,2 mg)

BPS-527 (3,0 mg)

BPS-523 (1,4 mg)

- Canal Binario de UV:
280nm e 350 nm

\_ /

BPS-309 (2,0 mg)

BPS-323 (1,5 mg)

SRR NE

—N NN

BPS-515 (1,4 mg)

Fluxograma 4. Condicdes para isolamento de substancias de E.BP3-Fl.
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4.7. Fracionamento cromatografico do extrato EMCBP de B. parinarioides

Paralelamente a abordagem baseada no planejamento simplex-centroide, espectrometria de massas
e quimiometria, foi conduzido o fracionamento cromatografico do extrato metandélico das cascas de B.
parinarioides (EMCBP), o qual se mostrou promissor como fonte de substancias ainda ndo descritas na
espécie (SA 2018).

Inicialmente, 650 g do material vegetal foi submetido a maceracéo de forma exaustiva
sequencial com os diferentes solventes extratores: hexano (EHCBP), acetato de etila (EACBP)
e metanol (EMCBP). A troca de cada solvente foi realizada a cada 72 h, ao término de cada
extragdo, os extratos obtidos foram concentrados sob baixa pressdo e ap6s secos foram
determinados os rendimentos. Posteriormente, 5,0 g do extrato EMCBP foi fracionado por
meio de cromatografia em coluna aberta (CC), empacotada com gel de silica 70-230 mesh

(Fluxograma 5).

[ EMCBP (5,0 g) ]

(CC: @ x h de 4,5 x 50,0 cm)

[ Coluna silica (70-30 mesh) ]

Hex DCM DCM:MeOH
100% 111

[ Frb $1,2 9 ] Coluna silica (70-30 mesh)
(CC: ®xhde2,5x50,0cm)

—
\4 ¢
[ Hex: AcoET ] ACOET [ MeOH ]

|
[ Fr 1-27 ] Fr 28-30 Fr 31-36

Fluxograma 5. Fracionamento cromatografico classico do extrato metanolico- EMCBP de B.
parinarioides.

Como eluentes foram utilizados Hex, DCM e MeOH em ordem crescente de polaridade,
com diferentes proporcdes, obtendo-se 13 fracdes. A fragdo 5 (1,2 g) foi submetida a um novo
fracionamento cromatografico em coluna de silica (70-230 mesh), tendo como eluentes: Hex,

AcOEt e MeOH em ordem crescente de polaridade, obtendo-se 36 fragdes. As fragcdes 13-16
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codificadas como Fr.13, Fr.14 e Fr.15/16, foram selecionadas e submetidas a analises
preliminares exploratérias por CLAE-EM cujo método de eluicdo gradiente foi o seguinte:
20%-100% de B, durante 0-13 min, monitorado de 100-1000 Da, com fluxo de 1 mL/min em
uma coluna analitica do tipo C18 (5um, 150 x 4,60 mm). As fracdes coletadas foram analisadas
por espectrometria de massas, onde as promissoras (Fluxograma 6) foram encaminhadas as
anélises de RMN 1D e 2D.

[ Fr 13-16 ]

v r v

[ Fr 13 (10 mg) ] [ Fr 14 (5 mg) ] [ Fr 15/16 (5 mg) ]

/ CLAE-EM e CLAE \ / CLAE-EM e CLAE \ / CLAE-EM e CLAE \

semipreparativo: semipreparativo: semipreparativo:

- Solubilizada em MeOH. - Solubilizada em MeOH. - Solubilizada em MeOH.
Método Gradiente: 0- Método Gradiente: O- Método Gradiente: 0-
25mim; 50-100%B MeOH 25mim; 50-100%B MeOH 25mim; 80-100%B MeOH
(v:v) Fluxo: 3,5 mL/min. (v:v) Fluxo: 3,5 mL/min. (v:v)  Fluxo: 3,5 mL/min.
\ UV: 270 e 370 / \ UV: 270 e 370 / \ UV: 270 e 370 /
v v v
BPS-323 BPS-339 BPS-321
(2,0 mg) (2,0 mg) (1,3 ma)

Fluxograma 6. Esquema de isolamento de substancias das fracdes Fr. 13-16 de B. parinarioides.

4.8. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises por RMN 1D e 2D foram realizadas no Laboratorio de Ressonancia
Magnética Nuclear (NMRLAB da Central Analitica UFAM), coordenado pelo Prof. Dr. Marcos
Batista Machado. O equipamento utilizado foi 0 modelo Bruker modelo Advance 111 HD 500
operando a 11,75 Tesla (T), observando a 500 MHz para *H e 125 MHz para *C. As substancias
foram solubilizadas com metanol deuterado (CD3OD) e referéncia interna de tetrametilsilano
(TMS). Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (J) e as constantes de
acoplamento (J) registradas em Hertz (Hz). Os dados espectrais obtidos foram devidamente

calibrados e processados nos softwares ACD NMR Processor e Top Spin.
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4.9. Quantificacdo de fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteu

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi avaliada pela metodologia
espectrofotométrica de Folin-Ciocalteau (VELIOGLU et al., 1998), utilizando-se acido galico
como padrdo de referéncia. Resumidamente, os extratos EBA1-7 e EBP1-7 foram diluidos
sucessivamente na faixa de 500 a 7,81 pug/mL. Apds isso, foram adicionados 150 pL de solugdo
Folin Ciocalteau 10%. Passados 5 minutos, adicionou-se ao meio 150 pl de solugdo NaHCO3
6%. Aguardando-se 90 minutos para a leitura do meio no comprimento de onda de 750 nm em
leitor de multiplacas de absorbancia ELX 808 Reader (Biotek, Burlington, VT). Os resultados
foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galico por gramas de peso fresco (mg
EAG/1g). O ensaio foi realizado em triplicata.

4.10. Determinacéo in vitro da atividade antioxidante
4.10.1. Capacidade de sequestro do radical livre DPPH

Os ensaios da atividade antioxidante foram realizados no Laboratério de Abertura de
Amostras e Ensaios Quimicos (LAEQ) da Central Analitica da UFAM, coordenado pela Prof.
Dra. Rita de Cassia Saraiva Nunomura. A determinacao da capacidade de sequestro de radicais
livres foi realizada pelo método descrito por CHOI et al., 2002 e RUFINO et al., 2007, com
modificacbes. A caracterizacdo da atividade antioxidante por este método € observada pela
captura dos radicais livres de DPPH na presenca do composto antioxidante, que é evidenciada
pela mudanca da coloracdo do meio.

Os resultados foram expressos comumente com a concentracdo de substrato que causa
50% de perda da atividade do radical DPPH, (% CSso, em pg/mL). Preliminarmente, realizou-
se um ensaio para determinar a faixa de concentragdo (1000 pg/mL, 500 pg/mL e 100 pg/mL)
de cada amostra a fim de se obter o valor real de % CSso. Com o0s valores da absorbéancia estima-
se a faixa de trabalho, em uma série de seis diluicdes para cada extrato e/ou substancias isoladas,
em placa de Elisa de 96 pocos, utilizando-se o acido galico como controle positivo. A
absorbéancia foi medida em um leitor de multiplaca da BioTek, modelo EIx800, em 515 nm.

4.10.2. Capacidade de sequestro do radical ABTS

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical ABTS foi
feito por meio do método espectrofotometrico no comprimento de onda de 734 nm (RE et al.,
1999), baseado na capacidade de substancias antioxidantes em capturar o radical livre ABTS,

caracterizado pela descoloragéo da solugéo azul esverdeada do meio, diminuindo-se os valores
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de absorbancia pelo tempo de reacdo (RUFINO et al., 2007). Os resultados séo apresentados
em puM da capacidade antioxidante por equivalente ao Trolox (TEAC), uma vez que o Trolox

é utilizado como controle positivo no ensaio.

4.14.3. Capacidade redutora do Ferro (FRAP)

A capacidade da amostra em reduzir Fe®* a Fe?* na presenca do antioxidante através do
ensaio do FRAP foi realizada de acordo com o método colorimétrico formada com um méximo
de absorcdo em 595 nm (BENZIE et al., 1996; LUXIMON-RAMMAN 2002). Onde o reagente
FRAP foi preparado adicionando-se o tampdo de acetato (0,3 M, pH = 3,6), solu¢do TPTZ (10
mM) e FeClz*6H20 (20 mM) (10: 1: 1). A amostra (100 pL, 500 pg/mL) misturando-se com
300 pL de agua ultrapura e 3000 pL do reagente FRAP. Apos incubagdo por 4 min a 37 °C, a
leitura foi medida a 595 nm em um espectrofotdmetro UV-vis (Thermo Scientific, Evolution
220). Todos os resultados foram obtidos pela curva de calibragdo do sulfato ferroso (250-1500
uM) e expressos como puM Fe?* por g de peso seco (WMFe*? /g) da amostra. O ensaio foi

realizado em triplicada. Utilizando-se o padrdo acido galico.

4.11. Analise por ancoragem molecular

Inicialmente, as estruturas tridimensionais (3D) de 4’-hidroxi-7,8-(2”,2”-
dimetilpiano)flavana, brosimina B, corylifol B, isobavachalcona, isoliquiritigenina, kanzonol
B, kanzonol C, licoagrachalcona A e parinarioidina C foram baixadas do banco de dados
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) no formato de arquivo de dados espaciais
(SDF). As moléculas inéditas foram projetadas a partir do software Sketch. Os ligantes foram
preparados de acordo com metodologias previamente relatadas (SILVA et al., 2020).
Resumidamente, todas as estruturas foram submetidas a otimizacdo geométrica pelo método
semiempirico PM7 utilizando o software MOPAC2016 (STEWARD 2016), sendo os resultados
salvos em formato de banco de dados de proteinas (PDB). No AutoDock Tools (MORRIS et
al., 2009), cargas de Gasteiger foram adicionadas para cada composto e protons apolares foram
mesclados, sendo os resultados salvos em banco de dados de proteinas, carga parcial (Q) e Tipo
de atomo (T) (formato PDBQT).

A estrutura cristalina 3D da tirosina quinase-3 semelhante a FMS (FLT3) (PDB ID:
4RTT), foi recuperada do Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data
Bank (RCSB PDB) (http://www.rcsh.org) em PDB formato. Nas ferramentas AutoDock, as
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moléculas de &gua e os ligantes ligados foram removidos, os prétons polares e as cargas de
Kollman foram adicionados e os protons ndo polares foram mesclados. Por fim, os resultados
foram salvos no formato PDBQT.

As interacdes ligante-enzima, bem como a afinidade de ligacdo, foram previstas usando
Autodock Vina (TROTT &OLSON 2010). Uma caixa de grade de 30 x 30 x 30 A nas direcdes
X, Y, z foi criada com um espagamento de 1,00 A e centrada em x = -40,526, y = 11,236, z = -
14,574 para 4RT7. As interacOes visuais ligante-enzima foram exibidas usando o Discovery
Studio Visualizer. A enzima FLT3 foi testada para redocking (RMSD 1.5 A).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Espécie B. acutifolium

5.1.1. Rendimento dos extratos

Os extratos da casca da espécie B. acutifolium, provenientes do triangulo
misturas de trés componentes (DCM, AcOEt e EtOH), item 4.3.1., correspondentes aos
solventes puros, misturas de dois componentes e trés componentes com proporcdes iguais,
apresentaram os seguintes rendimentos, em percentual, como pode ser visualizado na tabela
3.

Tabela 3. Rendimento em percentual dos diferentes extratos de B. acutifolium.

Espécie Solventes utilizados no Cdbdigos dos Média do rendimento
preparo dos extratos extratos (%) =+ desv.pad

DCM 100% EBA1 1,5+0,16
EtOH 100% EBA2 2,2+0,05
E AcOEt 100% EBA3 1,0 0,02
g AcOEt/DCM 1:1 EBA4 1,9+0,04
§ DCM/ EtOH 1:1 EBAS 1,6 £0,50
o EtOH/ AcOEt 1:1 EBAG 15+0,30
DCM / AcOEt /EtOH 1:1:1 EBA7 1,3+0,03

Com base nos dados apresentados na tabela de rendimentos, pode-se observar
maiores rendimentos para os extratos EBA2 (2,2%) e EBA4 (1,9%), seguidos dos extratos
EBAS5 (1,6%), BAL(1,5%), EBA6 (1,5%), EBA7 (1,3%), e EBA3 (1,0%).
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5.1.2. Anélise de perfil por ESI-EM e quimiométrica dos extratos de B. acutifolium

O fingerprint no modo negativo por inser¢éo direta no ESI-EM dos extratos (E BAl-
7) obtidos da casca de B. acutifolium revelou varios picos bases desprotonados entre m/z
200-800 (Figura 22), onde se destacaram os principais ions majoritarios de m/z 255, e 323 e
281 [M-H]". Foi possivel observar o pico base correspondente ao ion de m/z 255 nos extratos
DCM e AcOEt, j& o pico base de m/z 323 apresentou-se nos extratos EtOH, AcCOEt/DCM,
DCM/EtOH e EtOH/ACOEt (Figuras 22A-F). Para o extrato DCM/ AcOEt/ EtOH, observou-
se 0 pico base em m/z 281 (Figura 22G). Além destes, varios outros ions com alta intensidade
relativa foram observados e entdo submetidos a analise de fragmentacdo (Tabela 4), na
tentativa de identificagdo destas substancias a partir da comparacao dos dados obtidos com

aqueles disponiveis na literatura.
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Figura 22. Espectros de ESI-EM obtidos dos sete diferentes extratos de B. acutifolium.

Através da variacdo de ions e suas intensidades relativas registradas em ESI-EM de
cada extrato, foi possivel realizar as analises quimiomeétricas de PCA e HCA, onde as trés
primeiras componentes principais (PC1, PC2 e PC3) para esta espécie explicam 90,54% da
variancia total contida nos dados. A Figura 23 representa o grafico dos scores das trés

componentes principais.
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Tabela 4. Principais fragmentos obtidos dos sete diferentes extratos de B. acutifolium.

m/z MS? )

Substancia
[M-HT [M-HT

255 135, 119 isoliquiritigenina

281 - -

309 189, 203 brosimina B

321 285, 201, 119 kanzonol B

323 187, 159, 135, 119 isobavachalcona

339 321, 203, 135, 119 corylifol B

391 355, 203, 187, 159 kanzonol C

451 341 (epi)catequina glicosideo

613 503, 451, 341 cinchonaina hexosideo

Nos graficos de PCA dos extratos da casca de B. acutifolium foi possivel observar a
formacéo de 3 grupos distintos: Grupo | (extratos de DCM e AcOEt), Grupo Il (extratos de
EtOH, AcOEt /DCM e DCM/ AcOEt /EtOH) e Grupo Il (extratos de EtOH/ AcOEt e
DCM/EtOH).

. ~
CBtOHIACOE,
! BCMELDH, -
- _— - s

PC1 (72.81%)

-200

PC2 (10.45%) ' B0

Figura 23. Grafico de PCA dos diferentes extratos de B. acutifolium.

Analisando os gréaficos biplot (PC1 e PC2 - 93,23% da variancia total) foi possivel

observar que 0s ions de m/z 255 e 323 [M-H] - foram os principais responsaveis pela
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segregacédo dos grupos | e Ill, a partir dos sete diferentes extratos analisados para essa
espécie, como apresentado na Figura 24. Assim, de acordo com os dois extremos formados
no grafico, o ion de m/z 255 apresentou-se como a variavel de maior peso para 0s extratos
de DCM e AcOEt, enquanto o ion de m/z 323 revelou-se nos extratos EtOH/AcOEt e
DCM/EtOH.

05t

PC2 (10.45%)

05F

-1 05 0 0s
PCT (72.81%)

Figura 24. Gréfico biplot da anélise de PC1 e PC2 dos extratos de B. acutifolium.

De acordo com o dendrograma de HCA obtido (Figura 25), pode-se confirmar a
separacao dos trés grupos formados. Onde, o grupo | apresentou menor similaridade quando
comparado com o0s demais grupos de solventes extratores, devido a maior distancia
Euclidiana, enquanto os grupo Il e 111 apresentaram maior similaridade entre si. Por outro
lado, o grupo I11 apresentou maior similaridade entre amostras, quando comparados com o

grupo 1.
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Figura 25. Dendrograma dos diferentes extratos de B. acutifolium obtida pela Analise Hierarquica
de Agrupamentos (HCA).

O espectro de MS/MS do ion de m/z 255 (Figura A1) apresentou o pico base de m/z
135 e outro menos intenso de m/z 119, sendo consistente com a estrutura da chalcona
conhecida como isoliquiritigenina (SA et al, 2020b). Por outro lado, o espectro de
fragmentacdo obtido para o ion de m/z 323 (Figura A2), apresentou o pico de maior
intensidade de m/z 203 e em menores intensidades de m/z 119 e 159, que estdo de acordo
com a estrutura da isobavachalcona (SA et al, 2020b).

Além destes, outros ions de intensidade relevante foram observados nos extratos
EBA1-7 (Figura 22A-G), onde tiveram sua identificacdo aferida por meio da andlise do
padrdo de fragmentacdo e comparacdo dos dados da literatura. O espectro de MS/MS do ion
de m/z 309 (Figura A3), apresentou o pico de maior intensidade de m/z 119 e outros com
menores intensidades de m/z 189 e 203, sendo estes consistentes com a flavana conhecida
como brosimina B (SA et al, 2020a). Para o ion de m/z 321(Figura A4), o espectro de
MS/MS exibiu o pico base de m/z 201 e outro menores de m/z 119, sendo denominado como
a estrutura do kanzonol B (SA et al, 2020b). Ainda, o espectro de MS/MS do ion de m/z
391 (Figura Ab), apresentou fragmentos estaveis de m/z 187 e 203, sendo consistente com a
estrutura do kanzonol C (SA etal, 2020b). O ion de m/z 339 (Figura A6), apresentou
fragmentos de maior intensidade em m/z 119 e outros menos intensos de m/z 135 e 203, o
qual foram atribuidos a estrutura do corylifol B (SA etal, 2020b). O ion de m/z 451(Figura

AT), revelou o pico base de m/z 341 e outros menores de m/z 301 e 289, sendo atribuida com
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a estrutura da (epi)catequina glicosideo (ZERBIB et al., 2018). Finalmente, o espectro de
MS/MS do ion de m/z 613 (Figura A8) indicou presenca de um pico base de m/z 503 e outros
menos intensos de m/z 451 e 341, sendo denominado como a estrutura da cinchonaina

hexosideo (SOBEH et al., 2017). Na Figura 26 estdo ilustradas as estruturas.
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oy g
OR;

(epi)catequina glicosideo

R, to Rs=H; glicosid i
| to R glicosideo R= Hexosideo

| Cinchonaina hexosideo J

Figura 26. Substancias identificadas na casca de B. acutifolium.
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5.1.3. Analise por CLAE-DAD-EM e isolamento de substancias de EBA4-FI

A partir da analise por CLAE-DAD-EM foi possivel observar diversos picos na
fracdo EBA4-FI (Figura 27). Baseado no perfil de DAD e EM foram anotados 7 picos
(Tabela 5), com tempo de retencédo variando entre 14,4 e 20,8. Os picos cromatograficos
majoritarios com tempo de retencdo em tr 14,4 (m/z" 255), 18,6 (m/z" 309) e 20,8 min (m/z”
391), bem como os minoritarios com tr 16,8 (m/z- 309), 17,8 (m/z 339), 18,9 (m/z" 307) e
19,7 (m/z 321), foram isolados ap6s os devidos escalonamentos em CLAE-UV
semipreparativo e entdo submetidos a analises por EM e por RMN 1D e 2D.
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Figura 27. Cromatograma da fragdo EBA4-FI em CLAE-DAD-EM.
Tabela 5. InformacGes anotadas da fracdo BA4-FI em CLAE-DAD-EM de B. acutifolium.

c Substancia  Substancia tr A max m/z m/z MS?
ase
Codigo (PicoN°)  (min) (nm) [M-H]  [M-H]* [M-H]
BAS-255 1 14,4 270-390 255 257 135, 119
_ BAS-309 2 16,8 260-280 309 311 203, 189, 119
i BAS-339 3 17,8 270-390 339 341 203, 135, 119
< BAS-323 4 18,6 270-395 323 325 203, 187, 135, 119
E BAS-307 5 18,9 262-280 307 309 289, 271, 235, 206, 119
BAS-321 6 19,7 270-395 321 323 285, 201, 119
BAS-391 7 20,8 270-395 391 393 203, 187
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5.1.4. Determinacéo estrutural das substancias isoladas das cascas do B. acutifolium

5.1.4.1. Determinagéo estrutural da substancia BAS-309

A substancia BAS-309 (6,8 mg), isolada do fracionamento (fluxograma 2, item
4.6.1.3), apresentou-se como sélido amorfo soltvel em metanol. A determinacéo estrutural
foi realizada com base nas analises de RMN de *H, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de
RMN de *H foi obtido a 500 MHz em MeOD (Figura 28).
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Figura 28. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da substancia BAS-309.

No espectro de RMN *H foram observados quatro sinais de prétons aromaticos com
deslocamentos quimicos em 6n 7,22 (d; J= 8,55 Hz; 2H), 6,68 (d; J= 8,22 Hz; 1H), 6,76 (d;
J=28,55 Hz; 2H) e 61 6,31 (d, J= 8,22 Hz, 1H), correspondentes a dubletos, cujos valores da
constante de acoplamento (J) sugeriram um acoplamento do tipo “orto” em dois diferentes
anéis aromaticos. Na regido dos prétons alifaticos, pode-se constatar a presenca de um proton
oximetinico em o1 4,91 (m; 1H), caracteristico de esqueleto do tipo flavana (TEIXEIRA et
al., 2000; TORRES et al., 2000), além de um multipleto em 6n 5,20 (m; 1H), seis protons
metilénicos em 61 3,26 (Mm; 2H), 2,84 (m; 1H), 2,63 (m; 1H), 2,09 (m; 1H) e 1,92 (m; 1H), e
duas metilas em 61 1,62 (s; 3H) e 1,59 (s; 3H). Atraves do espectro do COSY (Anexo) foi
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possivel consolidar a estrutura do esqueleto do tipo flavana através dos acoplamentos dos
protons de 61 7,22 € 6,76, oH 6,68 e 6,31, oH 4,91 e 2,09/1,92.

—'H-"H cosy
1,59 1,62
H,C CH,4
5,20 OH
H

H
H 7,22

6.68H H 2,09; 1,92

2,84;2,63

No mapa de contorno HSQC (Figura 29) foram observadas as correlacdes em J; dos
prétons aromaticos em o 6,68 e 6,31 com os carbonos em ¢ 127,6 (C-5) e &c 108,7 (C-6),
respectivamente, que foram atribuidos ao anel aroméatico A. O anel aromatico B,
demonstraram correlac@es entre os protons em ox 7,22 e 6,76 com os carbonos em J¢ 128,2
(C-2°/6) e 116,1 (C-3°/5), respectivamente. Na regido alifatica, o segmento prenila foi
confirmado pelas correlages dos prétons em 1 5,20 com o carbono em &¢ 124,7 (C-27), e
dos protons metilénicos em én 3,26 com o carbono em & 23,3 (C-17), além da correlagdo
das metilas em 64 1,62 e 1,59 com os carbonos em 6. 18,2 (C-5) e 26,0 (C-47),
respectivmente. O préton em dn 4,91 apresentou correlacdo com o carbono em & 79,0 (C-
2), e 0s prétons metilénicos em 61 2,84; 2,63 com o carbono em &c 26,0 (C-4), além dos
prétons em &n 2,09; 1,92 com o carbono em &¢ 31,5 (C-3), confirmaram a existéncia do anel

C na estrutura.

127,6 26,0
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Figura 29. Mapa de contorno HSQC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-309.
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Figura 30. Mapa de contorno HMBC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-309.
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Por meio da analise do mapa de contorno HMBC (Figura 30) foi possivel observar
as principais correlacdes na parte aromatica da estrutura, onde pode-se destacar o sinal do
préton aromatico em &y 7,22 (H-2") correlacionando com os carbonos em d¢ 158,0 (C-4°),
oc 116,1 (C-3’) e &c 79,0 (C-2), confirmando a presenca da hidroxila ligada ao anel B e a
conexdo com o anel C. Ainda, o sinal em dH 6,76 (H-3") apresentou correlagdo em Jz com o
carbono em &¢ 134,9 (C-1"), confirmando assim a presenca do carbono quaternario do anel
aromatico B.

O proton em oy 4,91 (H-2) caracteristico do esqueleto das flavanas, apresentou
correlagdo com os carbonos em d¢ 134,9 (C-1), 128,2 (C-2’) e com o carbono metilénico
em d¢ 26,0 (C-4) do anel C. Além disso, os prétons aromaticos em 6 6,68 (H-5) apresentou
correlagdo com o carbono quaternario em &c 154,9 (C-9) e 61 6,31 (H-6) apresentou
correlagdo com os carbonos quaternarios em &¢ 114,3 (C-8), 117,7 (C-10) e com a ligacéo
hidroxila-carbono em &. 154,7 (C-7) confirmando a existéncia do anel aromético A.

Os grupos metila ligados no segmento da prenila foram confirmados pela correlacao
dos sinais em 64 1,62 (CH3-5") e 1,59 (CHs-4") com os carbonos em & 18,2 (C-5”) e 131,7
(C-37), e, 124,7 (C-2”) e 26,0 (C-4”), respectivamente. Além disso, o préton em 84 5,20 (H-
2”) mostrou correlacdo com os carbonos em &¢ 18,0 (C-4”), 18,2 (C-5”) e 114,3 (C-8),

confirmando assim a ligacdo do grupo prenila com o anel aromatico A da estrutura.

Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 6), juntamente com a analise de
espectrometria de massas (Figura 32), e comparacdo dos dados obtidos com aqueles
disponiveis na literatura (TEIXEIRA et al., 2000; TORRES et al., 2000), confirmaram a
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substancia BAS-309 como sendo a 7,4'-dihidroxi-8-prenilflavana (Figura 31). O 7,4'-

dihidroxi-8-prenilflavano, também conhecida como brosimina B, ja foi reportada outras

espécies de Moraceae como Morus alba L. (YANG et al., 2014), M. yunnanensis Koidz (JI
et al., 2015) e Cudrania tricuspidata (KWON et al., 2016).

Figura 31. Estrutura da flavana BAS-309.

Tabela 6. Dados de RMN de 1H e 13C da substancia BAS-309.

7,4'-dihidroxy-8-prenilflavana

N° 8c?®
2 79,0
3 31,5
4 26,0
5 127,6
6 108,7
7 154,7
8 114,3
9 154,9
10 117,7
r 134,9
2'/6’ 128,2
35 116,1
# 158,0
17 233
27 124,7
3 131,7
4 26,0
5” 18,2

oct

77,8

30,4

25,3

1277
108,5
153,9
114,4
153,9
115,0
134,8
127,7
115,6
155,5
22,8
122,6
1345
26,2

18,3

on (mult.; J em Hz)?

4,91 (m), 1H
1,92; 2,09 (m), 2H
2,63; 2,84 (m), 2H
6,68 (d; 8,22), 1H
6,31 (d; 8,22), 1H

7,22 (d; 8,55), 2H
6,76(d; 8,55), 2H
3,26 (m), 2H
5,20 (m), 1H
1,59 (s), 3H
1,62 (s), 3H

HMBC?

128,2; 134,9; 26,0
26,0; 79,0; 127,6
114,3; 79,0; 31,5
154,9
114,3; 117,7; 154,9

158,0; 79,0; 116,1
134,9; 158,0

26,0; 18,2

26,0; 124,7
18,0; 131,7

30 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padréo interno TMS.
BOs carbonos protonados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC,

respectivamente.

°Dados da literatura de acordo com TEIXEIRA, et al, 2000 (CDCls, 100 MHz).
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A anélise por espectrometria de massas de BAS-309 apresentou a presenca do pico
de maior intensidade em m/z 309 [M-H] (Figura 33).
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Figura 32. Espectro de massas da substancia BAS-309 isolada da casca de B. acutifolium.

O ion de m/z 309 [M-H]" foi submetido & analise de fragmentacdo sequencial (MS?)

(Figura 33), onde observou-se uma elevada perda de 190 Da, resultando no pico de m/z 119

[M—H] e o pico base de m/z 189 [M — H]". Abaixo pode-se observar uma proposta de

fragmentacdo para esse ion.

103
T

112
T

on I

| m/z 119

189

HO

o |H

m/z 189 |

OH
HO )o O
A

A
<

122

272

125 136 141
=

<

203

C

<

204

152 163
T

175 181 188|191 195
T T T

220
| 208 217
e

226
|
T

263
230 237 239 253 257 |
LS AL B o e

273

szzsz
T

291 594
T

309
iy

T
110

T
120

T
130 140

150

160

170

180

190

200

210
miz

220

230

240

250

260

™1
270

280

1T
290

300

310

Figura 33. Espectro de MS? para o ion 309 [M-H] e proposta de fragmentacéo.

-H



74

5.1.4.2. Determinagéo estrutural da substancia BAS-307

A substancia BAS-307 (2,1 mg), obtida como s6lido amorfo solivel em metanol, foi
isolada do fracionamento (fluxograma 2, item 4.6.1.3). A determinacéo estrutural foi realizada
com base nas analises de RMN de 'H, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de H foi
obtido a 500 MHz em MeOD, (Figura 34).
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Figura 34. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da substancia BAS-307.

Baseado no espectros de RMN de 'H e **C obtido do mapa de correlagio de HSQC foi
possivel notar, que a substancia BAS-307 possuia semelhanca estrutural com a substancia BAS-
309. Contudo, a diferenca foi observada com a presenca dos protons olefinicos do tipo vicinal
em 6H 6,60 (d; J= 10,0 Hz; 1H) e 5,57 (d; J= 10,0 Hz; 1H).

No espectro de RMN de *H foram observados quatro sinais caracteristicos de protons
aromaticos em 6w 7,24 (d; J= 8,57 Hz; 2H), 6,80 (d; J= 8,30 Hz; 2H), 6,79 (d; J= 8,30 Hz; 1H)
e 016,27 (d, J= 8,30 Hz, 1H). Observou-se também o sinal caracteristico ao préton oximetinico
em 6+ 4,96 (m; 1H), quatro protons metilénicos em o4 2,87 (m; 1H), 2,66 (m; 1H), 2,15 (m; 1H)
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e 1,99 (m; 1H), além da presenca do sinal de metila em 6n 1,36 (S) integrando para seis protons.
No espectro de COSY (Anexo), foi possivel confirmar os acoplamentos entre os protons de on
5,57 € 6,60, 61 6,79 € 6,27, 6H 4,96 € 2,15/1,99, e 61 7,24 € 6,80, conforme a estrutura proposta

abaixo:

H .
2,15:1,99
Y Y ,15;1,
6,79 287:2,66

No mapa de contorno HSQC (Figura 35) foram observadas as correlagdes entre 0s
prétons aromaticos em dH 6,79 correlacionado com o carbono em 8¢ 130,3 (C-5), én 6,27 com
dc 109,7 (C-6), dn 7,24 com 8¢ 128,4 (C-2°/67), e 6H 6,80 com 6¢ 116,3 (C-3°/5"), caracteristicos

dos anéis aromaticos A e B, respectivamente.

O proton oleofinico em dH 6,60 correlacionou com o carbono em &¢ 118,2 (C-17) e dH
5,57 com ¢ 130,0 (C-27), além destes a metila em 61 1,36 correlacionou com o carbono em ¢
28,1 (C-3”). Os sinais dos prétons do anel C da estrutura foram confirmados pela correla¢do do
sinal do préton oximetinico em 6+ 4,96 correlacionando com o carbono em ¢ 79,3 (C-2), e 0s
prétons metilénicos em 6n 2,87; 2,66 com &¢ 26,0 (C-4) € 61 2,15; 1,99 com 8¢ 31,0 (C-3), como

pode ser visualizado abaixo:




76

VR R R

, i
- - 50
| - 100

6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

F1 Chemical Shift (ppm)

Figura 35. Mapa de contorno HSQC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-307.
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Figura 36. Mapa de contorno HMBC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-307.

No mapa de contorno de HMBC (Figura 36) pode-se observar o sinal do proton

aromatico em dn 6,27 (H-6) correlacionando com os carbonos em d¢ 111,2 (C-8) e 6¢ 153,0 (C-
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7), confirmando a presenca de uma ligagdo carbono-oxigénio e grupo vinil na estrutura
atribuidos ao grupo semelhante ao benzopirano da estrutura. Ainda, on 6,27 (H-6) correlacionou
como carbono em &¢ 115,6 (C-10), comprovando a presenca do carbono quaternario e a ligagdo
com o anel C da estrutura. O sinal dos protons olefinicos em 61 6,60 (H-1) e 6n 5,57 (H-2")
pertencentes do segmento pirano apresentaram as principais correlagdes com os carbonos em
dc 153,0 (C-7),151,9 (C-9) e 111.2 (C-8), respectivamente, confirmando a presenca do grupo

benzopirano ligado no anel aromatico A da estrutura.

O sinal do préton oximetinico em dn 4,96 (H-2) correlacionou com o carbono em &c
128,4 (C-6’) do anel aromatico B. Além disso, o préton aromatico em on 7,24 (H-2’)
correlacionou com os carbonos em &¢ 158,0 (C-4") e &¢ 79,3 (C-2), confirmando a presenca da
hidroxila no anel e a conexdo com o anel C da estrutura. Ainda, o sinal do préton aroméatico em
dH 6,80 (H-5") também correlacionou com o carbono ligado a hidroxila em &¢ 158,0 (C-4") e &¢

134,3 (C-17), confirmaram o sinal do carbono quaternario do anel aromatico B.

Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 7), juntamente com a analise por
espectrometria de massas (Figura 38), auxiliados com a comparacao de dados encontrados na
literatura (TORRES et al., 1997), permitiu na identificacdo da substancia BAS-307 como a 4°-
hidroxi-7, 8-(2”,2” -dimetilpirano) flavana, Figura 37. Nao ha relato de 4'-hidroxi-7,8-(2",2'-

dimetilpirano)flavana em qualquer outro género da familia Moraceae.



Figura 37. Estrutura da flavana BAS-307.

Tabela 7. Dados de RMN de 1H e 13C da substancia BAS-307.

4’-hidroxi-7,8-(2”,2”-dimetilpirano)flavana

N° dcab dc® dn mult.; Jin Hz) @ HMBC?
2 79,3 77,2 4,96 (m), 1H 128,4
3 31,0 30,0 1,99; 2,15 (m), 2H 26,0
4 26,0 24,7 2,66; 2,87 (m), 2H 115,5; 151,9; 130,3
5 130,3 128,9 6,80 (d; 8,57), 1H 151,9; 153,0; 26,0
6 109,7 108,7 6,27(m),1H 115,6; 111,2; 153,0
7 153,0 151,9 - -
8 111,2 110,0 - -
9 151,9 150,4 - -
10 115,6 113,9 - )
1’ 134,3 134,3 - -
2°/6’° 128,4 1274 7,24 (d; 8,57), 2H 158,0; 79,3
3/5 116,3 115,3 6,80 (d, 8,30), 2H 134,3; 158,0
4’ 158,0 155,1 - -
1” 118,2 28,7 6,60 (d; 10,0), 1H 153,0; 76,6; 151,9
2” 130,0 75,6 5,57 (d; 10,0), 1H 111,2;76,6; 28,1
3” 76,6 128,8 - -
4” 28,1 117,0 1,36 (s), 6H 130,0; 76,6
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30 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para *C em MeOD, tendo como padréo interno TMS.
BOs carbonos protonados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC,
respectivamente.

‘Dados da literatura de acordo com TORRES, et al, 1997 (CDCI3, 100 MHz).

A anélise por espectrometria de massas de BAS-307, revelou a presenca do pico de

maior intensidade em m/z 307 [M-H]", Figura 38.
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Figura 38. Espectro de massas no modo negativo de ionizagéo da substancia BAS-307 isolada da casca

de B. acutifolium.

O ion m/z 307 [M-H] foi submetido & analise de fragmentagio MS?, apresentando uma

perda de 188 Da, originando o pico de m/z 119 [M —H] e um dos picos mais intensos em m/z

187 [M — HJ, conforme a proposta de fragmentacéo abaixo, Figura 39.
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5.1.4.3. Determinagé&o estrutural da substancia BAS-255

A substancia BAS-255 (1,9 mg), obtida como solido amorfo soltvel em metanol, foi
isolada do fracionamento (fluxograma 2, item 4.6.1.3). A determinacéo estrutural foi realizada

com base nas analises de RMN de *H, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de H foi obtido a
500 MHz em MeQOD (Figura 41).

1H.esp

0.004

s < © —
$88R 228 §3388%
S 19SS

R fir =~ eELETS L

Tl ;JLM M I " P SN

o~ o~ (=23 N éo

S o9 S =

T 7 TU

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

—7.809
—7.778
—7.637
—7.618
—6.850
—6.841
|:1.12 .
\6.406
|:1 0 %‘

—7.985
—7.967
—7.606

D
—~ ~ 5 (=3
o o d ~
= L — | I | |
B R ma e e L B S HAL L DL N L Trrrrrr
8.00 7.95 7.80 7.75 7.65 7.60 6.85 6.45 6.40 6.30
Chemical ~

Chemical Shift (ppm)

Figura 40. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) e ampliagdes da substancia BAS-255.

No espectro de RMN de 'H da substancia BAS-255, pode-se verificar a presenca de
sinais referentes a protons aromaticos com deslocamento quimico em on 7,97 (d; J= 8,9 Hz;
1H), 61 6,41 (dd, J= 8,9 e 2,5 Hz, 1H) e 6n 6,28 (d, J= 2,5 Hz, 1H), cujas constantes de
acoplamento s&o caracteristicos a acoplamento do tipo “orto” e “meta” correlacionados entre
si, caracterizando um tipico sistema ABX, que foram atribuidos aos prétons H-6, H-5 e H-3

respectivamente de um anel aromatico A.
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Foram observados também, os sinais em o1 7,62 (d; J= 8,5 Hz; 2H) e 616,84 (d; J=8,5
Hz; 2H), sendo adotados aos prétons H-2°/6” e H-3°/5’, respectivamente, a outro anel aromatico
B. Os dubletos em &n 7,61 (d; 1H) e 61 7,79 (d; 1H), ambos com J=15,0 Hz segundo relatos
obtidos na literatura sdo tipicos exemplos de prétons oleofinicos «, p-insaturado com
configuracdo E, proximos ao carbono carbonilico formado na ultima etapa de preparacdo de

chalconas, como observado na estrutura proposta abaixo:

6,41

Através do mapa de contorno de HSQC (Figura 41) foi possivel correlacionar os prétons
aromaticos diretamente ligados aos seus respectivos carbonos (J1), onde foram visualizadas as
correlagdes dos protons aromaticos em &n 6,28 com o carbono em 8¢ 104,1,0 (C-3), o+ 6,41 com
dc 109,3 (C-5) e 61 7,97 com ¢ 133,5 (C-6) atribuidos ao anel aromatico A. O sinal do préton
aromtatico em oy 7,62 correlacionou com o carbono em 6. 132,0 (C-2°/6") e dH 6,84 com d¢
117,0 (C-3°/5%) designando assim o anel aromatico B. Os sinais atribuidos aos prétons das
posicdes a. e B do esqueleto da chalcona, foram observados com os deslocamentos dos prétons
em 6n 7,61 e 7,79 com o carbono em com &¢ 118,4 (C- o) e &c 145,8 (C- B), respectivamente,

como representado abaixo:

1041

145,8 132,0
HO (0]



- 70

20

) 60

80

- ?100

-7 2:120
?140

8 7 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 41. Mapa de contorno HSQC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-255.
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Figura 42. Mapa de contorno HMBC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-255.
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Através do mapa contorno de HMBC (Figura 42), pode-se observar a correlagdo dos
prétons aromaticos em &y 6,28 (H-3) e 6,41 (H-5) correlacionando em J® com o carbono em &
115,0 (C-1) indicando a presenca do carbono quaternario no anel A da estrutura. O préton em
on 7,97 (H-6) revelou correlagdes com os carbonos em &¢ 167,0 (C-4) e 193,8 (C-*), indicando
assim a localizacdo do grupo hidroxila do anel aroméatico A e a conexdo com o carbono
carbonilico caracteristico do esqueleto da chalconas.

As correlacdes observadas dos sinais dos prétons em on 7,61 (H- o) e 6,84 (H-5)
correlacionando em J® com o carbono em & 128,0 (C-1) indicam a ligagdo do com carbono
quaternario do anel B da estrutura. Ainda, o préton em & 7,62 (H-6") mostrou correlagdo com
os carbonos em 6. 128,0 (C-1), 145,8 (C-B) e com o carbono oxidado em &. 161,9 (C-4’),
indicando assim a localizacdo do grupo hidroxila presente no anel aromético B, como

apresentado abaixo:

Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 8), juntamente com a analise por
espectrometria de massas (Figura 44), auxiliados com a comparacao de dados encontrados na
literatura (YAHARA et al, 1989; TORRES et al., 2000), permitiu na identificacdo da substancia
BAS-255 como a isoliquiritigenina, Figura 43. A isoliquiritigenina ja foi relatada em
Trilepisium madagascariense DC (ANGO et al., 2012). e Morus Alba (TRAN et al., 2017).
Além disso, a isoliquiritigenina um dos mais importantes compostos bioativos com estrutura de
uma chalcona € derivada da raiz de alcacuz, previamente relatada em espécies da familia
Fabaceae, como Glycyrrhiza uralensis Fisch. ex DC., G. glabra L. e G. inflata Batalin (KAUR
etal., 2013; MA et al., 2005; QUINTANA et al., 2020; RAMALINGAM et al., 2018).



Figura 43. Estrutura da chalcona BAS-255.
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Tabela 8. Dados de RMN de 1H e 13C da substancia BAS-255.

Isoliquiritigenina

N° dcab
115,0

2 167,2
3 104,1
4 167,0
5 109,3

6 1335

* 193,8
a 118,4
B 145,8
1 128,0
2’16’ 132,0
35 117,0
4’ 161,9

oct

113,2
164,6
102,6
165,4
107,9
132,3
191,4
117,8
143,8
125,8
130,6
115,8
159,6

on mult.; J in Hz) 2

6,28 (d, 2,5), 1H
6,41 (dd, 8,9; 2,5), 1H
7,97 (d, 8,9), 1H
7,61 (d, 15,0), 1H
7,79 (d, 15,0), 1H
7,62 (d, 8,5), 2H
6,84 (d, 8,5), 2H

HMBC?

115,0; 167,0; 109,3
115,0; 104,1
167,0; 193,8

193,8; 128,0
132,0; 193,8; 118,4

161,9; 128,0; 145,8;
128,0; 161,9

30 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padréo interno TMS.
BOs carbonos protonados e quaternérios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.
‘Dados da literatura de acordo com YAHARA et al, 1989 (DMSO-d, 50 MHz).

A andlise por espectrometria de massas no modo negativo de BAS-255, demonstrou a

presenca do pico de maior intensidade em m/z 255 [M-H], Figura 44.
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Figura 44. Espectro de massas no modo negativo de ionizagdo da substancia BAS-255 isolada da casca
de B. acutifolium.

Este ion foi submetido & analise de fragmentagio MS?, resultando no espectro com picos
de m/z 135, 119 [M-H], e entdo foi realizada a proposta de fragmentagdo para essa substancia
(Figura 45).

100 ue HO o HO OH
95
: @ O \ﬁ\
85
80
75
7 m/z 255 @
65
60
55 ©
50 135 HO
5 OH
40
5 Cx + N
% O O
25
20 m/z 119 m/z 135
15
10
5
oi-, 107 109 113 ‘ ‘12‘17‘,1%4‘13‘0‘ N 1‘39‘ ‘ 148 15‘0 153 157 162 167 ‘17‘0 ‘ 175 179 151‘ 187 191 ‘1‘96‘ 198 205 ?11 213 ‘ ‘2‘20‘ ‘ 227 233‘ 2‘37‘ 240‘ ‘ ‘2115‘ ?Sf‘ ‘256
100 110 120 130 140 150 "160 170 180 "150' 200 210 220 230 240 250

m/z

Figura 45. Espectro de MS? para o fon 255 [M-H]- e proposta de fragmentacéo.
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5.1.4.4. Determinagéo estrutural da substancia BAS-323

A substéncia BAS-323 (2,6 mg), isolada do fracionamento (fluxograma 2, item 4.6.1.3),
foi obtida como solido amorfo soltvel em metanol. A determinacdo estrutural foi realizada com
base nas analises de RMN de *H, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de *H foi obtido
a 500 MHz em MeOD (Figura 46).
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Figura 46. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da substancia BAS-323.

Por meio da analise do espectro de RMN de *H e 13C obtido do mapa de correlagdo de
HSQC, percebeu-se uma semelhanca estrutural da substancia BAS-323 com a substancia BAS-
255. Em contrapartida, a diferenca foi observada na regido dos protons alifaticos em 6n 5,22
(m; 1H), um proton metilénico em 6n 3,32 (m; 2H) e duas metilas em 61 1,65 (S; 3H) e 61 1,77
(s; 3H), na qual foram atribuidos a um seguimento prenila presente na estrutura.

Também foram visualizados os sinais caracteristicos aos protons aromaticos em on 7,83
(d; J= 8,8 Hz; 1H) ¢ 61 6,43 (d, J= 8,8 Hz, 1H), com constantes de acoplamento em “orto”
correlacionando entre si atribuidos aos prétons H-6 e H-5 respectivamente, de um anel

aromatico A. Observou-se também a presenca dos protons aromaticos em o 7,61 (d; J= 8,5
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Hz; 2H) e 6n 6,84 (d; J= 8,5 Hz; 2H), que foram atribuidos aos prétons H-2°/6" ¢ H-3°/5’,
respectivamente, a um anel aromatico B. Ainda, o espectro apresentou a presenca dos sinais
caracteristicos a protons vicinais em o 7,62 (d; 1H) e dn 7,77 (d; 1H), indicando o acoplamento

trans com J=15,0Hz caracteristicos do esqueleto de uma chalcona. O espectro do COSY

(Anexo) consolidou os acoplamentos dos prétons propostos para a substancia, como on 3,32 e
5,22,01 6,43 7,83, 0n 7,62e 7,77, 51 7,61 e 6,84, conforme pode ser visto abaixo:
6,43 6,84

H H
783 7,61

Por meio do mapa de contorno de HSQC (Figura 47) foi possivel correlacionar os
prétons aromaticos diretamente ligados aos seus respectivos carbonos, e observar as correlacfes
dos prétons em &4 7,83 com 6¢ 130,5 (C-6), dH 6,43 com ¢ 108,4 (C-5), on 7,61 com d¢c 132,0
(C-2°/6) € dH 6,84 com ¢ 117,1 (C-3°/5), que foram atribuidos aos anéis aroméaticos A e B. O
sinal em 61 7,77 correlacionou com o carbono em &¢ 145,5 (C- ) € 6H 7,62 com & 118,7(C-
B), atribuidos aos prétons das posicbes « € S da chalcona. Os sinais caracteristicos do
segmento da prenila foram observados com os deslocamentos dos prétons em 8y 3,22 com d¢
26,1 (C-17), dn 5,22 com & 123,6 (C-2”), dn 1,77 com & 18,0 (C-57), e 81 1,65 com &¢ 25,8

(C-4), como pode ser visualizado abaixo:

108,4
HO 171 o,
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Figura 47. Mapa de contorno HSQC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-323.
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Figura 48. Mapa de contorno HMBC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-323.

Através do mapa de contorno de HMBC (Figura 48), as principais correlagdes em J°

visualizadas no anel aromético A, foram atribuidas aos sinais dos prétons em 61 6,43 (H-5)
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correlacionando com os carbonos quaternarios em ¢ 114,0 (C-1), 117,0 (C-3) e em dn 7,83 (H-
6) correlacionando com os carbonos oxidados em &¢ 164,5 (C-4) e 164,6 (C-2). Ainda, on 7,83
(H-6) também demonstrou correlagdo em J® com o carbono carbonilico em & 193,8 (C*)
caracteristico do esqueleto da chalcona.

O proéton aromético do anel B em 61 6,84 (H-5) apresentou correlagdo com o carbono
quaternario em ¢ 128,0 (C-17). Ja o préton em 8 7,61 (H-6) apresentou correlacionou em J3
com o carbono oxidado em éc 161,6 (C-4). O proton em 64 7,62 (H-o) também apresentou
correlagdo em J® com o carbono quaternario em &c 128,0 (C-1°), além da correlagio com o
carbono carbonilico em 6¢ 193,8 (C*). A localizacdo dos segmentos prenila da estrutura foram
confirmadas pela presenca dos sinais em 8n 3,32 (H-1) correlacionando em J? com o carbono

quaternario em é¢ 117,0 (C-3) do anel aromatico A, abaixo:

Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 9), juntamente com a analise por
espectrometria de massas (Figura 50), auxiliados com a comparacao de dados encontrados na
literatura (PISTELLI et al, 1996; TORRES et al., 2000), permitiu na identificacdo da substancia
BAS-323 como a isobavachalcona, Figura 49. A isobavachalcona ja foi relatada em vérias
espécies de Moraceae, como Artocarpus heterophyllus Lam. (Dl et al., 2013), A. anisophyllus
Mig., A. lowii King (LATHIFF et al., 2015; ABDULLAH et al., 2017), Dorstenia barteri var.
multiradiata (Engl.) Hijman & C.C.Berg (DZOYEM et al., 2015; NGAMENI et al., 2017), M.
alba (YANG et al., 2014), Broussonetia papyrifera (L.) (LEE et al., 2001), e Fatoua villosa
Nakai (SU et al., 2017). Alem disso, isobavachalcona possui relatos também em vérias espécies
da familia Fabaceae, como Psoralea corylifolia L. (BHALLA et al., 1968), G. inflata (LIN et
al., 2017b), e G. glabra (L1 et al., 2017).
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Figura 49. Estrutura da chalcona BAS-323.

Tabela 9. Dados de RMN de 1H e 13C da substancia BAS-323.

Isobavachalcona

Ne dcab
114,0

2 164,6

3 117,0
4 1645
5 108,4

6 130,5
* 193,8
a 118,7
B 1455
r 128,0
2/6’ 132,0
35 117,1
4 161,6
1” 26,1
2” 123,6
3” 131,8
47 258
5» 18,0

oct
1145
163,7
116,6
165,0
108,3
130,4
193,7
118,6
145,3
131,7
117,0
161,4
22,5
123,6
131,9
25,9
17,9

on (mult.; Jin Hz)?2

6,43 (d; 8,8), 1H
7,83 (d; 8,8), 1H
7,62 (d; 15,0), 1H
7,77 (d; 15,0), 1H
7,61 (d; 8,5), 2H
6,84 (d; 8,5), 2H
3,32(m), 2H
5,22 (m), 1H
1,65 (s), 3H
1,77 (s), 3H

HMBC?

114,0; 117,0
193,8; 164,5; 164,6
128,0; 193,8
132,0; 118,7; 193,8
161,6; 128,0
128,0; 161,6
117,0
26,1; 18,0
123,6; 18,0; 131,8
123,6; 25,8; 131,8

30 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padréo interno TMS.
BOs carbonos protonados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.

°Dados da literatura de acordo com PISTELLI et al, 1996 (MeOD, 50 MHz).

A analise por espectrometria de massas de BAS-323, demonstrou a presenca do pico de

maior intensidade em m/z 323 [M-H], Figura 50.
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Figura 50. Espectro de massas no modo negativo de ionizagéo da substancia BAS-323 isolada da casca
de B. acutifolium.

O ion m/z 323 [M-H]" foi submetido & analise de fragmentacio MS?, resultando no
espectro com picos de m/z 203, 177, 119 [M-H], sendo realizada a proposta de fragmentacéo
para essa substancia (Figura 51).
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Figura 51. Espectro de MS? para o fon 323 [M-H]" e proposta de fragmentacéo.
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5.1.4.5. Determinagé&o estrutural da substancia BAS-321

A substancia BAS-321 (1,0 mg), isolada do fracionamento (fluxograma 2, item 4.6.1.3)
obtida como sélido amorfo soltvel em metanol. A determinacdo estrutural foi realizada com
base nas analises de RMN de *H, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de *H foi obtido a 500
MHz em MeOD (Figura 52).
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Figura 52. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da substancia BAS-321.

Baseados nos espectros de RMN de H e *C obtido do mapa de correlagio de HSQC
pode-se perceber uma semelhanca estrutural entre as substancias BAS-255 e BAS-323 com a
substancia BAS-321, devido a presenca dos prétons em 6y 7,65 (d; J= 15,3 Hz; 1H) e 7,77 (d;
J=15,3 Hz; 1H), caracteristico do esqueleto de uma chalcona. A diferenca observada refere-se
a auséncia do grupo prenila na estrutura e a presenca dos prétons olefinicos do tipo vicinal em
316,45 (d; J=9,9 Hz; 1H) e 5,77 (d; J= 9,9 Hz; 1H).

Os sinais caracteristicos na regido dos aromaticos atribuidos ao anel “A” foram para 0s
prétons em 6w 7,98 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 61 6,41 (dd; J= 8,8 € 2,2 Hz; 1H) ¢ 81 6,28 (d, J= 2,2
Hz, 1H), com constantes de acoplamento do tipo “orto” e “meta” atribuidos aos protons H-6,

H-5 e H-3, respectivamente. No anel aromatico “B” foram observados os sinais em on 7,52 (dd;
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J=8,3 ¢ 2,0 Hz; 1H) 616,79 (d, J= 8,3 Hz, 1H) e 7,45 (d; J= 2,0 Hz; 1H), atribuidos aos protons
H-2’, H-3’ e H-6’, respectivamente. O espectro também apresentou um singleto em 6n 1,43
integrando para seis protons cada, atribuidos a presenca de duas metilas na estrutura, como

proposto abaixo:

Por meio da analise do mapa de contono de HSQC (Figura 53) foi possivel visualizar as
correlagfes do proton em on 7,98 com o carbono em ¢ 133,5 (C-6), on 6,41 com o carbono em
6¢ 109,7 (C-5), oH 6,28 com & 104,1 (C-3), 61 6,79 com & 117,9 (C-3°), oH 7,45 com d¢ 128,1
(C-6’) e dn 7,52 com &¢ 131,5 (C-2”), caracteristicos aos sinais dos anéis aromaticos “A e B”,
respectivamente. Ainda, foram observadas as correlacdes dos prétons oleofinicos em 61 6,45
correlacionando com o carbono em &¢ 128,1 (C-17), 615,77 com &¢ 132,6 (C-27), 61 7,65 com
8¢ 119,5 (C-a), 0H 7,77 com ¢ 145,2 (C-B), por fim o sinal da metila em oy 1,43 correlacionando

com d¢ 28,5 (C-4/5”), conforme pode ser visualizado abaixo:

145,2 131,5
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Figura 53. Mapa de contorno HSQC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-321.
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Figura 54. Mapa de contorno HMBC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-321.
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Através do mapa de contorno de HMBC (Figura 54) foi possivel observar as correlacoes
dos prétons aromaticos em &n 6,28 (H-3) e 6,41 (H-5) correlacionando em J® com o carbono
em d¢ 114,6 (C-1) indicando a localizacdo do carbono quaternario no anel A da estrutura. O
préton em 6H 7,98 (H-6) revelou correlagdes com os carbonos em 6. 168,0 (C-4), 167,0 (C-2) e
193,2 (C-*), indicando a localiza¢do dos grupos hidroxilas do anel aromatico A e a conexdo
com o carbono carbonilico do esqueleto da chalconas.

O sinal do préton aromatico em 8w 7,45 (H-6") correlacionou em J® com os carbonos
em dc 156,8 (C-4’), 131,5 (C-2°), 145,2 (C-B) e 122,9 (C-17). O préton em 6 6,79 (H-3°)
correlacionou em J® com os carbonos em & 123,1 (C-5") e 8 129,5 (C-1") confirmaram os sinais
dos carbonos quaternarios do anel aromatico B. Ainda, o sinal dos prétons do anel benzopirano
em dn 5,77 (H-2”) e 6,45 (H-17) também correlacionaram com os carbonos quaternarios em d¢
123,1 (C-5") e 156,8 (C-4’), indicando a conexdo com o anel aromatico B, como apresentado

abaixo:

Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 10), e a analise por espectrometria de
massas (Figura 56), auxiliados com a comparacéo de dados encontrados na literatura (FUKAI
et al., 1994; KIM et al., 2018), permitiu na identificacdo da substancia BAS-321 como
kanzonol B , Figura 55. Kanzonol B ja foi relatado anteriormente de D. barteri var.
subtriangularis (Engl.) Hijman & C.C.Berg (NGADJUI et al., 2005), e F. villosa (SU et al.,
2016). Na familia Fabaceae, esta substancia ja foi relatada de G. eurycarpa P.C.Li (FUKAI et
al., 1994), G. glabra (ASADA et al., 1998; Ll et al., 2017), e G. inflata (LIN et al., 2017b).
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Figura 55. Estrutura da chalcona BAS-321.

Tabela 10. Dados de RMN de 1H e 13C da substancia BAS-321.

Kanzonol B
N° dcab dc® dn mult.; Jin Hz) @ HMBC?
1 114,6 114,1 - -
2 167,0 166,6 - -
3 104,1 103,6 6,28 (d; 2,2), 1H 114,6
4 168,0 165,5 - -
5 109,7 108,8 6,41 (dd; 8,8; 2,2), 1H 114,6
6 133,5 132,6 7,98 (d; 8,8), 1H 193,2; 167,0; 168,0
* 193,2 192,7 - -
a 119,5 118,4 7,65 (d; 15,3), 1H -
B 145,2 144,7 7,77 (d; 15,3), 1H -
1 129,5 128,3 - -
2 1315 130,7 7,52 (dd; 8,3; 2,0), 1H 156,8; 145,2; 128,1
3 117,9 117,5 6,79 (d; 8,3), 1H 129,5; 123,1
4 156,8 156,2 - -
5 123,1 122,1 - -
(% 128,1 127,2 7,45 (d; 2,0), 1H 156,8; 11321152 122,9;
1” 122,9 122,2 6,45 (d; 9,9), 1H 78,5; 123,1; 156,8; 128,1
27 132,6 132,0 5,77 (d; 9,9), 1H 123,1; 78,5
3” 78,5 77,8 - -
4/5” 28,5 28,4 1,43 (s), 6H 132,6;78,5

20 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padréo interno TMS.
BOs carbonos protonados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.
°Dados da literatura de acordo com KIM et al, 2018 (CDCI3, 100 MHz).
A analise por espectrometria de massas de BAS-321, demonstrou a presenga do pico de

maior intensidade em m/z 321 [M-H]", Figura 56.
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Figura 56. Espectro de massas no modo negativo de ionizagéo da substancia BAS-321 isolada da casca
de B. acutifolium.

O fon m/z 321 [M-H] foi submetido a analise de fragmentacdo MS?, resultando no
espectro com picos de m/z 306, 159, 137 [M-H], conforme a proposta de fragmentacdo da

Figura 57.
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Figura 57. Espectro de MS? para o fon 321 e proposta de fragmentagéo.
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5.1.4.5. Determinagé&o estrutural da substancia BAS-391

A substancia BAS-391 (3,8 mg) isolada do fracionamento (fluxograma 2, item 4.6.1.3)
foi obtida como solido amorfo solivel em metanol. A determinacao estrutural foi realizada com
base nas analises de RMN de H, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de 'H foi
realizado a 500 MHz em MeQOD (Figura 58).

1H.esp

—0.000

N
OdmVBam®oor O ~ © q
L8CRLEIIEE 9 2INYNY ]
NENET NN N©GS 66 AR
B il e | = | .
5(")@@'\ o < ?éﬁ o
8888a 3 3 S3 @
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 58. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da substancia BAS-391.

Baseados nos espectros de RMN de H e *C obtido do mapa de correlacio de HSQC
pode-se perceber uma semelhanga estrutural das substancias BAS-391 com as substancias
relatadas anteriormente BAS-255, BAS-323 e BAS-321. A diferenca observada refere-se a
presenca de dois segmentos prenilas ligados a estrutura, tais como os prétons vinilicos em on
5,22 (m; 1H) e 6n 5,34 (m; 1H), prétons metilénicos em 61 3,32 (Mm; 2H); dn 3,32 (m; 2H) e
quatro metilas em 64 1,75 (S; 3H); 61 1,77 (s; 3H); 0n 1,65 (S; 3H) e 6n 1,77 (s; 3H).

Na regido dos prétons aromaticos foram atribuidos ao anel “A” os sinais em JH 6,42
(d, J=8,9 Hz, 1H) e 61 7,81 (d; J= 8,9 Hz; 1H). No anel aromatico “B” foram observados os
sinais em 61 7,46 (dd; J=8,3 ¢ 2,02Hz; 1H); 6+ 6,81 (d, J= 8,3 Hz, 1H) e 61 7,42 (s; 1H). Pode-

se perceber também os sinais caracteristicos das chalconas em on 7,75 (d; J=15,1 Hz; 1H) e 6H
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7,57 (d, J= 15,1 Hz, 1H). O espectro do COSY (Anexo) consolidou os acoplamentos dos
protons propostos para a substancia, como oy 3,32 e 5,22, 61 6,42 e 7,81, o 7,57 € 7,75, dH
7,46 e 6,81, on 3,32 e 5,34 como pode ser visto abaixo:

A partir da anélise do mapa de correlacdo HSQC (Figura 59) foi possivel visualizar as
correlagOes dos protons em on 7,81 e 6,42 correlacionando com os carbonos em d¢ 130,6 (C-6),
e :108,4 (C-5), respectivamente atribuidos ao anel aromatico A. O sinal do préton em 6n 7,42
correlacionou com o carbono em &¢ 131,3 (C-2°), 61 7,46 com 6¢ 129,3 (C-6’) e 6H 6,81 com d¢

116,5 (C-5’), designando assim o anel aromatico B.

Os sinais caracteristicos dos prétons das posicoes o e 3 do esqueleto da chalcona, foram
observados em o4 7,57 com o carbono em com 6¢ 118,4 (C-a) € 61 7,75 com ¢ 146,0 (C-B).
Além disso, os segmentos prenila foram confirmados pelos sinais dos prétons alifaticos em dn
3,32 correlacionando com o carbono em &¢ 22,6 (C-17), on 5,22 com 6¢ 123,7 (C-2”), on 1,75
com &¢ 18,0 (C-4”), 8n 1,77 com 8¢ 26,0 (C-57), 8 3,32 com 8¢ 29,4 (C-1"), 81 5,34 com 8¢
123,6 (C-2”’), dn 1,65 com &¢ 18,1 (C-4), e o 1,77 com &¢ 26,0 (C-5"’), como pode ser

visualizado abaixo:
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Figura 59. Mapa de contorno HSQC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-391.
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Figura 60. Mapa de contorno HMBC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-391.

Através do mapa de contorno de HMBC (Figura 60), as principais correlacdes em J?
visualizadas no anel aromético A foram para os sinais em én 6,42 (H-5) correlacionando com
os carbonos em o6 114,9 (C-1), 116,5 (C-3) e em o6n 7,81 (H-6) correlacionando com 0s
carbonos oxidados em 6. 163,9 (C-4) e 165,2 (C-2). Ainda, o préton em én 7,81 (H-6) também
apresentou correlacdo em J® com o carbono carbonilico em & 193,8 (C*) do esqueleto da
chalcona.

O préton aromaético em 6+ 6,81 (H-5’) apresentou correlagcdo com o carbono quaternario
em 8¢ 130,5 (C-1°) e com o carbono oxidado em ¢ 159,7 (C-3"), j& o préton em 6n 7,46 (H-6)
correlacionou em J3 com os carbonos em & 131,9 (C-2°) e 146,1 (C-B). O préton em &y 7,42
(H-2’) também apresentou correlacdo com o carbono oxidado em d¢ 159,7 (C-3°) e com 0
carbono quaternério em 6. 117,0 (C-4°), sendo estes pertencentes ao anel aromatico B

A localizagéo dos segmentos prenila da estrutura foi confirmada pela presenca dos sinais
em &u 3,32 (H-17) correlacionando em J® com o carbono em §¢ 163,9 (C-4) e em J? com 0
carbono quaternario em d¢ 116,5 (C-3). Ja o outro sinal em &4 3,32 (H-1""") correlacionou em
J3 com o carbono em §¢ 159,7 (C-3") e em J? com o carbono quaternario em ¢ 117,0 (C-4").
Por fim, foram entdo atribuidos aos anéis aromaticos A e B, respectivamente na estrutura, como

pode ser visto abaixo:
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Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 11), juntamente com a analise por
espectrometria de massas (Figura 62), auxiliados com a comparacao de dados encontrados na
literatura (FUKALI et al., 1994; MONTEIRO et al., 2002), permitiu na identificacdo da
substancia BAS-391 como kanzonol C, Figura 61. Kanzonol C ja foi reportada na espécie de
B. gaudichaudii Trecul (MONTEIRO et al., 2002), D. turbinata Engl. (NGAMEN!I et al., 2006),
e D. barteri var. multiradiata (MBAVENG et al., 2008). Além disso, também possui relatos em
espécies de Fabaceae como em G. eurycarpa (FUKAIl et al., 1994), G. inflata (LIN et al., 2017b,
2017a), e G. glabra (L1 et al., 2017).

Figura 61. Estrutura da chalcona BAS-391.
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Tabela 11. Dados de RMN de 1H e 13C da substancia BAS-391.

Kanzonol C
NP 8™ e o mult.; Jin Hz)2 HMBC?
1 1149 1129 - B
2 165,2 165,3 - B
3 116,5 - - -
4 163,9 166,0 - -
5 108,4 109,1 6,42 (d; 8,9), 1H 114,9; 116,5
6 130,6 132,2 7,81 (d; 8,9), 1H 163,9; 165,2; 193,8
* 1938 194,9 - ]
a 118,4 - 7,57 (d; 15,1), 1H 193,8; 146,0
B 146,0 - 7,75 (d; 15,1), 1H 193,8; 131,5; 129,3; 118,4
r 130,5 126,2 - -
2’ 1319 129,7 7,42 (s), 1H 159,7; 129,3; 146,1; 117,0; 29,4
3’ 159,7 - - -
4 117,0 - - -
5 116,5 116,0 6,81 (d; 8,3), 1H 129,3; 130,5; 159,7
6’ 129,3 1322 7,46 (dd; 8,3; 2,2), 1H 159,7; 131,9; 146,1
1” 22,6 29,2 3,32 (m), 2H 165,2; 163,9; 116,5
2” 123,7 1232 5,22 (m), 1H 18,0; 26,0; 22,6
3” 1319 1333 - .
47 18,0 178 1,75 (s), 3H 26,0; 123,7; 131,9
5” 26,0 28,8 1,77 (s), 3H 18,0; 123,7; 131,9
1” 29,4 - 3,32 (m), 2H 159,7; 117,0
2 123,6 - 5,34 (m), 1H 18,0; 26,0; 29,4
3 131,8 - - -
4 18,1 ; 1,65 (s), 3H 26,0; 123,6: 131,8
5 26,0 - 1,77 (s), 3H 18,1; 123,6; 131,8

30 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padréo interno TMS.
BOs carbonos protonados e quaternérios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.
‘Dados da literatura de acordo com FUKAI et al, 1994 (Acetona-d, 100 MHz).

A analise por espectrometria de massas de BAS-391, revelou a presenca do pico de

maior intensidade em m/z 391 [M-H], Figura 62.
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Figura 62. Espectro de massas no modo negativo de ionizagéo da substancia BAS-391 isolada da casca
de B. acutifolium.

O ion 391 foi submetido a analise de fragmentacdo MS?, apresentando uma elevada
perda de 204 Da, resultando no pico de m/z 187 [M —H] e outra perda de 188 Da, originando
0 pico de m/z 203 [M —H] cuja a proposta de fragmentacgdo para esses ions sdo apresentados na
Figura 63.
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Figura 63. Espectro de MS? para o fon 391 [M-H]" e proposta de fragmentagéo.
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5.1.4.5. Determinagé&o estrutural da substancia BAS-339

A substancia BAS-339 (1,9 mg) isolada do fracionamento (fluxograma 2, item 4.6.1.3)
foi obtida como so6lido amorfo soltvel em metanol e isolada do fracionamento. A determinacgéo
estrutural foi realizada com base nas andlises de RMN de H, COSY, HSQC e HMBC. O
espectro de RMN de H foi realizado a 500 MHz em MeOD (Figura 64).
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Figura 64. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da substancia BAS-339.

Nos espectros de RMN de H e 13C obtido do mapa de correlagdo de HSQC também
pode-se perceber uma semelhanca estrutural das substancias BAS-339 com as quatro
substéncias relatadas anteriormente BAS-255, BAS-323, BAS-321 e BAS-391, devido a
presenca dos prétons vicinais em on 7,71 (d; 1H) e 6n 7,54 (d; 1H) com constante de
acoplamento J=15,2 Hz caracteristico do esqueleto de uma chalcona.

Na regido dos aromaticos foram observados os prétons em 6w 7,80 (d, J= 8,8 Hz, 1H) e
oH 6,42 (d; J= 8,8 Hz; 1H) atribuido ao anel aromatico “A”. Assim como, os sinais em oH 7,10
(dd; J=8,1 ¢ 2,0 Hz; 1H); 61 6,81 (d, J= 8,1 Hz, 1H) e 6n1 7,17 (d; 2,0 Hz; 1H) caracteristicos
aos acoplamentos “orto” e “meta” pertencentes ao anel aromatico “B”. Pode-se perceber
tambem os sinais caracteristicos ao segmento da prenila como o0s prétons em 8y 5,22 (m; 1H),
on 3,32 (m; 2H), 0n 1,65 (S; 3H) e 61 1,77 (s; 3H). O espectro do COSY (Anexo) corroborou
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com os prétons propostos para a substancia como on 3,32 e 5,22, 6n 6,42 e 7,80, 6n 7,54 € 7,71,

on 7,10 e 6,81, como pode ser visto abaixo:

No mapa de contorno de HSQC (Figura 65) foi possivel visualizar as correlaces dos
prétons em dn 7,80 com o carbono em & 130,5 (C-6), 61 6,42 com 8¢ 108,4 (C-5), 61 7,54 com
d¢ 118,7 (C-at), 8H 7,71 com 8¢ 145,9 (C-B), dn 7,10 com & 123,6 (C-6), dH 6,81 com . 116,8
(C-5), 8n 7,17 com 3¢ 115,8 (C-2’), 8n 3,32 com &¢ 22,0 (C-1"), 8n 5,22 com ¢ 123,8 (C-27),
OH 1,77 com ¢ 18,0 (C-4") e dH 1,65 com ¢ 26,1 (C-57), como apresentado abaixo:

108,4 116,5

HO

145,9 115,8
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Figura 66. Mapa de contorno HMBC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BAS-339.
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As principais correlagdes do mapa de contorno de HMBC (Figura 66) em J® observadas
no anel aromatico A, foram referentes aos prétons em 61 6,42 (H-5) correlacionando com os
carbonos quaternarios em oc 114,0 (C-1) e 113,3 (C-3), além do proton em o4 7,80 (H-6)
correlacionando com os carbonos oxidados em 6 163,8 (C-2) e 162,5 (C-4). Ainda, o préton em
3 7,80 (H-6) também mostrou correlagdo em J3 com o carbono em & 192,1 (C*) caracterizando
a ligacdo do anel A com o carbono carbonilico do esqueleto da chalcona.

O préton aromatico do anel B em d 6,81 (H-5) apresentou correlagdo em J® com o
carbono quaternario em 6.127,2 (C-1") e com o carbono oxidado em 148,4 (C-3). J& o sinal do
proton em o 7,10 (H-6) confirmou a posigdo da outra hidroxila do anel B, uma vez que
correlacionou em J* com o carbono em §¢ 144,3 (C-4"). Os protons em 8y 7,54 (H-o) e 7,71 (H-
B) apresentaram correlagcdes em em J® com os carbonos do anel aroméatico B, através das
correlagdes 6. 127,2 (C-17) e 6 123,6 (C-6"), respectivamente.

A localizacdo do segmento prenila do anel A da estrutura foi confirmada pela presenca
do sinal em &n 3,32 (H-1”) correlacionando em J? com o carbono quaternario em 8. 113,3 (C-
3). Ja o sinal em & 5,22 (H-2") correlacionou em J® com os carbonos das metilas em & 18,0
(C-4”) e 6 26,1 (C-57). O sinal dos prétons das metilas em én 1,77 (CH3-4”) e 1,65 (CHs-57)
também mostraram correlacdo com o carbono metilénico em 3. 123,8 (C-2”), além de
apresentar correlacdo com o carbono quaternario em &¢ 130,5 (C-3”), como pode ser visto

abaixo:

Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 12), em conjunto com a analise por
espectrometria de massas (Figura 68), auxiliados com a comparacao de dados encontrados na
literatura (YIN et al., 2004), permitiu na identificacdo da substancia BAS-339 como corylifol
B, Figura 67. Corilifol B tem sido relatado em algumas espécies de Fabaceae, como Psoralea
corylifolia L. (YIN et al., 2004) e G. inflata (LIN et al., 2017a).
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Figura 67. Estrutura da chalcona BAS-339.

Tabela 12. Dados de RMN de 1H e 13C da substancia BAS-339.

Corylifol B
Ne dcab oc’ On (mult.; Jin Hz) ® HMBC?
1 1140 113,5 - -
2 163,8 162,1 - -
3 113,3 115,2 - -
4 162,5 163,8 - -
5 108,4 107,4 6,42 (d, 8,8), 1H 113,3; 114,0
6 130,5 129,5 7,80 (d, 8,8), 1H 192,1; 163,8; 162,5
* 192,1 192,1 - -
o 118,7 117,7 7,54 (d, 15,2), 1H 192,1; 127,2; 145,9
B 1459 144.6 7,71 (d, 15,2), 1H 123,6; 127,2; 192,1
r 127,2 127,3 - -
2’ 115,8 115,0 7,17 (d, 2,0), 1H 144,3; 148,4; 123,6
3 148,4 148,5 - -
4 144,3 145,6 - -
5 116,8 115,6 6,81 (d, 8,1), 1H 127,2; 148,4; 144,3
6’ 123,6 122,6 7,10 (dd, 8,1; 2,0), 1H 144.3; 115,8
1” 22,0 21,9 3,32 (m), 2H 113,3
2” 123,8 122,6 5,22 (m), 1H 26,1; 18,0
3” 130,5 130,7 - -
4” 18,0 17,5 1,77 (s), 3H 130,5; 123,8; 26,1
5” 26,1 25,5 1,65 (s), 3H 130,5; 123,8; 18,0

20 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padréo interno TMS.
BOs carbonos protonados e quaternérios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.
°Dados da literatura de acordo com YIN et al, 2004 (Acetona-d, 100 MHz).

A andlise por espectrometria de massas de BAS-339, revelou a presenca do pico de

maior intensidade em m/z 339 [M-H]", Figura 68.
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Figura 68. Espectro de massas no modo negativo de ionizacéo da substancia BAS-339 isolada da
casca de B. acutifolium.

Este ion foi submetido a analise de fragmentacdo MS?, dando origem ao espectro com
ions de m/z 219, 203, 135,119 [M-H], cuja proposta de fragmentacdo estdo representadas na
Figura 69.
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Figura 69. Espectro de MS? para o ion 339 e proposta de fragmentacéo.
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5.1.5. Constituintes quimicos isolados das cascas do B. acutifolium

Por meio do procedimento experimental com as cascas de B. acutifolium, mais
precisamente com o estudo da amostra BA4-FI selecionada, descrito no item (4.9), um total de
sete flavonoides foram isolados (Figura 70), onde é o primeiro relato das substancias kanzonol
B-C e colilifol B na espécie de B. acutifolium. Além disso, o corilifol B é descrito pela primeira

vez da familia Moraceae.
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Figura 70. Substéancias isolados das cascas do B. acutifolium.
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5.2. Espécie B. parinarioides

5.2.1. Rendimento dos extratos
Os diferentes extratos da casca da espécie B. parinarioides provenientes do
triangulo misturas de trés componentes (DCM, AcoET e EtOH), item 4.3.1., revelaram os

seguintes rendimentos em percentual como apresentado Tabela 13.

Tabela 13. Rendimento em percentual dos diferentes extratos de B. parinarioides.

Espécie Solventes utilizados no preparo Cadigos dos Média Rendimento (%)

dos extratos extratos + Desv.Pad
DCM 100% E.BP1 1,0% + 0,30
" EtOH 100% E.BP2 2,9% * 0,05
©
.'g ACOET 100% E.BP3 2,0% * 0,06
E AcoET/DCM 1:1 E.BP4 1,4% £ 0,10
g DCM/ EtOH 1:1 E.BP5 1,3% + 0,25
m EtOH/ AcoET 1:1 E.BP6 1,9% + 0,03
DCM /AcOET/EtOH 1:1:1 E.BP7 1,5% + 0,12

Portanto, segundo a tabela de rendimentos pode-se perceber os maiores
rendimentos para os extratos E.BP2 (2,9%), E.BP3 (2,0%) e E.BP6 (1,9%), seguidos dos
extratos E.BP7 (1,5%), E.BP4 (1,4%), E.BP5 (1,3%), e E.BP1 (1,0%).

5.2.2. Perfil quimico por ESI-EM e analise quimiométrica de B. parinarioides

O fingerprint dos espectros de massas dos extratos (E.BP1-7) obtidos da casca de B.
parinarioides no modo negativo, apresentaram varios picos bases desprotonados entre m/z 200-
600 (Figura 71). O pico base correspondendo ao ion m/z 255 [M-H]" foi observado nos extratos
DCM, EtOH e EtOH/ACOEt, enquanto para os extratos ACOEt e AcCOEt/DCM foi observado
0 pico base em m/z 291 [M-H] . Além disso, o pico base m/z 451 [M-H] apresentou-se nos
extratos DCM/EtOH e DCM/ACOE/EtOH (Figura 71 A-G). Além destes, varios outros ions
com alta intensidade relativa foram observados e submetidos a analise de fragmentacéo (Tabela
14), em que podem estar relacionados com a presenca de compostos fendlicos e/ou acidos

organicos, sugerindo esses extratos como matrizes complexas.
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Figura 71. Espectros de massas no modo negativo e principais fragmentos obtidos dos sete diferentes

extratos de B. parinarioides. * denota o pico base para cada amostra analisada.

Tabela 14. Principais fragmentos obtidos dos sete diferentes extratos de B. parinarioides.

m/z MS? o
Identificacdo

[M-H] [M-H]

255 255, 240,135, 119 isoliquiritigenina

309 187 parinarioidina A

291 276, 247,232, 217 parinarioidina C

323 323, 297, 187, 135 licoagrachalcona

339 339, 321, 269, 203, 153, 135 parinarioidina B

301 203 kanzonol C

179 135 acido cafeico

353 191, 173, 179 acido 3-o-cafeoilquinico

341 191, 173, 167 acido cafeico glicosideo

451 341 (epi)catequina glicosideo

De acordo com o gréfico obtido da variacdo de ions e suas intensidades relativas

registrados em ESI-EM dos sete diferentes extratos de B. parinarioides, foi possivel realizar as

analises quimiometricas de PCA e HCA, onde as trés primeiras componentes principais obtidas

para esta espécie explicam 98,11% da variancia total contida nos dados. A Figura 72, representa

o gréafico dos scores das trés componentes principais.
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Figura 72. Gréafico de PCA dos diferentes extratos de B. parinarioides.

Com base no gréfico biplot (PC1 e PC2) explicam juntas 96,97% da variancia total
contida nos dados, onde os ions m/z 255, 281, 291, 323, 341 e 451 [M-H] foram os principais
responsaveis pela segregacdo dos grupos I-111 nos diferentes extratos analisados (Figura 73).

Contudo, o fon m/z 291, 281, 255 [M-H]" revelou-se como a variavel de maior peso no extrato

de AcOEt.

0.5~

0.5

PC1 (92.23%)

Figura 73. Gréfico Biplots da analise de PC1 e PC2 dos extratos de B. parinarioides.
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O dendograma de HCA (Figura 74) consolidou a separacdo observada nos trés grupos
formados do PCA. Onde, o Grupo I, apresentou menor similaridade dentre os demais grupos
de solventes extratores, devido a maior distancia Euclidiana quando comparado aos outros
solventes extratores. O Grupos I11 e 11 apresentaram maior similaridade entre os metabolitos

extraidos, apesar de que € possivel separar o grupo | em subgrupos.

AcOEt

AcOEt/DCM

DCM == e e e e e

DCM/ EtOH |

i
EtOH |~ i

DCM /AcOEY/EtOH |

I .
) I
EtOH/ AcOEt ':J i

20 40 60 80 100 120
Euclidean distance

Figura 74. Dendrograma dos diferentes extratos de B. parinarioides obtida pela Analise Hierarquica de
Agrupamentos (HCA).

O espectro de MS/MS do ion m/z 255 (Figura A14) revelou a presenca do pico de maior
intensidade em m/z 119 e outro menor em m/z 135, o qual é consistente com a estrutura da
isoliquiritigenina, uma chalcona previamente reportada na espécie de B. acutifolium (SA et
al., 2020b). O ion m/z 323 (Figura A15) apresentou o pico base em m/z 187 e outro de menor
intensidade em m/z 135, consistente com a estrutura da chalcona conhecida como
licoagrachalcona (SA et al., 2020a).

Além disso, o espectro de MS/MS do ion m/z 341 (Figura A16), apresentou um pico de
maior intensidade em m/z 167 e ions com menores intensidade em m/z 173 e 191, que estdo de
acordo com a estrutura do acido cafeico glicosideo (JAISWAL et al., 2014). Ainda, o espectro
de MS/MS do ion m/z 451 (Figura Al7), apresentou um pico base em m/z 341, que por meio
da comparagédo padrdo dos fragmentos com dados da literatura, este ion foi denominado como
sendo a estrutura da (epi)catequina glicosideo (ZERBIB et al., 2018). Por outro lado, o
espectro de fragmentagé@o do ion m/z 215 n&o gerou fragmentos, mesmo aumentando a energia

de colisdo do mesmo. Tal fenémeno pode ser explicado pela presenca recorrente de adutos de
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ions moleculares, como exemplo o aduto de cloro, com isso, a massa de cloro foi levada em
consideragdo e o ion correspondente desprotonado em m/z 179 foi submetido & anélise de
fragmentacdo. Assim, 0 MS/MS do ion m/z 179 (Figura A18) apresentou um pico de maior
intensidade em m/z 135, sendo esta fragmentacao consistente com o acido cafeico (JAISWAL
etal., 2014).

Por outro lado, o espectro MS/MS do ion em m/z 291 (Figura A19) exibiu uma perda
inicial de dioxido de carbono 44 Da (-CO2) (m/z 291 — 247), seguido por duas perdas de
radicais metil 15 Da (-CH3) (m/z 247 — 232 e m/z 232 — 217), sugerindo a presen¢a de grupos
carboxil e metoxil na substancia denominada como parinarioidina C (SA et al., 2022).

Outros ions em m/z 309, 339, 353 e 391, presentes nos extratos (A-G), foram
identificados tentativamente pela analise do padrdo de fragmentacdo e comparacdo com a
literatura. O espectro MS/MS do ion em m/z 309 (Figura A20), apresentou um pico de base em
m/z 187, sendo esta fragmentagéo consistente com o composto denominado de parinarioidina
A (SA et al., 2020a). Para o ion em m/z 339 (Figura A21), o espectro MS/MS exibiu a perda
inicial de 18 Da (-H20) (m/z 339 — 321), bem como um pico de base em m/z 135 e dois
fragmentos principais em m/z 203 e 269, sendo esta fragmentacdo consistente com a
parinarioidina B (SA etal., 2020a). Além disso, o espectro MS/MS do ion em m/z 353 (Figura
A22) mostrou um pico de base em m/z 191 e outros ions com menores intensidades em m/z 173
e 179, sendo este padrdo de fragmentacdo consistente com a estrutura do acido 3-O-
cafeoilquinico (JAISWAL et al., 2014). Finalmente, o espectro MS/MS do ion em m/z 391
(Figura A23) indicou a presenca de um pico de base em m/z 187 e um ion menos intenso em
m/z 203, que esta de acordo com a estrutura do kanzonol C (SA et al., 2020b). Na Figura 75

estdo ilustradas as estruturas.
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Figura 75. Substancias identificadas nas cascas de B. parinarioides.

5.2.3. Perfil quimico e isolamento de substancias de EBP3-FI

Através do método de separacdo por CLAE-UV foi possivel observar a presenca de
diversos picos na fragdo EBP3-FI (Figura 76). Baeado no perfil de UV e auxiliados pela analise
de EM foram anotados sete picos cromatograficos majoritarios com tempo de retengédo variando
entre 12,0 e 22,0 min (Tabela 15). Os picos com tempo de reten¢do em tr 12,0 (m/z” 255); 16,0
(m/z 291); 17,0 min (m/z 527); tr 18,0 (m/z" 523); 18,5 (m/z" 309); 20,0 (m/z" 323) e 22,0 (m/z
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515) foram entéo selecionados e isolados em escala semipreparativa, onde estes apresentaram
absortividade maxima em 280 e 350 nm e foram entdo submetidos a analise por EM e RMN
1D e 2D.

mV(x100)
Detector ACh1:280nm
Petector ACh2:350nm

Figura 76. Cromatograma da fracdo EBP3-FI em CLAE-UV (280 e 350nm).

Tabela 15. Informages anotadas da fracdo EBP3-FI em CLAE-UV e EM de B. parinarioides.

- Substdncia  Substancia g L méax m/z MS?
ase
Cadigo (Pico N°)  (min) (nm) [M-H] [M-H]
BPS-255 1 12,0 255 240,135, 119
BPS-291 2 16,0 291 276, 247, 232, 217
E. BPS-527 3 17,0 527 512, 497, 484
R BPS-523 4 18,0 523 508
Wi BPS-309 5 185  280-350 309 201 187
BPS-323 6 20,0 323 297,187,135
BPS-515 7 22,0 515 500, 439, 244

5.2.4. Perfil quimico e isolamento de substancias proveniente do estudo fitoquimico classico
de B. parinarioides.

A partir do estudo fitoquimico de B. parinarioides chegou-se as fragdes Fr.13-16 (item
4.11), onde apos estudos de CLAE-EM (Figura 77), auxiliados com CCD puderam-se verificar

a necessidade de purificagdo por CLAE semipreparativo.
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Figura 77. Cromatograma registrado em CLAE-EM das fracdes (Fr.13-16) da casca de B. parinarioides.

Os picos cromatograficos com tempo de retencdo igual a tr 8,65 (m/z” 321; BPS-321);
6,65 (m/z 339; BPS-339) e tr 8,29 (m/zz 323; BPS-323) foram isolados em escala
semipreparativa apds otimizagdo de analises e os devidos calculos de escalonamentos, onde
entdo foram submetidos a analise por espectrometria de massas e determinacao estrutural por

RMN 1D e 2D. As substancias apresentaram absortividade maxima em 280 e 350 nm.

5.2.5. Determinacéo estrutural das substancias isoladas das cascas do B. parinarioides

5.2.5.1. Determinacéo estrutural da substancia BPS-309
A substancia BPS-309 (2,0 mg) isolada do fracionamento (fluxograma 4, item 4.6.2.3),

apresentou-se como solido amorfo solivel em metanol. A determinagéo estrutural foi realizada
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com base nas analises de RMN de 'H, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de *H foi
realizada a 500 MHz em MeOD (Figura 78).
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Figura 78. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da substancia BPS-3009.

De acordo com o espectro de RMN de 'H da substancia BPS-309, pode-se observar a
presenca de sinais na regido dos protons aromaticos com deslocamento quimico em 8+ 6,24 (d,
J= 2,40 Hz, 1H), 81 6,30 (dd, J= 8,20 e 2,40 Hz, 1H) e 6+ 6,85 (d, J= 8,20 Hz, 1H) atribuidos
aos prétons H-5, H-7 e H-8 respectivamente atribuidos a um anel aromaético A. Ainda, foram
visualizados os sinais em 61 7,03 (dd, J= 8,23 € 2,20 Hz, 1H), 616,73 (d, J= 8,23 Hz, 1H) e 7,06
(d; J= 2,20 Hz; 1H), atribuidos aos protonsH-2’, H-3* e H-6" respectivamente atribuidos a um

anel aroméatico B.

Na regido dos protons alifaticos, pode-se perceber a presenca do préton oximetinico do
anel C do esqueleto de uma flavana em &4 4,87 (m; 1H), além da presenca dos prétons
metilenicos em 6w 2,83/2,64 (m; 2H) e 61 2,08/1,96 (m, 2H). Notou-se também no espectro a
presenca de um segmento prenila na estrutura com sinais caracteristicos com deslocamento
quimico de protons em 64 5,30 (t; 1H), um proton metilénico em 6w 3,28 (m; 2H) e duas metilas
em dH 1,69 (s; 3H) e 61 1,72 (s; 3H). O espectro do COSY (Anexo) consolidou os acoplamentos
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dos protons 61 6,30 e o+ 6,85, o1 7,03 e 81 6,73, 0H 2,83/2,64 e 6H 2,08/1,96, 615,30 e 61 3,28

propostos para a substéncia, abaixo:

6,73
H
7,03
6,85 H
H 4,87
6,30 o H H 3.28
H H
H H 1,69
7,06 Hs
HO H
H 2,08; 1,96
H H
6,24 2,83: 2,64 CH3
1,72

No mapa de contorno de HSQC (Figura 79) foi possiveil visualizar as correlacdes dos
prétons aromaticos em 61 6,24 com o carbono em 6. 102,7 (C-5), 61 6,30 com 8¢ 107,8 (C-7) e
OH 6,85 com & 129,5 (C-8), atribuidos ao anel aromatico A. Os protons aromaticos do anel
aromatico B, apresentaram correlacdes em 64 7,03 com o carbono em &¢ 124,1 (C-2°), 6w 6,73
com ¢ 114,3 (C-3’) e 64 7,06 com & 127,0 (C-2°).

Na regido dos alifaticos, o préton oximetinico em 6 4,87 apresentou correlacdo com o
carbono em . 77,7 (C-2) e os metilénicos em 64 2,83/2,64 e 2,08/1,96 correlacionaram com 0s
carbonos em d¢ 24,0 (C-4) e 8¢ 29,9 (C-1), respectivamente no anel C. Ainda, o segmento prenila
foi confirmado pelas correlagfes dos protons em 61 3,28 com o carbono em d¢ 27,9 (C-17), dH
5,30 com ¢ 122,5 (C-27), 1,69 com ¢ 24,5 (C-4”) e 61 1,72 com d¢ 16,5 (C-5), abaixo:

245
102,7 24,0

16,5
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Figura 79. Mapa de contorno HSQC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BPS-3009.
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Figura 80. Mapa de contorno HMBC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BPS-3009.

Baseado nos dados do mapa de contorno HMBC (Figura 80) foi possivel atribuir as

principais correlagdes a longa distancia em J® do proton aromatico em &4 6,85 (H-8)
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correlacionando com o carbono ligado a hidroxila em &c 156,4 (C-6). Ainda, o préton em dn
6,24 (H-5) correlacionou com os carbonos em d¢ 155,5 (C-9) e 113,1 (C-10), confirmando assim
a presenca dos carbonos quaternarios do anel aromatico A da estrutura. O proéton aroméatico em
dn 7,03 (H-2°) correlacionou em J® com os carbonos em §; 153,8 (C-4’) e 77,7 (C-2)
confirmando a presenca da hidroxila no anel e a conexéo com o anel C da estrutura. O sinal do
préton em éx 6,73 (H-3°) demonstrou correlagdo com os carbonos em 132,5 (C-1") e 128,0 (C-
5”) comprovando a presenca dos carbonos quaternarios do anel aromatico B. O sinal em 6y 4,87
(H-2) apresentou correlagdo em J® com os carbonos em 24,0 (C-4) e 124,1 (C-2’) além da

correlagdo em J%com o carbono quaternario em 132,5 (C-1°) do anel aromatico B.

A confirmacdo da ligacdo do segmento prenila no anel aromatico B, ocorreu pela
ocorrencia do sinal do proton em &4 3,28 (H-1) correlacionando com o carbono quaternario
em 128,0 (C-5’), este sinal de hidrogénio também apresentou correlagdes com os carbonos em
122,5 (C-2”) e 131,8 (C-37).

Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 16), juntamente com a analise por
espectrometria de massas (Figura 82), auxiliados com a comparacao de dados encontrados na
literatura (TORRES et al., 2000 e TAKASHIMA et al., 2005 ), permitiu na identificacdo da
substancia BPS-309, como a 4°,6-dihidroxi-5-prenil-flavana, uma substancia inédita entdo

denominada parinarioidina A, visto que foi isolada da espécie de B. parinarioides, Figura 81.
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Figura 81. Estrutura da flavana BAS-309.

Tabela 16. Dados de RMN de 1H e 13C da substancia BPS-309.

Parinarioidina A

N ocaP 5t on (M.; J)2 HMBC?
I’ 1325 - -

2 1241 1279 7,03 (dd; 8,23 € 2,20), 1H 153,8; 127,0; 77,7

3 1143 1158 6,73 (d; 8,23), 1H 132,5; 128,0; 153,8
£ 1538  157,7 -

5 1280 - -

¢ 1270  127,9 7,06 (d; 2,20), 1H 153,8; 124,1; 27,9; 77,7
2 717 78,0 4,87 (m), 1H 124,1; 132,5; 24,0

3 299 31,1 2,08(m)e 1,96 (m), 2H 77,7; 24,0

4 240 256  2,83(m)e2,64(m),2H  1555; 113,1; 29,9; 129,5; 77,7
5 1027 1273 6,24 (d; 2,40), 1H 155,5; 107,8; 113,1

6 1564 - -

7 1078 - 6,30 (dd; 8,20 e 2,40), 1H 113,1; 102,7

8 1295

- 6,85 (d; 8,20), 1H 156,4; 24,0

9 155,5 154,3 -

10 113,1 113,7 -

1” 27,9 22,4 3,28 (d; 7,44), 2H 131,8; 128,0; 122,5

2” 122,5 122,2 5,30 (t; 7,44), 1H 24.5; 16,5

3” 131,8 134,0 -

4” 24,5 25,8 1,69 (s), 3H 131,8; 122,5; 16,5
5” 16,5 17,8 1,72 (s), 3H 131,8; 122,5; 24,5

20 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padréo interno TMS.
BOs carbonos protonados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.
°Dados da literatura de acordo comTORRES, 2000 (CDCls, 75 MHz) e TAKASHIMA, 2005 (Acetona-d, 75 MHz).

A anélise por espectrometria de massas de BPS-309, revelou a presenca do pico de

maior intensidade em m/z 309 [M-H]", Figura 82.



125

25 325

121 187

255 283 326 o
135

501
0 [ ‘202 ‘2‘1‘5‘ ‘\ \‘ H‘\ il \ i, ‘335\ = 403 42\2 AS‘? \AS\G\\ \\n I?l?\ 5?7 581 617 ‘ L 681 709 132 769 804 818 844 878 910 930 955 9%
I e e B e B f Lups g i + T e e T T T T

——
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
miz

Figura 82. Espectro de massas no modo negativo de ionizagédo da substancia BPS-309 isolada da casca
de B. parinarioides.

O ion 309 foi submetido a andlise de fragmentacdo MS?, apresentando uma perda de
122 Da, resultando no pico de m/z 187 [M—H]’, com proposta de fragmentacdo apresentado na
Figura 83.
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Figura 83. Espectro de MS? para o ion 309 [M-H] e proposta de fragmentacéo.
9 p



126

5.2.5.2. Determinacéo estrutural da substancia BPS-339

A substancia BPS-339 (2,0 mg) isolada do fracionamento (Fluxograma 6, item 4.7)
apresentou-se como sélido amorfo solivel em metanol. A determinacao estrutural foi realizada
com base nas analises de RMN de *H, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de *H foi
realizado a 500 MHz em MeQOD (Figura 84).
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Figura 84. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da substancia BPS-339.

No espectro de RMN de *H pode-se observar sinais caracteristicos a protons aromaticos
com deslocamento quimico em 617,99 (d; J= 8,9 Hz; 1H), 616,43 (dd, J=8,9e 2,3 Hz, 1H) e
dH 6,30 (d, J= 2,3 Hz, 1H) atribuidos aos prétons H-6, H-5 e H-3, respectivamente, de um anel
aromatico A. Ainda, nessa mesma regido foi possivel observar os sinais em dn 7,50 (dd, J= 8,3
e 2,0Hz, 1H), 616,85 (d, J=8,3 Hz, 1H) ¢ 6+ 7,56 (d, J= 2,0 Hz, 1H) atribuidos aos prétons H-

6’, H-5" e H-3’, respectivamente, atribuidos a um anel aromatico B.

O espectro também apresentou os protons com deslocamento quimico em 6n 7,79 (d;
1H) e 61 7,63 (d; 1H), cuja constante de acoplamento (J) igual a 15,0 Hz foi caracteristica aos

prétons a, B-insaturado com configuracao trans caracteristico do esqueleto de uma chalcona.

Na regido de campo alto, cujos prétons encontram-se mais protegidos foi possivel

observar o singleto em 6w 1,84 (s), integrando para 6H, atribuidos a presenca de duas metilas.
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Um multipleto em on 2,98 e 2,67 (m; 2H) caracteristicos a protons geminais metilenicos, além
dos protons em 614,40 (s; 1H) e 614,88 (s; 2H). O espectro do COSY (Anexo) corroborou com
0s protons propostos em 61 7,99 e 6,43, 61 7,79 e 7,63, 61 7,50 e 6,85, o1 2,98/2,67 e 4,40,
conforme a substéncia, abaixo:

No mapa de contorno de HSQC (Figura 85) foi possivel visualizar as correlages em J*
dos hidrogénios aromaticos em 6n 6,43 correlacionando com o carbono em &¢ 108,0 (C-5), oH
7,99 com 8¢ 132,0 (C-6), 61 6,30 com 8¢ 102,5 (C-3), 81 7,50 com ¢ 128,7 (C-67), 61 6,85 com
dc 115,3 (C-57), o1 7,56 com &c 132,1 (C-2’). Os sinais caracteristicos aos prétons a, -
insaturado em oy 7,63 e 7,79 correlacionaram com os carbonos em dc 117,0 e 145,0,
respectivamente. Ainda, o segmento alifatico da estrutura foi confirmado pelas correla¢6es dos
hidrogénios em &1 2,98 e 2,67 com o carbono em 8¢ 36,7 (C-17), 6n 4,40 com d¢ 75,2 (C-27),
OH 4,88 com 6¢ 109,9 (C-57) e 6H 1,84 com d¢ 16,8 (C-4), abaixo:

1
HO 08,0 115,3

109,9
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De acordo com o mapa de contorno HMBC (Figura 86) foi possivel observar as
principais correlagdes na parte aromatica da estrutura, podendo-se destacar as correlagdes em
J% dos prétons em &n 7,99 (H-6) correlacionando com os carbonos oxidados em & 166,2 (C-4)
e 192,2 (C-*), além do préton em 6+ 6,30 (H-3) correlacionando com os carbonos em &¢ 108,0
(C-2) e o carbono quaternario em &¢ 113,5 (C-1), confirmando assim os sinais atribuidos ao anel
aromatico A. O pr6ton aromatico do anel B em &y 7,50 (H-6°) apresentou correlagdo em J° com
o carbono em 6. 132,1 (C-2”) e com o carbono oxidado em ¢ 158,9 (C-4"). Os prétons em on
7,63 (H-a) e 6,85 (H-5) confirmaram a posicdo do carbono quaternario do anel B, uma vez
que correlacionou em J% com o carbono em & 126,2 (C-1°). Ja o sinal do préton em n 7,56
apresentou correlagio em J® com os carbonos em & 128,7 (C-6"), 5 158,9 (C-4°) e & 145,0 (C-

B).

A localizacdo do segmento alifatico do anel B da estrutura foi confirmada pela presenca
do sinal em 84 2,98/2,67 (H-1) correlacionando em J? com o carbono quaternario em &¢ 126,4
(C-3’) e em J® com o carbono aromatico em 132,1 (C-2°). O sinal em &4 4,88 (H-5)
correlacionou em J® com o carbono da metila em & 16,8 (C-4”), e 0s protons da metila em &
1,84 (CH3-4") mostraram correlacdo com os carbonos em & 75,2 (C-2”), é¢c 147,4 (C-3”) e dc
109,9 (C-57).

Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 17), juntamente com a analise por
espectrometria de massas (Figura 88), auxiliados com a comparacao de dados encontrados na
literatura (TAKASHIMA et al., 2005; L1 et al., 2002), permitiu na identificacdo da substancia
BPS-339, como 2,4,4’-trihidroxi-5’-(2”-hidroxi-3”-metil-butenil)-chalcona, denominada
parinarioidina B, visto que a substancia encontrada é inédita e foi isolada da espécie de B.

parinarioides, Figura 87.
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Figura 87. Estrutura da flavana BPS-3309.

Tabela 17. Dados de RMN de *H e *3C da substancia BPS-339.

Parinarioidina B

N dcab 8ce b (M.; J)° HMBC?

1 1135 ] ; -

2 166.4 ; ] ]

3 102,5 1652 6,30 (d: 2.3), 1H 108,0; 113,5: 166,2

4 166,2 130,8 ] ]

] 108.0 643 (dd;1€:|.9 e2.3), .

6 132.0 1093 7,99 (d; 8.9), 1H 102.2: 166,2

- 192.2 193.0 ; -

a 117,0 1183 7,63 (d, 15,3), 1H 126.2: 1450: 192.2

B 1450 1450  779(d,153),1H  192,2:117,0; 132,1; 128,7
1 126.2 1275 ] ]

2 132.1 1317 7,56 (d: 2,0), 1H 128.7: 158,9: 145,0: 36,7
3 126.4 116,7 ] ]

4 158.9 ; ; ;

5 1153 ; 6,85 (d: 8,3), 1H 126.4

6’ 1287 1317 90 (dd;lﬁ?’ €20), 158.9: 132,1: 145.0
17 36,7 389 298 (m), 2,67(m) 75.2: 132.1: 158,9: 1264
2» 75.2 771 4,40 (m) }

3 147.4 148 5 ] ]

4 16,8 183 1,84 (s) 109.9: 147,4: 75.2

5 109.9 110,7 4,88 (s) 75.2: 16,8

20 experimento foi realizado a 500 MHz para 'H e 125 MHz para *C em MeOD, tendo como padr&o interno
TMS. POs carbonos protonados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC,
respectivamente. ‘Dados da literatura de acordo com TAKASHIMA, 2005 (Acetona-d, 75 MHz) e LI, 2002
(Acetona-d, 75 MHz).

A andlise por espectrometria de massas de BPS-339, revelou a presenca do pico de

maior intensidade em m/z 339 [M-H]", Figura 88.
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Figura 88. Espectro de massas no modo negativo de ionizagédo da substancia BPS-339 isolada da casca
de B. parinarioides.

Este ion foi submetido & analise de fragmentagio MS?, resultando no espectro com picos
de m/z 321, 203, 135 [M-H], e entdo foi realizada a proposta de fragmentacdo para essa

substancia, conforme a Figura 89.
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5.2.5.3. Determinacédo estrutural da substancia BPS-323

A substéncia BPS-323 (3,5 mg), isolada do fracionamento (Fluxograma 4, item 4.6.2.3)
e isolada também do estudo fitoquimico classico (Fluxograma 6, item 4.7) apresentou-se como
solido amorfo soldvel em metanol. A determinacdo estrutural foi realizada com base nas
analises de RMN de *H, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de *H foi realizado a 500
MHz em MeOD (Figura 90).
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Figura 90. Espectro de RMN de *H (MeOD, 500 MHz) da substancia BPS-323.

De acordo com a andlise do espectro de RMN de *H e 13C obtido do mapa de correlagio
de HSQC para a substancia BPS-323, pode-se perceber a semelhanca estrutural com a
substancia BPS-339, cujos sinais referem-se ao deslocamento quimico de protons em én 7,76
(d; 1H) e 8w 7,57 (d; 1H) com constante de acoplamento em J=15,3 Hz caracteristicos aos

protons a, B-insaturado de uma chalcona.

Observou-se no espectro a presenca dos sinais caracteristicos a protons aroméaticos em
dn 7,95 (d; J= 8,9 Hz; 1H), o1 6,42 (dd, J= 8,8 e 2,4 Hz, 1H) e 61 6,28 (d, J= 2,4 Hz, 1H)
atribuidos aos protons H-6, H-5 e H-3, respectivamente, anotados a um anel aromatico A.
Verificou-se também, os sinais em 6n 7,47 (dd, J=8,5 e 2,0Hz, 1H), 616,82 (d, J= 8,5 Hz, 1H)
e dn 7,43 (d, J=2,0 Hz, 1H) atribuidos aos prétons H-6’, H-5’ ¢ H-3’, respectivamente anotados
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ao anel aromético B. Ainda, na regido dos prétons alifaticos foram observados sinais
caracteristicos ao segmento prenila com deslocamento quimico em on 5,34 (t; 1H), um proton
metilénicos em 61 3,33 (M; 2H) e duas metilas em 61 1,74 (S; 3H) e 61 1,75 (S; 3H). O espectro
do COSY (Anexo) corroborou com os acoplamentos dos protons em 616,42 e 7,95, 61 7,57 €
7,76, 017,47 € 6,82, 01 5,34 e 3,33, proposto abaixo:

No mapa de contorno de HSQC (Figura 91) foi possivel visualizar as correlaces dos
prétons aromaticos em o 7,95 correlacionando com o carbono em 8¢ 132,0 (C-6), 6H 6,42 com
d¢ 108,0 (C-6), oH 6,28 com & 102,7 (C-3), 6H 7,47 com &¢ 127,8 (C-6°), oH 6,82 com d¢ 115,2
(C-5%) e 61 7,43 com ¢ 130,6 (C-2°), atribuidos ao anel aromatico A e B. Os sinais de prétons
a, B-insaturado em &n 7,76 e 7,57 correlacionaram com os carbonos em 6. 144,9 e 116,7
respectivamente. Os sinais caracteristicos do segmento prenila foram confirmados pelos
deslocamentos em 61 3,33 correlacionando com o carbono em ¢ 28,0 (C-17), 8n 5,34 com J¢
122,3 (C-27), 6n 1,75 com & 24,7 (C-4”) e o1 1,74 (C-5), com d¢ 16,6; abaixo:

108,0 115,2

24,7

144,9 130,6 28,0
OH @) 16,6
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Figura 91. Mapa de contorno HSQC (*H 500 e **C 125 MHz, MeOD) da substancia BPS-323.
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Atraves do mapa de contorno de HMBC (Figura 92) foi possivel visualizar as
correlages a longa distancia na estrutura, podendo-se destacar as correlagdes em J° dos protons
em on 6,42 (H-5) correlacionando com o carbono em 6. 102,7 (C-3) e com o carbono
quaternario em 113,2 (C-1). Além disso, o proton em &y 7,95 (H-6) apresentou correlagdo J°
com os carbonos oxidados em d¢ 166,2 (C-2) e &. 192,2 (C-*). O sinal do proton em dn 6,28
(H-3) mostrou correlagdo em J° com os carbonos em ¢ 108,0 (C-5), & 113,2 (C-1) e em J?
com o carbono oxidado em & 165,6 (C-4), confirmando assim as correlagdes atribuidas no anel

aromatico A.

Na parte aromatica atribuida ao anel B, foi possivel visualizar as principais correlacdes
em J% para o préton em dn 7,47 (H-6") correlacionando com os carbonos em 8¢ 144,9 (C-B) e 8¢
130,6 (C-2’) e com o carbono da hidroxila em & 158,0 (C-4’). O préton em on 6,82 (H-5)
demonstrou correlagdo com os carbonos quaternarios em ¢ 128,0 (C-1°) e 8¢ 129,0 (C-3°). A
localizacdo da prenila no anel aromatico B foi confirmada pela presenca do sinal em &n 3,33
(H-1”) correlacionando em J? com o carbono quaternario em &: 129,0 (C-3’) e em J° com o
carbono ligado a hidroxila em 158,0 (C-2”). Ainda, os principais sinais observados na prenila
referem-se ao sinal do préton em &y 5,34 (H-2”) em que correlacionam em J® com os carbonos
das metilas em & 24,7 (C-4”) e 16,6 (C-5). J4, os protons das metilas em 6n 1,74 (CH3-57) e
1,75 (CHs-4”) mostraram correlacdo com os carbonos em 6. 122,4 (C-2”) e com o carbono

quaternério em ¢ 132,0 (C-3"") como pode ser visto abaixo:

Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 18), em conjunto com a anéalise por
espectrometria de massas (Figura 94), auxiliados com a comparacao de dados encontrados na
literatura (TORRES et al., 2000 e TAKASHIMA et al., 2005 ), permitiu na identificacdo da
substancia BPS-323 como 2,4,4° trihidroxi-3’-prenil-chalcona, denominada como

licoagrachalcona, Figura 93.



Figura 93. Estrutura da chalcona BPS-323.

Tabela 18. Dados de RMN de *H e *3C da substancia BPS-323.

Licoagrachalcona

3”
4”
5”

6Ca'b

1132
165,9
102,7
165,6
108,0
132,0
192,2
116,7
1449
128,0
130,6
129,0
158,0
115,2
127,8
28,0
122,3
132,0
247
16,6

oct

114,0
166,3
103,5
163,6
107,9
131,8
192,0
117,5
1447
127,9
127,9
130,8
157,0
116,1
128,2
29,3
121,3
135,0
25,8
17,9

on(m;J)e

6,28 (d; 2,4), 1H
6,42 (dd; 8,9 e 2,4), 1H
7,95 (d; 8,9), 1H
7,57 (d; 15,3), 1H
7,76 (d; 15,3), 1H
7,43 (dd; 8,25 € 2,07), 1H
6,82 (d; 8,25), 1H
7,47 (d; 2,07), 1H
3,33 (m), 2H
5,34 (t), 1H
1,75 (s), 3H
1,74 (s), 3H

HMBC?

113,2; 108,0; 165,6

113,2; 102,4
165,6; 166,2; 192,2

192,2;128,0
192,2; 130,6; 127,8

158,0; 127,8; 144,9

129,0; 128,0; 158,0
158,0; 144,9; 130,6; 128,0
158,0; 132,0; 122,3; 129,0

24.7: 16,6

24,7,122,4
16,9; 132,0

30 experimento foi realizado a 500 MHz para H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padréo interno TMS.
®QOs carbonos protonados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.
°Dados da literatura de acordo comTORRES, 2000 (CDCls, 75 MHz) e TAKASHIMA, 2005 (Acetona-d, 75 MHz).
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A analise por espectrometria de massas de BPS-323, revelou a presenca do pico de

maior intensidade em m/z 323 [M-H]", Figura 94.
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O ion 323 foi submetido & analise de fragmentacdo MS?, revelando perda de 188 Da,

resultando no pico de m/z 135 [M-H] e perda de 136 Da, com pico de m/z 187 [M—H] com

proposta de fragmentacdo apresentado na Figura 95.
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5.2.5.4. Determinacédo estrutural da substancia BPS-291

A substancia BPS-291 (1,2 mg) isolada do fracionamento (fluxograma 4, item 4.6.2.3)
apresentou-se como sélido amorfo solivel em metanol. A determinacdo estrutural foi realizada
com base nas analises de RMN de *H, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de *H foi
realizada a 500 MHz em MeOD (Figura 96).
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Figura 96. Espectro de RMN de *H (MeOD, 500 MHz) da substancia BPS-291.

No espectro de RMN de H para substancia BAS-291, pode-se observar a presenca de
um sinal aromético referente ao préton com deslocamento quimico em o1 6,60 (S; 1H). Assim
como a presenca dos proétons olefinicos do tipo vicinal em 6w 6,27 (d; J= 9,8 Hz; 1H) e 5,60 (d;
J=9,8 Hz; 1H).

Na regido dos protons alifaticos, pode-se perceber a presenca de dois singletos em 6H
3,84 (s, 3H) e 3,84 (s, 3H), atribuidos a presenca de duas metoxilas na estrutura, além de dois
sinais caracteristicos a protons metilénicos em on 2,79 (t, 2H) e 2,51 (t; 2H), além de duas
metilas em 61 1,42 (s; 6H). O experimento de NOESY (Anexo) consolidou o acoplamento de
alguns prétons chaves propostas na estrutura, como exemplo o sinal do proton irradiado

seletivamente em oH 6,60 apresentou um efeito NOE positivo com os sinais em 0H 6,27 € OH
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2,79. Ainda, o proton irradiado em 6n 6,27 apresentou o efeito NOE positivo com os sinais em

OH 6,60 e oH 5,60, como proposto abaixo:

H
H279 o

6,27 6,60

No mapa de contorno de HSQC (Figura 97) foi possivel visualizar a correlagdo do
préton aromatico em 84 6,60 com o sinal do carbono em &. 121,1 (C-5). Observou-se a
correlacdo dos protons olefinicos em &n 6,27 e 5,60 com os carbonos em &¢ 121,3 (C-4) e 29,7
(C-3), respectivamente. O sinail da metoxila em 64 3,85 demonstrou correlagdo com o carbono
em d¢ 60,1 (C-7-OCHzs) e a outra em 6w 3,84 correlacionou com d¢ 59,8 (C-8-OCHj3). Ainda,
préximo dessa regido os sinais referentes aos protons metilénicos em o 2,79 e 2,51
correlacionaram com os carbonos em & 25,2 (C-3”) e 34,8 (C-2°), respectivamente, além disso,
o sinal da metila em dn 1,42 apresentou correlagdo com o carbono em &¢ 26,7 (C-2), sugerindo

os deslocamentos quimicos de sinais de carbono propostos conforme abaixo:

121,3 121,1 25,2
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No mapa de contorno de HMBC (Figura 98), pode-se observar as correlagdes dos
prétons metileno em 6n 2,51 (H-2’) e 2,79 (H-3’) com o carbono em d&c 175,8 (C-1")
confirmando a existéncia de uma unidade de &cido propanoico na estrutura. As correlacdes
observadas do préton em 64 2,79 (H-3°) correlacionou com os carbonos em 6 121,2 (C-5),
125,6 (C-6) e 151,3 (C-7) confirmando que a unidade do &cido propanoico estava ligada ao anel

aromatico em C-6.

Os sinais de metoxilas em o 3,84 (OCHz-8) e 3,85 (OCHs-7) mostraram correlagdes
com os carbonos em ¢ 141,2 (C-8) e 151,3 (C-7), respectivamente. Por outro lado, o sinal
aromatico em dH 6,60 (H-5) apresentou correlagdes com os carbonos ¢ 151,3 (C-7) e 141,4 (C-
8) indicando que os grupos metoxilas estdo localizados em C-8 e C-7 no anel aromatico. Além
disso, o préton em 6 6,60 (H-5) também apresentou correlagdes com os carbonos 6 144,8 (C-
9) e 121,7 (C-4), sugerindo a presenca de uma ligacdo carbono-oxigénio e grupo vinil na
estrutura. O sinal dos protons da metila em on 1,42 (CH3-2) exibiu correlagdo com os carbonos
em d¢ 76,0 (C-2) e 129,2 (C-3), o que confirmou a presenca de uma estrutura semelhante ao
benzopirano. Finalmente, o préton em 6. 5,60 (H-3) apresentou correlagdo com os carbonos em
3¢ 144,8 (C-9) e 118,1 (C-10).

—H-"H COSY

--->Ig.13Cc HMBC

Os dados espectrais de RMN 1D e 2D (Tabela 19), em conjunto com a anéalise por
espectrometria de massas (Figura 100), auxiliados com a comparacdo de dados encontrados na
literatura (BRAGA, et al, 2012; CORREA, et al, 1975), permitiu na identificacdo da substancia
BPS-291 como 7,8-dimetoxy-2,2-dimetil-1-benzopirona-6-acido  propanoico, uma
substancia inédita, também denominada como parinarioidina C, por ter sido isolada da espécie

de B. parinarioides, Figura 99.
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Figura 99. Estrutura derivada do &cido hidrocindmico BPS-291.

Tabela 19. Dados de RMN de *H e *3C da substancia BPS-291.

Parinarioidina C

Ne° 6ca’b
2 76,0
3 129,7
4 121,3
5 121,1
6 125,7
7 151,3
8 1414
9 144,8
10 118,2
1 175,8
2’ 34,8
3 25,2
CHs 26,7
OCHz3 59,8
OCHz3 60,1

o (m.; J)2 HMBC?
5,60 (d; 9,8), 1H 118,2; 26,7; 76,0
6,27 (d; 9,8), 1H 76,0; 144,8; 121,1
6,60 (s), 1H 121,3; 151,3; 144,8; 25,2
2,51 (t;-), 2H 125,7; 175,8; 25,2
2,79 (t; -), 2H 121,1; 151,3; 125,7; 175,8;
34,8
1,42 (s), 6H 76,0; 129,7
3,84 (s), 3H 141,4
3,85 (s), 3H 151,3

30 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padro interno TMS.
BOs carbonos protonados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC,

respectivamente.
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A andlise por espectrometria de massas de BPS-291, revelou a presenca do pico de

maior intensidade em m/z 291 [M-H]", Figura 100.
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O ion 291 foi submetido a analise de fragmentagdo MS?, resultando no espectro com

picos de m/z 247, 247, 232, 217 [M-H], e entdo sendo realizada a proposta de fragmentacéo

para essa substancia, conforme a Figura 101.
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5.2.5.5. Determinacédo estrutural da substancia BPS-255

A substancia BPS-255 (1,5 mg) isolada do fracionamento (fluxograma 4, item 4.6.2.3),
apresentou-se como sélido amorfo solivel em metanol. A determinacao estrutural foi realizada
com base nas analises de RMN de *H, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de *H foi
realizada a 500 MHz em MeOD (Figura 102).
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Figura 102. Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da substéncia BPS-255.

O espectro de RMN de 'H analisado para essa substancia, demonstrou a presenca dos
sinais aromaticos em on 7,97 (d; J= 8,9 Hz; 1H), 616,42 (dd, J= 8,9 € 2,4 Hz, 1H) ¢ 616,29 (d,
J= 2,4 Hz, 1H), com constantes de acoplamento do tipo ABX correlacionados entre si, que

foram atribuidos aos prétons H-6, H-5 e H-3, respectivamente a um anel aromatico A.
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Os sinais com deslocamento quimico em 6n 7,62 (d; J= 8,6 Hz; 2H) e 61 6,85 (d; J= 8,6
Hz; 2H), foram atribuidos aos protons H-2’/6> e H-3°/5’, respectivamente de outro anel
aromatico B. Os dubletos em 6n 7,61 (d; 1H) e 7,79 (d; 1H), ambos com J=15,3 Hz
caracteristicos aos protons olefinicos vicinais de uma chalcona também foram visualizados,

como observados abaixo:

De acordo com a analise do espectro de RMN de 1D e 2D (Tabela 20) obtidos, pode-se
verificar que a substancia BPS-255, ja havia sido identificada na espécie de B. acutifolium, cuja
a elucidacdo mais detalhada encontra-se na amostra de codigo BAS-255, ambas as substancias

séo chalconas conhecidas como isoliquiritigenina.

Tabela 20. Dados de RMN de 1H e 13C da substéncia BPS-255.

Isoliquiritigenina

N° dcab dn (mult.; Jin Hz)2 HMBC?
1 114,8 - -
2 167,5 - -
3 102,4 6,29 (d, 2.4), 1H 114,8; 167,5
4 166,6 - -
5 107,8 6,42 (dd, 8.9; 2.4), 1H 114,8; 102,4
6 132,0 7,97 (d, 8.9), 1H 167,5; 193,6
* 193.6 - -
a 117,1 7,61 (d, 15.3), 1H 193,6; 128.0
B 144.4 7,79 (d, 15.3), 1H 130,8; 193,6
r 128,0 -
2’/6’ 130,6 7,62 (d, 8.6), 2H 161,6; 128.0; 144,4
3/5° 1155 6,85 (d, 8.6), 2H 128.0; 161,6
4’ 161.6 - -

30 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padréo interno
TMS. ®Os carbonos protonados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC,
respectivamente.
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O espectro de massas analisado para a substancia BPS-255, demonstrou o ion em m/z

255 [M-H], corroborando com a anélise de RMN 1D e 2D para a substancia isoliquiritigenina,
Figura 103.
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5.2.5.6. Determinacdo estrutural da substancia BPS-321

A substancia BPS-321 (1,3 mg) isolada do fracionamento (fluxograma 6, item 4.7),
apresentou-se como sélido amorfo solivel em metanol. A determinacdo estrutural foi realizada
com base nas analises de RMN de *H, COSY, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de *H foi
realizada a 500 MHz em MeOD (Figura 104).
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Figura 104. Espectro de RMN de *H (MeOD, 500 MHz) da substancia BPS-321.

O espectro de RMN de *H analisado para essa substancia, revelou a presenca dos sinais
com deslocamento quimico na regido dos prétons aromaticos em 6w 7,98 (d, J= 8,9 Hz, 1H), oH
6,41 (dd; J= 8,9 ¢ 2,3 Hz; 1H) e 61 6,28 (d, J= 2,3 Hz, 1H), com constantes de acoplamentos
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em “orto” e “meta” correlacionando entre si atribuidos aos prétons H-6, H-5 e H-3,

respectivamente de um anel “A”. No anel aromatico “B” foram observados os sinais em 7,52
(dd; J=8,4 ¢ 2,0 Hz; 1H) 61 6,78 (d, J= 8,4 Hz, 1H) e 7,45 (d; J= 2,0 Hz; 1H), atribuidos aos
prétons H-2’, H-3" ¢ H-6’, respectivamente. Observou-se também a presenca dos prétons em
OH 7,65 (d; J= 15,3 Hz; 1H) e 7,76 (d; J= 15,3 Hz; 1H), caracteristico do esqueleto de uma
chalcona. Ainda, a presenca dos protons olefinicos vicinais em 6w 6,45 (d; J= 9,9 Hz; 1H) e

5,77 (d; J= 9,9 Hz; 1H), além do singleto em 6n 1,43 integrando para seis protons cada,

atribuidos a presenca de duas metilas na estrutura, como proposto abaixo:

Baseado na andlise do espectro de RMN 1D e 2D (Tabela 21) obtido, pode-se perceber

gue a substancia BPS-321, também ja havia sido identificada na espécie de B. acutifolium e a

elucidagdo mais detalhada encontra-se na amostra de codigo BPS-321, ambas substancias sdo

chalconas conhecidas como kanzonol B.

Tabela 21. Dados de RMN de 1H e 13C da substancia BPS-321.

Kanzonol B

N° dcdP
1 113,5
2 166,2
3 102,5
4 166,3
5 108,0
6 132,2
* 192,4
o 117,9
B 143,8
1 127,9
2’ 129,9
3 116,4

4 155,5

dn mult.; Jin Hz) @

6.28 (d; 2,3), 1H
6.41 (dd; 8.9; 2.3), 1H
7,98 (d; 8.9), 1H
7.65 (d; 15,3), 1H
7.76 (d; 15,3), 1H
7,52 (dd; 8.4; 2.0), 1H
6,78 (d; 8.4), 1H

HMBC?

113,5
113,5
193.2; 165,7; 166,3

155,5; 143,8; 126,5
127,9; 121,4; 155,5



5 121,4
6’ 126,5
1” 121,3
27 131,1
3» 77,1
47/ 5” 27,1

7,45 (d; 2.0), 1H
6,44 (d; 9.8), 1H
5,76 (d; 9.8), 1H

1,43 (s), 6H

155,5; 129,9; 143,8;121,3
77,1;126,5; 155,8; 121,4
1214, 771

131,1; 77,1

30 experimento foi realizado a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C em MeOD, tendo como padro interno TMS.
Qs carbonos protonados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC,

respectivamente.
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O espectro de massas para a substancia BPS-321 analisada também apresentou o ion em

m/z 321 [M-H];, corroborando com a analise de RMN 1D e 2D para a substancia isolada

Kanzonol B, conforme a Figura 105.
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5.2.6. Constituintes quimicos isolados das cascas do B. parinarioides

Mediante o estudo com o desenvolvimento de métodos por CLAE com a fracdo BP3-FlI
e o estudo fitoquimico cl&ssico com as cascas de B. parinarioides descritos nos itens (4.6.2.3 e
4.7), foi possivel isolar seis substancias (Figura 106), onde as substancias denominadas como
parinarioidinas A-C sdo inéditas, e as demais substancias sdo descritas pela primeira vez da

familia na espécie B. parinarioides.
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Figura 106. Substancias isolados das cascas do B. parinarioides.
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5.3. Estudo da Atividade Bioldgica
5.3.1. Conteudo de fendlicos totais dos extratos de B. acutifolium e B. parinarioides.

Dentre todos os extratos estudados, pode-se verificar maiores teores de fendlicos nas
amostras EBA2 (275,41+ 0,22 mg EAG/g) e EBP2 (325,51+ 0,02 mg EAG/Qg), seguidos dos
extratos EBA6 (215,59+ 0,51 mg EAG/g) e EBP6 (222,76+ 0,06 mg EAG/g). Por outro lado,
pode-se verificar os menores teores de fendlicos para os extratos EBA1 (42.27+ 0,05 mg
EAG/g) e EBP1 (39,91+ 0,31 mg EAG/g). O resultado do conteudo de fendlicos totais dos
extratos encontram-se na Tabela 22.

Tabela 22. Conteudo de fendlicos totais dos diferentes extratos de B. acutifolium e B. parinarioides.

Solventes utilizadosno  Codigos dos ~ Fendlicos Totais

Espécie preparo dos extratos extratos mg EAG/g
DCM 100% EBA1 42,27+ 0,05
EtOH 100% EBA2 275,41+ 0,22
E ACOEt 100% EBA3 176,10+ 0,09
2 ACOET/ DCM 1:1 EBA4 199,74+ 0,06
§ DCM/ EtOH 1:1 EBA5 157,76+ 0,32
@ EtOH/ AcoET 1:1 EBAG6 215, 59+ 0,51
DCM /ACOET/EIOH 1:1:11  EBA7 200,11 + 0,27
DCM 100% EBP1 39,91 +0,31
EtOH 100% EBP2 325,51+ 0,02
£ AcoET 100% EBP3 198,77+ 0,05
g AcoET/ DCM 1:1 EBP4 84,39+ 0,13
g DCM/ EtOH 1:1 EBP5 82,71+ 0,04
o EtOH/ AcOET 1:1 EBPG 222,76+ 0,06
DCM /ACOET/EOH 1:1:1 EBP7 201, 22+ 0,10

Realizando-se uma analise comparativa entre amostras da mesma espécie, para 0sS
extratos de B. acutifolium que apresentaram maiores teores de fendlicos totais foram: EBA2
(275,41% 0,22) > EBA6 (215,59+ 0,51) > EBA7 (200,11+ 0,27)> E.BA4 (199,74+ 0,06) >
E.BA3 (176,10+ 0,09)> E.BA5 (157,76+ 0,32) > E.BAL (42,27+ 0,05). Ja na espécie de B.

parinarioides, os maiores conteudos de fenolicos foram observados nos extratos: E.BP2
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(325,51+ 0,02) > E.BP6 (222,76+ 0,06)> E.BP7 (201,22+ 0,10) > E.BP3 (198,77+ 0,05) >
E.BP4 (84,393 0,13) > E.BP5 (82,71+ 0,04) > E.BP1 (39,91+ 0,31). Com base nos resultados
obtidos, pode-se observar que os extratos preparados com EtOH 100% apresentaram maiores
teores de fendlicos totais, enquanto 0os menores teores sdo obtidos pelos extratos preparados
com DCM 100%, estando esse resultado de acordo com dados previamente reportados no
trabalho de Bastos et al., 2020. Por outro lado, ndo foi possivel correlacionar a concentragdo de
fenolicos totais com os demais solventes utilizados, visto que as substancias fenolicas, tais
como os acidos fenolicos e flavonoides, apresentam afinidade por solventes de média a alta

polaridade, como os que foram utilizados no estudo.

5.3.2. Avaliacdo in vitro da capacidade antioxidante

Os extratos brutos e as substancias isoladas das espécies de B. acutifolium e B.
parinarioides tiveram suas atividades antioxidantes avaliadas frente aos ensaios de captura
do radical DPPH e ABTS, bem como o poder de reducdo do ferro™ pelo ensaio do FRAP
para uma maior exploracao de dados. Os resultados obtidos dos extratos e das substancias

isoladas sdo apresentados nas Tabelas 23 e 24, respectivamente.

Com base nos dados analisados, os extratos de EtOH 100% apresentaram as maiores
capacidades antioxidantes EBA2 (%CSso 24,50 + 0,02 pg/mL, 896,68+0,02 uM TE e
2268,75 + 0,09 uM Fe*?) e E.BP2 (%CSso 48,06 + 0,02 pg/mL, 1164,73+0,04 uM TE e
1189,89 + 0,09 UM Fe*?), bem os extratos de E.BA7 (%CSso 19,43 + 0,10 pg/mL,
1026,67+0,04 uM TE e 1077,08 + 0,01 pM Fe*?) e E.BP7 (%CSso 24,62 + 0,09 pg/mL,
796,28+0,08 uM TE e 1085,21 + 0,01 uM Fe*?), podendo-se entdo correlacionar a presenca
do maior conteudo de fendlicos totais com maiores capacidades antioxidantes. Em
contrapartida, os menores resultados antioxidantes também foram observados nos extratos
de DCM 100% com E.BA1 (%CSso 81,01 + 0,14 pug/mL, 403,10+ 0,08 uM TE e 132,33 +
0,01 uM Fe*?) e E.BP1 (%CSso 101,05 + 0,04pug/mL, 301,02+0,08 uM TE e 125,05 + 0,01
UM Fe*2), onde tais dados estdo de acordo com os resultados encontrados no contetido de

fenolico totais (Folin-Ciocalteau) para ambas as espécies.
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Tabela 23. Ensaio antioxidante de DPPH, ABTS e FRAP dos extratos de B. acutifolium e B.

parinarioides.

Cadigos DPPH ABTS FRAP
Espécie dos %CSso (ng/mL) UM TE* UM Fell
extratos + Desv.Pad + Desv.Pad + Desv.Pad
E.BAL 81,01 £ 0,14 403,10+ 0,08 132,33 £0,01
E.BA2 24,50 £ 0,02 896,68+0,02 2268,75 £ 0,09
E E.BA3 27,11 £0,12 699,52+0,01 689,02 £ 0,02
% E.BA4 44,64 + 0,02 567,60+0,05 1212,68 £ 0,01
§ E.BAS 64,41 £ 0,03 389,82+ 0,02 244,33 £ 0,04
E.BA6 97,77 £ 0,04 301,55+ 0,01 414,63 £ 0,03
E.BA7 19,43 £ 0,10 1026,67%0,04 1077,08 £ 0,01
E.BP1 101,05 £ 0,04 301,02+0,08 125,05+ 0,01
E.BP2 48,06 + 0,02 1164,73+0,04 1189,89 £ 0,09
é E.BP3 29,98+ 0,10 597, 99+0,06 998,92 £ 0,03
E E.BP4 56,53 £ 0,02 322, 36+0,05 764,18 £ 0,01
E— E.BP5 53,23 £0,01 387, 44+0,02 285,72 £ 0,03
E.BP6 37,45 + 0,02 556, 20£0,01 1064,38 £ 0,01
E.BP7 24,62 + 0,09 796,28+0,08 1085,21 £ 0,01
Acido galico  Padréo 8,50+ 0,02

TE* equivalente ao Trolox

A partir das atividades antioxidantes obtidas para as substancias de B. acutidolium pela
captura do radical DPPH e ABTS (Tabela 24), foram observados maiores capacidades
antioxidantes em ordem descrescente para: corylifol B (%CSso 10,35 pg/mL e 2271,68 uM TE)
> kanzonol C (%CSso 18,26 ng/mL e 1187,38 uM TE) > isobavachalcona (%CSso 26,54 ng/mL
e 879,52 uM TE)> isoliquiritigenina (%CSso 28,98 pg/mL e 820,30uM TE)> brosimina B
(%CSso 64,22 png/mL e 528,75 uM TE) > 4’-hidroxi-7,8-(2”,2”-dimetilpiano)flavana (%CSso
72,63 ng/mL e 543,18 uM TE) >kanzonol B (%CSso 85.26 pg/mL e 454,22 uM TE). Quanto
ao poder de reducdo do Fe®', os melhores resultados foram também para a substancia do
corylifol B (2085,703 uM Fe*?), seguidos em ordem decrescente pelo kanzonol C (1982,05uM
Fe*?)> isoliquiritigenina (1189,03uM Fe*?)> isobavachalcona (1012,68uM Fe*?)> kanzonol B
(325,69uM Fe*?)> brosimina B (268,25uM Fe*?)> 4°-hidroxi-7,8-(2”,2”-dimetilpiano)flavana
(229,23uM Fe*?),
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No que diz respeito & atividade antioxidante das substancias de B. parinarioides, pela
da captura dos radicais DPPH, ABTS e FRAP (Tabela 24), foram observados os maiores
resultados para as substancias: parinarioidina C (%CSso 19,02 pg/mL, 1528,41uM TE e 1359,
11 pM Fe*?) > parinarioidina B (%CSso 28,45 pg/mL, 908,01uM TE e 1992,02 uM Fe*?) >
licoagrachalcona A (%CSso 30,38 pg/mL, 798,20uM TE e 1027,02 uM Fe*?). Enquanto, a
substancia parinarioidina A (%CSso 81,64 pg/mL, 443,81 uM TE e 199, 20 uM Fe*?), também
se apresentou com resultado antioxidante expressivo, contudo inferiores as substancias

parinarioidina B-C e licoagrachalcona A.

Tabela 24. Ensaio antioxidante de DPPH, ABTS e FRAP das substancias de B. acutifolium e B.
parinarioides.

Cadigos DPPH ABTS FRAP
Nome da substancia das %CS50 (ug/mL) UM TE* UM Fell
substancias + Desv.Pad + Desv.Pad + Desv.Pad
4’-hidroxi-7,8-(2”,2-
N BAS-307 72,63+ 0,08 543,18+ 0,07 229,23+ 0,02
dimetilpiano)flavana
Brosimina B BAS-309 64,22+ 0,02 528,75+ 0,02 268,25+ 0,07
Isoliquiritigenina BAS-255 28,98+ 0,08 820,30+ 0,01 1189,03+ 0,05
Kanzonol B BAS-321 85,26+ 0,01 454,22+ 0,02 325,69+ 0,01
Isobavachalcona BAS-323 26,54+ 0,07 879,52+0,01 1012,68+ 0,01
Corylifol B BAS-339 10,35+ 0,12 2271,68+0,05 2085,70+ 0,02
Kanzonol C BAS-391 18,26+ 0,06 1187,38+ 0,01 1982,05+ 0,02
Parinarioidina A BPS-309 81,64 + 0,01 443,81+ 0,01 199, 20+ 0,03
Parinarioidina B BPS-339 28,45 + 0,01 908,01+0,02 1992,02+ 0,05
Parinarioidina C BPS-291 19,02 + 0,06 1528,41+ 0,01 1359, 11+ 0,04
Licoagrachalcona A BPS-323 30,38 £0,08 798,20+0,01 1027,02+ 0,02
Acido galico Padrio 8,50+ 0,02 - -

A partir da analise dos resultados antioxidantes pode-se observar uma boa correlagao
antioxidante entre os trés diferentes métodos analisados, corroborando com o conhecimento do
potencial antioxidante destas espécies (B. acutifolium e B. parinarioides), além do género e

familia como potenciais fontes naturais de antioxidantes.
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5.3.3. Estudo de docking molecular com a enzima tirosina quinase-3

A tirosina quinase-3 (FLT3) estd envolvida na proliferacdo do cancer, sendo
particularmente relevante na leucemia mieldide aguda, e sua inibicdo representa uma
abordagem racional para o desenvolvimento de novas terapias anticancer (AN et al., 2018;
ZHONG et al., 2020). Portanto, um estudo preliminar de docking foi realizado com as
substancias isoladas de B. acutifolium e B. parinarioides, a fim de avaliar seus potenciais como
inibidores de FLT3.

A analise de ancoragem molecular com a proteina FLT3 (Tabela 25) revelou valores
relevantes de energia livre de ligacdo para as substancias kanzonol B (-10,4 kcal/mol),
kanzonol C (-10,3 kcal/mol), licoagrachalcona A (-9,9 kcal/mol), corylifol B (-9,8 kcal/mol),
isobavachalcona (-9,8 kcal/mol), 4’-hidroxi-7,8-(2”,2”-dimetilpiano)flavana  (-9,3
kcal/mol), isoliquiritigenina (-9,0 kcal/mol) e brosimina B (-8,3 kcal/mol).
Surpreendentemente, essas energias livres de ligacdo foram melhores do que o controle positivo
doxorrubicina (-8,1 kcal/mol), o que pode ser explicado pelo possivel estabelecimento de
interacOes favoraveis entre o novo complexo ligante-FLT3. Em contrapartida, a energia de
ligacdo para parinarioidina C (-6.8 kcal/mol) apresentou-se como a pior quando comparado
com o controle positivo e todos os demais ligantes avaliados (-10.3 a -9.8 kcal/mol).

Em relacdo as interacbes observadas para a doxorrubicina (Figura 107), foi possivel
visualizar interagdes m-alquil com o residuo de aminoécido 11e836, n-amida com Gly831 e
ligacBes de hidrogénio com Val808 e Asp829. Os residuos Asp829, Phe830 e Gly831
juntamente com Val624, representam residuos chave no sitio catalitico da FLT3 (YEN et al.,
2021). No que diz respeito as interacdes observadas para as moléculas mais promissoras, estas
se ligam ao sitio ativo do receptor por meio, principalmente, de ligagdo de hidrogénio (HB) e
interacdes do tipo m-sigma (PSi), w-alquil (PAl), alquil (Al), t-amida (PAm) e ©- © em forma
de T (PPT), sugerindo que essas substancias exibem interacGes favoraveis para inibir FLT3.
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Figura 107. Principais interaces observadas entre doxorrubicina e tirosina quinase-3 (PDB: 4RT7) por
meio da anéalise de docking.

Para o kanzonol B foram observadas as intera¢fes do tipo mn-sigma com os residuos
Leu616, Phe830, uma interacdo alquil com Leu616 e w-alquil com Phe830, Val624, Ala642,
Leu818 (Figura 108A). Por outro lado, kanzonol C apresentou uma interacdo n- © com 0
residuo Phe691, alquil com Ala642, Leu832, Leu616, Leu818, Leu616 e Val624, e w-alquil
com Phe830, Val624, Lys644, Val675 e Cys828 (Figura 108B). Destaca-se que para ambas as
moléculas, interagcbes promissoras com os residuos chave Val624 e Phe830 do sitio catalitico

foram observadas.

(A)

®) 651

Figura 108. Principais interacdes observadas entre kanzonol B (A) e kanzonol C (B) no sitio ativo de
FLT3 (PDB: 4RT7) por meio da analise de docking.
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A licoagrachalcona A, terceira substancia mais efetiva na inibicdo de FLT3, apresentou
interacbes com os residuos cataliticos chave do sitio ativo Asp829 por meio de ligagdo de
hidrogénio e com o residuo Phe830 e Val624 via interacdo m-alquil, além de outras interacfes

com outros residuos (Figura 109).

Figura 109. Principais interacGes observadas entre licoagrachalcona A no sitio ativo de FLT3 (PDB:

4RT7) por meio da analise de docking.

As substéncias corylifol B e isobavachalcona (Figura 110) apresentaram interagdes
semelhantes com os residuos catalitico Phe830 e Val624 através das interagdes n- = em forma
de T e m-sigma, respectivamente. Além disso, apresentam ligagdes de hidrogénio com 0s
residuos Cys694 e Glu692, uma interacdo alquil com VALG675, n-sigma com Leu616, Val624,
Leu818 e Phe691, e m-alquil com Phe691 e Ala642. A (nica diferenga observada entre as duas

substancias refere-se a ligacdo de hidrogénio do corylifol B com os residuos Lys614 e Leu616.

(A) = (B) AN pEE
B @ s @& &
5 bote ) L - ) 4 \
) 5% &y NS
£ | \ |

VAL
A:675

VAL o 5
A675 AG:é‘gz 83

Figura 110. Principais interacdes observadas entre corylifol B (A) e e isobavachalcona (B) no sitio ativo
de FLT3 (PDB: 4RT7) por meio da analise de docking.
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No modelo de ligacdo, isoliquiritigenina apresentou ligacdo de hidrogénio com 0s
residuos Asp829 e Lys644, além de diferentes interagdes do tipo = com 0s residuos Val624,
Leu818, Phe691, Phe830, Met665, Val 675, Cys828, Ala642 e Val 675, sendo os residuos
Asp829, Val624 e Phe830 residuos cataliticos do sitio ativo (Figura 111).

Figura 111. Principais interacfes observadas entre isoliquiritigenina no sitio ativo de FLT3 (PDB:
4RT7) por meio da analise de docking.
Dentre os ligantes testados, 0 que apresentou a menor energia de ligacdo

(parinarioidina C), apresentou apenas uma interacdo com o residuo Val808 via ligacdo de
hidrogénio e também apresentou uma Unica interacdo chave com o residuo catalitico do sitio

ativo Asp829, através das interacdes m-anion e ligacéo de hidrogénio (Figura 112).

it

Figura 112. Principais interacdes observadas entre parinarioidina C no sitio ativo de FLT3 (PDB: 4RT7)

por meio da analise de docking.
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Tabela 25. Andlise de ancoragem molecular com a proteina FLT3 e valores de energia livre de ligagdo

para os ligantes e interacBGes observadas com os residuos de aminoacidos.

. Energia de o . (duos d
Ligantes Enzima ligagio Pr|n0|pa|5|nteragoe§cpm os residuos de
(PDB ID) aminoacidos
(kcal/mol)
Doxorubicina® 81 HB (Val808, Asp829), PAI (l1e836), PAm
(Gly831)
PSi (Val624, Leu818), PPT (Phe830), PP
Kanzonol B -10.4 (Phe691), Al (VALG65), PAI (Met665, Val675,
Cys828, Ala642, Val675);
PP (Phe691), Al (Ala642, Leu832, Leu616,
Kanzonol C -10.3 Leu818, Leu6l6, Val624), PAIl (Phe830,

Val624, Lys644, Val675, Cys828);

HB (Asp829, Lys644), PSi (Leu818), PP
-9.9 (Phe691), Al (Leu818), PAI (Phe830, Val624,
Lys644, Val675, Cys828);

HB (Lys614, Cys694, Glu692, Leu616), PSi
(Leu616, Val624, Leu818, Phe691), PPT
(Phe830), Al (VAL675, CYS828), PAI
(Phe691, Ala642);

HB (Glu692, Cys694), PSi (Phe691, Val624,
9.8 Leu818, Leu616), PPT (Phe830), Al (VAL675,

CYS828), PAI (Phe691, Ala642);

PS (Met665), PP (Phe691), Al (Val 675,
9.3 Cys828, Met665), PAI (Phe691, Lys644, Val

675, Cys828);

HB (Asp829, Lys644), PSi (Val624, Leu818),
Isoliquiritigenina -9.0 PP (Phe691), PPT (Phe830), PAI (Met665, Val
675, Cys828, Alab42, Val 675);

PSi (Leu616, Phe830), Al (Leu616), PAI
(Phe830, Val624, Ala642, Leu818);

Parinarioidina C -6.8 HB (Asp829), CHB (Val808), PA (Asp829).
aControle positivo, HB —ligacdo de hidrogénio, PSi —x-sigma, PAI —z-alquil, Al —alquil, PA -n-&nion, PPT— n- = em forma
de T, PP—n- © empilhado, PS- n-enxofre, CHB —ligac&o carbono-hidrogénio.

Licoagrachalcona A

Corylifol B -9.8

Isobavachalcona

4’-hidroxi-7, 8-
(2”,2”_
dimetilpiano)flavana

Tirosina quinase-3 do tipo FMS -FLT3 (4RT7)

Brosimina B -8.3

Atualmente, flavonoides como chalconas e flavanas estdo presentes em um grande
numero de plantas medicinais e possuem potencial antitumoral (LIN et al, 2017; WANG et al.,
2021). Takashima et al. (2005) avaliaram a atividade citotoxica dos flavonoides brosimacutinas
J-M e brosimina A, contra células de leucemia murina (P388), onde observaram um efeito
citotoxico promissor (ICso = 4,4 a 19 pg/mL) contra celulas resistentes a vincristina (controle
positivo). Em outro estudo, morina (3,5,7,2’,4’-pentahidroxiflavona), um flavonoide
originalmente isolado da familia Moraceae, foi avaliado contra vérias linhagens de células
leucémicas humanas (ex. HL-60, K562, THP-1 e U937), sendo observado a supressdo da
viabilidade celular e inducdo do apoptose em células U937, enquanto as demais células
apresentaram menores sensilidade, fornecendo, portanto, evidencias de propriedades

antitumorais em células leucémicas humanas (PARK et al, 2014). Na revisdo farmacoldgica
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realizada com a substancia isobavachalcona (WANG et al., 2021), ja existe relatos de multiplas
atividades bioldgicas incluindo as atividades anticancerigenas por meio de modelos in vitro e
in vivo, apontando a inibicdo em linhagens de células tumorais incluindo leucemia, cancer
colorretal, carcinoma de células escamosas de lingua, cancer de figado e mama, e células de
cancer de prostata (KUETE et al., 2012; WANG et al., 2021). Em relagdo ao flavonoide
Isoliquiritigenina tem-se o relato de inibi¢do frente a enzima FLT3 (ICso= 115,1 + 4,2 Nm)
sugerindo assim potenciais efeitos terapéuticos para o tratamento de LMA (CAO et al, 2019).
Assim, estes relatos corroboram com as evidéncias observadas através dos calculos de
ancoragem molecular, os quais podem ser particularmente relevantes no desenvolvimento de

novos inibidores de FLT3 e terapias antitumorais.



6, Conclusi
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6. CONCLUSAO

De forma integrada o estudo do planejamento de misturas centroide, baseados em
espectrometria de massas e abordagens quimiomeétricas, pode garantir de forma rapida e ampla
o0 reconhecimento de substancias caracteristicas presentes em extratos vegetais, auxiliando nas
etapas de selecdo cromatografica e permitindo o isolamento seletivo de substancias, além de
reduzir o tempo e o custo da abordagem fitoquimica.

A partir do extrato da mistura de diclorometano e acetato de etila de B. acutifolium
foram isolados e identificados por RMN 1D e 2D sete flavonoides: 7,4’ -dihidroxi-8-
prenilflavana, 4'-hidroxi-7,8-(2",2""-dimetilpirano)flavana, isoliquiritigenina,
isobavachalcona, kanzonol B, kanzonol C e corylifol B. Este € o primeiro relato das
substancias kanzonol B-C na espécie e o primeiro relato de corylifol B na familia Moraceae.

O fracionamento do extrato de acetato de etila de B. parinarioides resultou no
isolamento de quatro flavonoides, 4°,6-dihidroxi-5-prenil-flavana, 7,8-dimetoxy-2,2-
dimetil-1-benzopirona-6-a4cido propanoico, licoagrachalcona e isoliquiritigenina. No
estudo quimico realizado com o extrato metanolico de B. parinarioides, foram isoladas outras
trés substancias: licoagrachalcona, 2,4,4°-trihidroxi-5’-(2”-hidroxi-3”-metil-butenil)-
chalcona e kanzonol B, sendo inéditas as substancias 4°,6-dihidroxi-5-prenil-flavana, 2,4,4°-
trihidroxi-5’-(2”-hidroxi-3”-metil-butenil)-chalcona, 7,8-dimetoxy-2,2-dimetil-1-
benzopirona-6-4cido propanoico, denominadas de parinarioidinas A-C. Todos as
substancias sdo descritas pela primeira vez em B. parinarioides.

O estudo do conteudo de fendlicos totais com os extratos de B. acutifolium e B.
parinarioides demonstraram maiores teores de fendlicos nos extratos etanélicos e menores
teores de fendlicos para os extratos preparados em diclorometano. Quanto & atividade
antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e FRAP, os extratos etandlicos também
apresentaram as maiores capacidades antioxidantes, podendo-se entdo correlacionar a presenca
do maior contetido de fenodlicos totais com maiores capacidades antioxidantes, no que se refere
as substancias isoladas todas apresentaram expressivas capacidade sequestrante de radicais
livres frente aos ensaios de DPPH, ABTS e FRAP. Com base na anélise de docking, com a
estrutura cristalina de FLT3, € razoavel sugerir que kanzonol B, kanzonol C, licoagrachalcona
A, corylifol B, isobavachalcona, 4’-hidroxi-7, 8-(2”,2”-dimetilpiano) flavana, isoliquiritigenina
de novos estudos antitumorais (in vitro e in vivo). Além disso, a importancia da ligacdo de

hidrogénio e interagdes alquil e « foram evidenciadas para o suposto sitio ativo.
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Portanto, a investigacdo fitoquimica das cascas das espécies de B. acutifolium e B.
parinarioides contribuiu com o conhecimento quimico do género Brosimum da regido
Amazonica, revelando estas espécies como fonte promissoras de flavonoides com potencial

antioxidante, e supostas propriedades antitumorais.
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Tabela Al. Matriz utilizada na analise quimiométrica de B. acutifolium baseado nas intensidades dos
picos obtidos entre m/z 200 a 800.

DCM EtOH AcOEt | AcOEt/DCM | DCM/EtOH | EtOH/ACOEt | DCM/ACOEY/EtOH
201 1.46 2.21 3.19 11.08 1.53 1.14 2.46
202 0.22 1.16 0.64 5.09 0.85 111 1.44
203 0.96 1.46 0.9 5.91 1.29 1.14 3.85
205 0.45 0.86 0.82 5.09 0.55 0.42 1.71
207 0.84 3.61 1.23 10.67 2.9 2.63 6.17
209 0.83 2.33 1.15 10.06 1.64 1.36 5.48
211 1.05 4.1 2.13 17.68 3.35 3.82 4.53
215 0.87 70.44 3.6 7.54 61.13 51.74 51.84
217 0.81 24.83 2.01 5.24 255 18.98 24.76
221 0.61 1.63 2.56 6.25 0.88 1.05 2.24
223 0.83 1.85 1.43 8.26 1.63 0.99 2.95
225 1.3 3.1 1.74 7.74 2.5 2.34 5.05
227 0.92 1.86 4.84 4.08 2.46 1.33 7.34
233 0.4 1.95 2.42 5.23 1.34 1.46 4.16
235 041 2.86 1.36 5.94 1.98 1.74 3.04
239 0.89 2.04 3.24 6.9 1.63 1.26 3.73
241 0.63 1.36 3.71 3.62 131 0.99 5.23
243 1.25 14.25 1.7 5.43 25.74 16.64 26.98
245 1.8 7.13 1.64 9.9 10.27 7.06 10.9
249 1.02 2.08 1.42 5.32 1.33 0 2.65
251 0.39 11 1.54 5.05 11 1.04 2.22
253 1.22 2.13 5.86 7.16 2.77 2.12 7.44
255 100 76.13 22.92 60.06 22.2 19.55 72.53
256 12.45 11.95 0 9.8 4.24 4.69 14.36
257 3.48 3.39 4.1 8.66 1.93 3.79 5.99
265 1.39 1.81 3.4 4.61 1.71 1.46 6.04
267 0.77 1.66 2.25 7.31 1.46 1.28 4.61
269 1.77 10.84 4.59 21.83 7.06 5.87 13.21
271 4.86 10.41 2.39 40.84 8.94 7.37 13.69
272 0.88 2.36 0.35 7.94 1.57 1.37 3.15
277 0.37 2.22 0.98 5.45 1.48 2.21 5.16
279 0.64 541 3.19 13.07 3.22 5.15 55.12
280 0.11 0.86 0.42 2.64 0.58 0.94 9.39
281 0.8 9.53 6.15 16.73 6.5 7.6 100
283 1.34 4.13 8.52 6.34 1.32 3.01 19.43
284 0.27 0.16 0.1 0.56 2.55 0.25 24.97
285 4.88 6.16 2.32 11.78 3.44 3.32 8.46
287 1.8 6.93 1.37 19.54 54 51 7.77
289 0.64 3.69 1.45 11.64 3.11 2.72 5.76
293 7.15 30.34 100 13.54 3.82 2.89 11.32
294 0 6.11 18.19 0 1.17 0.8 1.06
295 1.23 0 3.43 4.15 0 1.33 13.09
297 0.9 2.67 3.11 5.26 1.68 1.75 7.87
299 1.75 2.54 11 6.58 1.64 1.41 411
301 15 3.28 1.65 13.05 4.85 3.84 9.95
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303 0.68 7.16 1.68 19.05 7.81 5.56 9.61
307 0.69 2.13 1.09 6.41 2.12 1.9 3.49
309 0.92 441 4.23 7.42 4.43 3.87 12.39
311 1.27 6.18 6.01 10.88 5.7 6.37 18.81
313 0.51 1.61 1.66 4.85 1.2 1.07 6.19
315 1.06 1.99 1.57 4.87 1.57 1.32 5.17
317 0.92 1.68 0.74 3.36 1.63 1.07 5.72
321 0.63 10.38 2.1 8.85 8.11 8.92 22.22
322 0.11 2.16 0.2 2.77 2.44 2.36 5.12
323 2.61 100 4.36 61.34 100 100 69.13
324 0.44 21.49 0 12.1 19.57 18.64 14.99
325 8.29 16.67 6.7 13.09 10.01 9.39 21.76
327 3.47 3.93 1.92 13.26 3.14 2.3 9.23
329 0.75 4.86 2.63 19.19 4.12 3.06 11.31
337 1.13 7.85 1.65 14.29 6.3 6.02 7.4

339 5.35 22.73 6.94 37.09 17.92 16.24 27.88
340 1.07 3.61 0.15 6 3.21 3.25 6.18
341 3.75 30.12 4.37 46.71 26.63 23.61 32.24
342 0.69 5.3 0.3 7.79 4.97 4.84 6.36
343 4.45 3.43 1.09 7.56 2.59 2.29 6.33
353 1.3 6.49 2.47 9.35 4.89 6.37 6.59
355 2.62 3.64 1.41 16.21 2.96 2.84 5.75
357 8.14 7.11 1.19 6.7 4.72 2.84 6.48
359 9.92 8.07 1.46 8.34 6.79 4.54 7.65
367 0.67 1.79 1.41 5.9 1.45 11 2.84
370 0.15 0.23 0.32 13.32 0 0.16 1.23
371 0.69 1.97 0.31 6.78 2.1 2.03 3.04
377 1.06 8.25 0.31 1.92 7.02 4.46 5.92
384 0.08 0.08 0.75 18.6 1.54 1.64 0.93
385 0.65 1.54 0.57 5.82 1.11 0.48 1.97
391 0.4 21.72 2.34 11.65 13.83 19.11 11.04
392 0.15 6.21 0.53 0 3.95 5.59 4.02
397 0.5 0.6 0.76 11.07 0 0.91 1.92
400 0.01 0.13 0.06 6.49 0.11 0.1 0.29
407 0.79 3.45 0.79 4.19 2.17 2.53 6.61
412 0.05 0.25 0.09 5.63 0 0.15 1.05
421 1.21 2.39 1.37 2.32 1.59 1.41 6.09
427 0.28 0.65 1.57 3.55 0.58 0.37 29.53
447 0.68 4.01 2.63 4.76 4.86 3.17 6.86
451 0.36 23.97 4.95 39.64 30.12 21.03 44.71
452 0.14 6.64 1.39 10.33 7.89 5.7 12.37
456 0.06 6.48 0.8 0 0 5.79 0

461 0.92 1.87 0.5 6.59 1.68 1.03 2.53
491 0.34 2.08 0.23 5.54 2.37 1.8 1.71
503 0.25 2.55 1.09 8.8 2.17 2.12 4.01
613 0.19 4.85 1.23 8.92 4.62 417 7.39
739 0.08 6.7 0.55 1.03 5.78 4.94 7.03
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TABELA A2. Matriz utilizada na analise quimiométrica de B. parinarioides baseado nas intensidades
dos picos obtidos entre m/z 200 a 600.

DCM | EtOH | AcOEt | AcCOEt/DCM | DCM/EtOH | EtOH/AcOEt | DCM/ACOEt/EtOH
201 | 546 | 13.44 4.8 4.71 20.04 10.58 10.63
211 | 391 9.04 2.55 2.56 11.93 7.43 7.32
213 | 452 9.28 3.83 0 12.69 6.27 8.97
215 | 7.49 | 66.24 | 8.27 7.66 95.28 31.65 35.38
217 6.1 4135 | 5.66 4.18 45.49 20.77 20.14
219 | 4.63 | 12.05 | 4.03 4.37 9.05 4.73 6.61
225 | 6.48 | 36.62 | 7.09 5.87 54.65 21.98 32.72
227 | 12.06 | 12.58 | 8.66 7.12 12.13 10.12 11.94
235 | 6.46 7.88 7.23 5.37 11.1 8.8 8.76
239 8.1 10.43 | 6.73 6.24 11.69 10.85 9.56
241 | 817 | 1483 | 6.54 6.06 14.76 9.3 1141
243 | 5.26 9.46 6.57 8.03 11.12 9.74 8.55
245 | 30.21 | 39.81 | 38.36 35.11 41.95 39.88 32.38
249 7.7 12.34 | 8.75 8.61 12.11 10.3 7.58
255 100 100 | 88.89 78.41 78.26 100 95.34
257 | 16.99 | 17.51 | 16.55 15.55 8.2 8.41 17.07
259 | 13.32 | 13.07 | 14.39 1351 11.99 13.61 9.77
261 | 10.38 8.7 9.91 9.14 8.66 6.11 5.37
263 4.8 10.65 | 7.85 6.53 13.98 9.18 8.47
265 | 7.75 | 10.35 | 7.42 7.59 11.14 7.96 10.65
267 | 6.94 115 591 5.16 8.39 10.09 7.67
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269 25 4111 | 322 27.57 35.97 32.91 37.31
271 147 | 18.23 | 14.09 11.3 28.16 17.48 18.28
273 | 5.66 12.1 6.68 5.45 8.11 6.99 10.1
277 | 9.08 | 11.66 | 7.64 6.65 9.56 10.46 10.85
279 | 29.58 | 39.74 | 26.56 27.76 27.22 39.76 36.93
281 | 98.87 | 86.97 | 82.75 78.95 51.76 90.48 79.83
283 | 20.58 | 49.7 | 38.64 35.33 36.27 24.57 16.44
285 | 22.25 | 2481 | 26.9 18.13 27.08 19.79 26.75
287 5.5 9.42 7.04 5.91 16.78 9.5 11.98
291 | 91.33 | 88.98 100 100 67 60.96 61.11
293 | 43.73 | 30.94 | 32.13 34.65 30.64 28.99 26.27
295 | 53.89 | 35.76 | 40.34 41.96 324 31.52 35.45
297 | 333 | 22.77 | 25.98 25.03 19.88 24.87 25.75
299 | 13.31 | 1945 | 12.53 15.42 18.7 15.67 16.82
301 | 12.23 | 16.46 | 14.75 11.52 19.11 15.97 17.25
303 | 353 | 12.74 | 5.38 4.58 17.12 7.56 11.99
305 | 6.49 8.57 5.55 4.64 11 5.64 7.34
307 | 9.77 | 12.27 | 8.73 10.01 14.5 8.32 10.28
309 | 2148 | 20.2 | 16.96 19.19 19.58 17.14 20.77
311 | 68.71 | 53.73 | 59.25 55.84 49.11 49.72 51.7
313 25 23.77 | 24.75 21.68 20.67 20.98 2411
315 | 1152 | 17.91 | 12.82 8.27 16.43 12.58 17.78
317 | 9.98 | 10.03 | 8.61 10.09 11.72 11.16 14.01
321 | 10.67 | 1847 | 111 10.03 17.81 17.12 15.12
323 | 22.77 | 63.91 | 20.61 22.84 64.63 48.68 47.54
324 | 5.04 | 13.24 | 5.37 21 12.3 11.42 11.59
325 | 29.29 30 31.1 26.23 30.96 26.28 30.71
327 | 27.72 | 32.11 | 28.78 36.63 27.46 27.54 28.16
329 | 2534 | 321 | 25.64 24.56 30.49 24.88 28.63
331 | 19.72 | 23.65 | 24.75 21.49 19.1 19.04 21.92
333 | 9.72 10.6 6.44 5.72 8.84 8.41 5.78
335 | 544 | 10.78 | 7.18 5.9 12.32 9.16 9.29
337 | 11.13 | 14.08 | 11.92 11.89 15.9 12.64 13.27
339 | 38.87 | 4164 | 43.28 32.89 38.18 36.86 41.11
341 | 16.48 | 50.92 | 34.64 13.26 42.18 46.83 45.19
343 | 22.31 | 72.39 | 58.23 37.32 54.98 56.45 53.42
345 | 26.11 | 32.81 | 48.13 30.96 27.49 28.91 29.73
347 | 7.31 | 1351 | 10.24 7.52 16.92 13.13 11.54
353 12.3 | 37.38 | 17.51 11.68 30.72 35.94 29,51
355 | 19.92 | 984 | 21.85 17.92 21.71 31.88 30.48
357 | 10.79 | 334 | 25.65 19.49 32.43 34.15 29.04
359 | 8.67 | 1543 | 114 12.16 17.09 14.04 15.83
361 7.5 13.06 | 8.09 6.42 9.48 8.28 7.34
365 | 7.04 9.46 6.29 7.69 11.15 7.3 8.36
367 0 2487 | 0.78 0 21.77 28.87 0
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369 | 22.88 | 22.37 | 22.24 13.69 23.31 10.55 37.02
371 | 592 | 1476 | 754 8.11 9.6 9.97 10.87
373 7.6 1597 | 8.64 9.96 13.01 13.66 13.58
375 | 527 | 10.11 | 7.83 6.16 8.2 9.19 6.89
377 | 6.06 | 1355 | 6.61 6.22 12.69 10.12 7.42
379 | 591 10.3 6.25 6.27 12.69 8.79 7.46
381 | 10.92 | 11.73 | 13.87 10.9 10.71 12.33 10.61
383 0 0 3.57 0 25.81 2.87 0
385 | 9.21 | 10.86 | 10.2 11.34 15.59 15.12 16.34
387 | 6.03 12.2 | 10.76 10.31 9.53 12.38 11.59
389 | 9.25 | 18.21 | 10.61 9.65 20.74 19.04 18.87
391 | 1145 | 19.1 9.7 13.3 17.81 22.18 22.12
395 1.93 12.8 0 0.36 8.28 12.58 12.84
397 0 4496 | 45.66 0 31.74 0 0
399 | 1217 | 1456 | 11.81 11.89 11.51 16.57 14.75
401 | 9.26 | 11.71 | 9.04 9.26 10.33 9.74 14.1
407 | 10.53 | 12.45 | 10.15 8.42 10.87 11.2 1141
409 | 3.33 | 10.21 | 7.55 7.47 8.48 11.13 10.41
411 | 12.03 | 12.64 | 0.33 14.03 11.64 0 0
413 | 791 | 1215 | 857 8.41 7.17 12.36 4.42
415 | 1291 | 11.67 | 10.22 10.14 8.54 12.13 11.54
419 | 9.29 | 10.89 | 12.33 9.35 9.1 9.92 10.58
423 | 6.52 8.9 9.47 9.16 1141 9.74 11.53
425 0 13.17 | 144 13.98 11.35 0 0
427 | 11.69 | 6.07 8.57 7.97 8.75 9.63 10.63
431 | 7.25 16.6 | 12.04 10.29 154 13.44 13.14
439 | 6.94 9.6 8.75 7.2 8.23 10.02 8.31
441 | 8.87 9.33 | 10.51 7.9 291 9.02 8.85
443 | 9.26 | 12.33 | 9.97 10.1 11.77 14.29 11.31
445 | 2.16 9.94 9.16 8.25 10.87 10.97 7.31
447 8.3 23.51 | 10.39 8.15 20.69 20.85 17.81
451 | 10.06 | 87.14 | 56.21 22.63 100 83.72 100
453 | 941 141 | 12.25 10.13 11.62 14.74 12.87
457 | 15.24 | 15.48 | 17.56 16.6 10.96 17.8 13.33
459 | 7.35 7.32 | 1231 5.79 9.77 9.66 6.95
461 | 9.43 | 18.18 12 9.14 14.33 16.27 13
463 55 16.11 | 7.83 6.26 17.46 13.09 14.01
467 | 7.22 9.55 9.71 8.99 9.44 11.51 10.73
469 | 0.34 | 16.27 | 11.86 11.55 9.22 12.04 14.11
471 0 51.1 0 0 0 2.97 3.7
473 | 18.78 | 17.38 | 20.2 18.84 11.03 20.29 18.4
475 | 991 | 11.99 | 6.87 12.81 9.74 6.76 5.53
477 | 7.96 | 13.66 | 9.84 8.8 11.76 13.13 12.15
479 | 6.47 | 10.37 | 8.09 6.73 8.19 9.16 7.27
483 | 9.14 | 1422 | 9.66 9.46 12.81 12.35 13.16
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485 | 17.61 | 18.49 | 15.57 16.44 13.53 15.01 17.03
487 0 21.08 | 21.25 20.73 16.19 20.58 19.24
489 | 12.68 | 14.69 | 14.48 16.52 0 15.42 13.81
491 6.6 12.68 | 3.93 11.47 4.15 14.66 11.28
493 | 9.63 9.05 8.84 9.94 5.39 10.13 10.29
497 | 9.57 | 1196 | 114 10 8.87 11.79 9.5

499 | 13.18 18 16.78 14.89 21.9 17.48 15.49
501 | 17.52 | 17.77 | 176 17.15 16.67 7.88 18.89
503 | 14.75 | 26.62 | 25.21 20.42 24.95 31.08 25.28
505 | 11.18 | 14.02 | 12.67 10.55 10.1 13.94 10.99
507 | 3.28 | 11.77 | 8.29 10.5 0.88 10.14 11.05
509 9.7 10.81 0 12.13 9.89 12.22 9.92
511 | 12.08 | 2.76 5.96 10.89 3.07 10.69 9.51
513 | 11.67 | 21.96 | 19.73 18.31 17.44 20.11 19.57
515 | 16.33 | 1548 | 15.71 17.11 12.32 17.13 13.65
517 | 11.14 | 13.39 | 11.46 12.72 8.94 10.55 10.75
519 | 9.68 9.35 8.2 9.46 9.12 10.59 10.09
521 | 0.46 | 10.88 | 9.92 10.05 10.69 11.74 10.17
523 | 12.21 | 19.64 | 19.82 21.71 17.37 22.21 21.39
525 9.5 10.19 9.7 10.14 8.54 9.98 1.65
527 | 17.24 | 28.58 | 25.47 28.74 22.74 28.87 29.39
529 0 12.14 | 12.67 12.01 10.13 10.66 11.89
531 | 12.67 | 13.91 | 16.04 15.71 12.35 16.3 14.57
533 | 813 | 11.14 | 9.31 9.96 5.63 9.75 5.78
543 | 857 | 11.39 | 12.16 10.79 10.88 11.12 12.25
545 | 551 | 10.52 9.2 10.81 8.85 10.03 8.84
559 | 10.52 | 11.55 | 16.86 16.41 11.34 15.97 15.62
589 | 9.84 5.68 | 10.54 11.27 5.66 4.37 8.22
591 | 1383 | 6.43 | 11.56 13.03 7.09 7.3 8.34
593 10.3 6.76 | 10.36 1151 4.93 5.46 7.79
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Figura Al4. Espectro de MS/MS do ion em m/z 255 presente na casca de B. parinarioides.
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Figura A15. Espectro de MS/MS do ion em m/z 323 presente na casca de B. parinarioides.
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Figura A16. Espectro de MS/MS do ion em m/z 341 presente na casca de B. parinarioides.

341

10 451

343 363 370 374 391 401 415 421 433 441 ‘
T T L T T T T T T T

T T T T T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
miz

217
109 qpg 137 151 162 177 189 p04 | 231 245 564 571 g1 1289 299 313 323 331
) 7 7 7

Figura Al7. Espectro de MS/MS do ion em m/z 451 presente na casca de B. parinarioides.
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Figura A18. Espectro de MS/MS do ion em m/z 179 presente na casca de B. parinarioides.
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Figura A19. Espectro de MS/MS do ion em m/z 291 presente na casca de B. parinarioides.
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Figura A20. Espectro de MS/MS do ion em m/z 309 presente na casca de B. parinarioides.
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Figura A21. Espectro de MS/MS do ion em m/z 339 presente na casca de B. parinarioides.
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Figura A22. Espectro de MS/MS do ion em m/z 353 presente na casca de B. parinarioides.
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Figura A23. Espectro de MS/MS do ion em m/z 391 presente na casca de B. parinarioides.
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Figura A24. Espectro de massas no modo de ioniza¢do negativo da substancia BPS-527.
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Figura A25. Espectro de massas no modo de ionizagéo negativo da substancia BPS-523.
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Figura A26. Espectro de massas no modo de ionizagdo negativo da substancia BPS-515.
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Figura A28. Mapa de correlagdo homonuclear COSY (*H-'H, MeOD, 500 MHz) da substancia BPS-
339.
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Figura A29. Mapa de correlagdo homonuclear COSY (*H-'H, MeOD, 500 MHz) da substancia BPS
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Figura A30. Mapa de correlagdo homonuclear COSY (*H-'H, MeOD, 500 MHz) da substancia BPS-
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Figura A31. Espectro de NOESY da da substancia BPS-291: irradiagéo do sinal de hidrogénio em 6,27
ppm.
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Figura A34. Mapa de contorno HSQC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BPS-255.
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Figura A35. Mapa de contorno HMBC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BPS-255.
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Figura A36. Mapa de correlagcdo homonuclear COSY (*H-'H, MeOD, 500 MHz) da substancia BPS-
321.
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Figura A37. Mapa de contorno HSQC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BPS-321.
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Figura A38. Mapa de contorno HMBC (1H 500 e 13C 125 MHz, MeOD) da substancia BPS-321.
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