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RESUMO

Na literatura cientifica, as partes vegetativas comumente utilizadas em estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos séo as folhas, cascas, frutos, galhos, raizes e flores.
A madeira, por sua vez, ndo chega a ser constantemente explorada nestes estudos,
devido a sua escassez em grupos de pesquisas, que sao justificadas pelas leis de
protecdo ambiental. Desta forma, em trabalho de parceria com o Laboratorio de
Tecnologia da Madeira, as sobras (serragem) de Dalbergia spruceana Benth
oriundas dos estudos de propriedades tecnoldégicas da madeira foram
disponibilizadas para investigacao fitoquimica, as quais passaram por moagem e
extracdo a frio com os solventes hexano e metanol, para obtencdo dos extratos
brutos. As obtencbes das substancias foram realizadas por fracionamentos em
cromatografia de coluna aberta com diferentes suportes (sephadex LH-20, silica gel
de 70-230 e 230-400 mesh) e cromatografia planar em escala preparativa (silica
gel 60 F2s4, fase normal). Os estudos fitoquimicos dos extratos em hexano e
metanol de D. spruceana resultaram em substancias de classes diferentes, tais
como &cido graxo (lignocérico), esteroides (B-sitosterol e estigmaterol),
fenilpropanoide (elemicina), neoflavonoide (dalbergina) e os flavonoides
(maackiaina, 8-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilenodioxipterocarpano, 8,4,2’ trihidroxi-
7,4’ -dimetoxiisoflavol e 3’,4’-dihidroxi-7,8,2-trimetoxiisoflavana), as duas ultimas
nao apresentam relatos na literatura. As substancias foram caracterizadas por
Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D, Espectrometria de Massas e comparacao
com modelos na literatura. A avaliacdo bioldgica da substancia majoritaria
(maackiaina) frente ao inseto Bemisia tabaci resultou em 35% no efeito de
mortalidade, apresentando diferenca de apenas 7% quando comparado com
Evidence 700 WG® (42%), droga comercial utilizada ao combate do inseto.

Palavras-chave: Fabaceae, RMN, isoflavonoides, inseticida.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo compreendendo cerca
de 10 a 20% do territério nacional, onde a biodiversidade vegetal ocupa o primeiro

lugar, com mais de 50 mil espécies de arvores e arbustos. Dentre as
diversas familias botanicas distribuidas e catalogadas, a Fabaceae ocupa a terceira
posicdo em numero de espécies.

Fabaceae abriga seis subfamilias com destaque para a Papilionideae
(Faboideae) que é considerada a mais evoluida dentre as leguminosas, as quais,
desempenham um papel fundamental para a economia do pais, visto que,
apresenta espécies fornecedoras de alimentos, cerais, fibras, madeira de grande
valor comercial e metabdlitos secundéarios biologicamente ativos. Dentre as
espécies desta familia, encontra-se Dalbergia spruceana utilizada na medicina
popular e sua madeira empregada na fabricacdo de modveis e instrumentos
musicais.

De acordo com a literatura, os estudos fitoquimicos sdo comumente
realizados com cascas, folhas, sementes, frutos, flores, raizes, porém em relagéo
a madeira ha uma certa caréncia. Dessa forma, o grupo de pesquisa Plantas da
Amazoénia: Quimica, Quimiossistematica e Atividade Bioldégica em parceria com 0
Laboratdrio de Tecnologia da Madeira (LTM) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazbnia (INPA), vem realizando projetos multidisciplinares com estudos
fitoquimicos de diversas espécies oriundas de residuos madeireiros.

Dentre os estudos realizados por esse grupo de pesquisa, Rodrigues e
colaboradores (2022) avaliaram os residuos madeireiros de Roupala montana e
obtiveram a substancia identificada como etildehidrogravipano que apresentou
atividade antifingicas proxima droga Anfotericina B e Fluconazol frente aos fungos
Cryptococcus neoformans e C. gattii (MIC de 5 e 10 pg. mL?) e inibiu a forma
promastigota de Leishmania amazonensis (IC50 = 47,0 ug.mL™1).

Considerando a escassez de estudos quimicos/biolégicos com a

madeira de Dalbergia spruceana, aliada a necessidade de criar estratégias de
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aproveitamento desses residuos, este estudo visa realizar estudos fitoquimicos e

avaliar perspectivas de aproveitamento dos residuos de D. spruceana.

2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar estudos fitoquimicos e biologicos dos residuos madeireiros da
espécie Dalbergia spruceana Benth (Fabaceae) em busca de substancias
promissoras com propriedades bioldgicas.

Objetivos especificos

o Realizar o fracionamento cromatografico dos extratos hexanico e metandlico
de D. spruceana;

o Identificar e/ou elucidar as estruturas quimicas das substancias isoladas por
meio de técnicas espectroscopicas e espectrométricas;

o Avaliar a atividade inseticida da substancia majoritaria frente as ninfas de

Bemisia tabaci.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Familia Fabaceae
A familia Fabaceae (Leguminosae) é considerada a terceira maior
familia de Angiospermas com distribuicdo cosmopolita (Figura 1), com formacdes
vegetais em florestas tropicais, secas ou Umidas de praticamente todos o0s
continentes (exceto na Antartida), compreendendo cerca de 766 géneros e
aproximadamente 19.580 espécies (LAVIN et al. 2005; APG X1V, 2023).

_"_.\_,_\_,_H_-'-'_\_?_-_'_.\_'_H_\_.H_‘_\\-ﬂ\_\-'

Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb.

Figura 1. Ocorréncia mundial da familia Fabaceae.

No Brasil, a familia é representada por aproximadamente 252 géneros e
cerca de 3.026 espécies (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023), sendo considerada
a mais abundante nos biomas da Floresta Amazodnica e na Caatinga, seguidos por
Mata Atlantica, Cerrado e Pantanal (BFG, 2015). Do ponto de vista econdmico, as
espécies de Fabaceae se destacam principalmente pelo potencial alimentar e
medicinal. Além de serem fornecedoras de madeira de alto valor comercial, séo
também essenciais na agricultura devido a fixagdo bioldgica do nitrogénio da
biosfera através da simbiose entre a bactéria Rhizobium e leguminosas
(GRIESMANN et al., 2018), que resulta em um processo alternativo mais
sustentavel e com reducdo de custo e producdo, pois substitui os fertilizantes

quimicos.

A quimica da familia Fabaceae é muito rica em metabalitos secundarios
com alto potencial bioativo, incluindo alcaloides, antraquinonas, taninos, fenadis,

triterpenoides, peptideos, acucares redutores e principalmente pela predominancia


http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb
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de flavonoides, os quais apresentam uma variedade de esqueletos quimicos, como
descrito na figura 2.

Os flavonoides sao muito referenciados na literatura por apresentarem
uma gama de propriedades farmacoldgicas, tais como antioxidante, citotoxica,
inseticida, antibacteriana, antimicrobiana (CARVALHO, 2020; FEITOZA, 2021.
Alguns flavonoides sdo empregados como marcadores quimicos para resolver
problemas de classificacdo e identificacdo de espécies através da

quimiossistemética.

Antocianidina

Figura 2. Esqueletos dos Flavonoides (Dewick, 2009, p.176).
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3.1.1 Aspectos taxondémico e quimico da familia Fabaceae

Os avancos dos estudos filogenéticos associados aos estudos
taxondémicos, moleculares e fortalecimento cladistico foram de grande importancia
para a evolucdo dos modelos taxondmicos atuais como mostra a tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo taxondmica da familia Fabaceae.

ENGLER CRONQUIST APG. Il (2003) APG. XIV (2023);
(1964) (1981) LPWG (2017)

Diviséo Angiospermae Magnoliophyta - -

Classe Dicotyledoneae Magnoliopsida - -
Subclasse  Archichlamydeae Rosidae - e

Ordem Rosales Fabales Fabales Fabales

Fabaceae
Familia Leguminosae Caesalpiniaceae Fabaceae Fabaceae
Mimosaceae

Detarioideae

Duparquetioideae

Faboideae; Faboideae; Cercidoideae
Subfamilia  Caesalpinioideae; --—--- Caesalpinioideae;
Mimosoideae; Mimosoideae. Dialioideaeae
Faboideae

Caesalpinioideae

Os dados taxondmicos descritos na tabela 1, evidenciam que a familia
Leguminosae no sistema de classificagdo de Engler (1964) era formada por trés
subfamilias: Papilionoideae (ou Faboideae), Caesalpinioideae e Mimosoideae. Ja
no sistema apresentado por Cronquist (1981), estas subfamilias foram elevadas a
categoria de familias, tais como Fabaceae, Caesalpiniaceae e Mimosaceae,
respectivamente. No entanto, esse sistema nao ganhou muito espago na

comunidade cientifica. Com os avancos dos estudos moleculares e filogenéticos,
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as trés familias pelo sistema de Cronquist passaram a compor uma unica familia,
Fabaceae, como descrito no APG 1l (2003).

No sistema de classificacdo mais moderno do APG IV (2023), a familia
Fabaceae consiste em seis subfamilias (Detarioidea, Duparquetioidea,
Cercidoideae, Dialioideaea, Faboideae e Caesalpinioideae) que foi apresentada
pelo grupo Legume Phylogeny Working Group em 2017 com base em analises
filogenéticas fundamentadas em sequéncias de genes dos géneros e espécies
conhecidas (LPWG, 2017).

3.1.2 Subfamilia Papilionoideae

A Papilionoideae é considerada a maior subfamilia da Fabaceae,
distinguindo-se das outras subfamilias por sua morfologia vegetal (flores e frutos).
Atualmente, apresenta cerca de 503 géneros e aproximadamente 14.000 espécies
LPWG (2017). Do ponto de vista quimico, esta subfamilia é considerada a maior
produtora de isoflavonoides (VEITCH, 2013). Estruturalmente a subclasse dos
isoflavonoides (esqueleto |) é diferenciada dos flavonoides (esqueletos 1) (Figura
3), devido a caracteristica particular do grupo fenil migrar para a posicdo C-3 do

anel pirano, em vez de posicionada em C-2 como em outros flavonoides.

(" ] \
O 0L
3 O

Esqueleto | Equeleto 1l

\_ J

Figura 3. Esqueletos basicos de flavonoides e isoflavonoides.

A subfamilia Papilionoideae simbolizam grande parte da diversidade das
leguminosas que compdem a flora brasileira com aproximadamente 152 géneros
(BFG, 2018; FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023). Dentre estes, o género
Dalbergia é de grande importancia para a populacéo ribeirinha devido ao uso

medicinal de suas espécies.
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3.2 O género Dalbergia

O género Dalbergia atualmente possui cerca de 250 espécies
distribuidas principalmente em regifes tropicais. No Brasil, existem
aproximadamente 39 espécies sendo que na regido Norte sdo encontradas nos
estados do Acre, Amazonas, Amapda, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins
(FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023).

Do ponto de vista econdmico, as espécies de Dalbergia apresentam
madeira de alto valor comercial que foi muito usada na constru¢cdo de moveis de
luxo e na construcéo civil devido a sua durabilidade, maleabilidade e resisténcia ao
ataque de fungos e insetos. Essas caracteristicas sdo muito apreciadas na
construgao de instrumentos musicais (HASSOLD et al., 2016; BARRET et al., 2010;
BLANCA, et al., 2004).

Nos relatos medicinais encontrados na literatura, muitas espécies sao
citadas com uso tradicional na regido amazoénica e na populacdo chinesa. Na regido
amazobnica, por exemplo, sdo utilizadas como analgésica, antidiabética, anti-
inflamatoria, antimicrobiana e no tratamento de diarreia (SILVA, 2021; MUJUMDAR
et al., 2005). Na medicina tradicional chinesa, algumas espécies sao usadas no
tratamento de artrite, gonorreia e reumatismo (HAJARE et al., 2001; SONGSIANG
et al., 2009).

A quimica do género Dalbergia € representada por diterpenos,
triterpenos, esteroides, cumarinas, fenilpropanoides e principalmente pela
abundancia de flavonoides, especialmente os isoflavonoides que tem ocorréncia
predominante em 31 espécies de Dalbergia (CARVALHO et al.,, 2020). As
subclasses de isoflavonoides mais encontradas no género séo representadas pelas
isoflavonas que possuem estudos fitoquimicos com cerne, raizes, cascas, ramos,
folhas e galhos (Quadro 1). Seguido das isoflavanonas (quadro 2), isoflavanas

(quadro 3) e pterocarpano (quadro 4).



Quadro 1. Isoflavonas do género Dalbergia.
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N° Substancia R2 R3 R¢e Rs Rs Rs R7 Ocorréncia
1 Cajanina OH H OH H OH H MeO D p[c’él:r(\a/ililora
2 Khrinona B OH H Me OH OH H OH D. parv;flora
© [Ce?]
3 Daidzeina H H OH H H H OH D. frutescens
[Fo, R3]
i Me D. parviflora
4 Formononetina H H o H H H OH [Ce, Ga']
5 3-hidroxidaidzeina  H OH OH H H H oH D pafV'ﬂsora
[Fo, R7]
icosi Me D. parviflora
6 Calicosina H OH 0 H H H OH (Ce?]
D.
7 Orobol H OH OH H OH H OH tonkinensis
[Fo, R?]
8 3-O-metlorobol H MeO OH H OH H  OH D. E’g;}?na
5,7,5'-trihidroxi- Me 5. vanvifora
9 24 MeO  H OH OH H OH - panvi
dimetoxiisoflavona
10 Khrinona C MeO OH M OH OH H H D. parv;flora
© [Ce?]
D.odorifera
idaidzei [Ce’]
11 Metoxidaidzeina H MeO OH H H H OH _
D. parviflora

[Cel]
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12

13

14

15

16

17

18

Pseudobaptigenina

Biochanina A 7-O-
B-D- glc

Tectorigenina

Olibergina B

Olibergina A

6,2’-dimetoxi-7,4 -
dihidroxiisoflavona

Biochanina A

MeO

H

H

OH

OH

OH

Me
O

H

OH

OH

OH

OH

OH

OH

H

MeO

MeO

H

OH

O-B-D-

glc

OH

OH

OH

OH

OH

D. frutescens
[Ca%]
D. velutina
[Ca’]

D. sisso [Ra“]

D. odorifera
[F]

D. parviflora
[Ce']

D. olivari
[Call]

D. olivari
[Call]

D.
vacciniifolia
[Cel?]

D.parviflora
[Ce’]

IUMEHARA et al., 2009; 2CASTELLANO et al., 2015; 3SON, 2019; > KAENNAKAM et al.,
2019; 8SONGSIANG et al.,2009; “Yahara et al., 1989; 8KHAN et al.,2000; °SARG.,1999; 10|
et al., 2016; 1TO et al., 2003; 22INNOCENT et al.,2010.

[Ce]- cerne; [R]- raizes; [Ca]- cascas; [Ra]- ramos; [Fo]- folhas; [Ga]- galhos.




Quadro 2. Isoflavanonas do género Dalbergia.
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N°  Substéncias R2 R3 Re Rs Rs Rz Ocorréncia
7,3’dihidroxi- D. parviflora
19 4-metoxi- H OH MeO H H oH P
. [Ce]
isoflavanona
D. parviflora
. [Cel]
20 Vestitona OH H MeO H H OH ;
D. odorifera
[Ce?]
D. odorifera
. [Ce?]
21 Sativanona MeO H MeO H H OH .
D. parviflora
[Ce']
22 Soforol OH H OCHO H H oH ° p[zr;’l?ora
_ D. parviflora
2
nogenina MeO H OCH0 H H OH [Ce, Gald]
3 O
D. oliveri
. [Ca’]
24 Violanona MeO OH MeO OH H OH .
D. parviflora
[Celd]
D. odorifera,
3-0- [Ce?3]
25 metilviolanona MeO MeO MeO H H OH D. parviflora
[Cel?
26 DalparvinaB OH MeO  MeO H H OH p[‘ér;’l?ora
27 KenusanonaG  H MeO MeO H OH oOH O p[acr;’l?ora
Secundiflorol D. parviflora
28 ¥ MeO OH MeO H OH OH (Ce, Ga53]
29 DalparvinaC  OH  MeO MeO OH H on D-panvifora

[Cel]
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30

32

3,5-dihidroxi-
2’ 7-dimetoxi-
”,2”dimetilpiran
0[5”,6":3",4']
isoflavanona
3,4’,5-
trihidroxi-2’,7
dimetoxi3’preni
lisoflavanona

Dalparvina A

2”dimeti-
Ipirano
MeO 15> 673 4
]
MeO Prenila
MeO H

OH

MeO

D.

OH OH MeO melanoxylon

[Ca’]

D.

OH OH MeO melanoxylon

H

[Ca’]

D. parviflora

H OH [Ce1]

IUMEHARA et al., 2009; 2ZHAO et al.,2013; 3CASTELLANO et al., 2015; 4ITO et al,,
2003; °SONGSIANG et al., 2011; ®MUTAI et al., 2013.

[Ce]- cerne; [Ca]- cascas; [Ga]- galhos.

Quadro 3. Isoflavanas do género Dalbergia.

N° Substancia Re Ocorréncia
D. parviflora [Cel]
i 2
33 Vestitol OH H MeO H OH D. odorifera [Ce]
D. tonkinensis [Fo,

R3]
D. parviflora [Ce®]
34 Mucronulatol OH Meo MeO H OH H D. oliveri, [Ca?]
D. odorifera [Cef]
35 8-demetilduartna MeO OH MeO H OH OH D. parviflora [Ce?]
3g o hidroxi-8- OH OH MeO H OH MeO  D.velutina[R]

metoxivestito

37 Duartina MeO OH MeO H OH MeO D.parviflora[Gaf]
4-0- OH H MeO H OH Prenila D. parviflora [Ce!]

metilpreglabridina

LJUMEHARA et al., 2009; ?Yahara et al., 1989; 3SON, 2019; 4ITO et al., 2003;
SCASTELLANO et al., 2015; 6CHOI et al., 2010; "KAENNAKAM et al.,2017;

8SONGSIANG et al.,2009.
[Ce]- cerne; [R]- raizes; [Ca]- cascas; [Fo]- folhas; [Ga]- galhos.
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Quadro 4. Pterocarpano do género Dalbergia.

N°  Substancia

39 Medicarpina

2-

40 Metoximedi
carpina
Odoricarpan
a
4-hidroxi-3-
metoxi-8,9-
42 Metilenodio
xipterocarpa
no

41

43 Maackiaina

R3’

OCHO

OCHO

R4’

MeO

MeO

MeO

Rs’

OH

H

Re

MeO

H

R7 Rs Ocorréncia

D. spruceana [Ce?]
D. tonkinensis [Fo,

OH H Ral]
D. odorifera [Ce?]

OH H D. oliveri [Ce?]

D. spruceana [Ce?]

MeO MeO " yorifera [Ce?]

D.candenatensis

MeO  H [Ce’]
D. parviflora [Ce?]

D. boehmii [Ce?®]

OH H D. spruceana [Ce?]

ISON, 2019; 2Cook et al., 1978; 3ZHAO et al.,2013; 4ITO et al., 2003; °Goda et al.,
1985; 8SONGSIANG et al., 2011; "CHEENPRACHA et al., 2009.
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3.3 Espécie Dalbergia spruceana Benth

A Dalbergia spruceana é conhecida popularmente como jacaranda-do-
pard ou timbo-pau, possui sinonimia botanica Miscolobium spruceanum Benth e é
encontrada em floresta Umida com matas secas ndo muito altas e campos cobertos,
todos em solo arenoso (RIZZINI, 1978). No Brasil, a espécie pode ser encontrada
nos estados do Amazonas, Amap4, Acre, Rondbnia e Para (SOUZA, 2012).

A espécie possui altura arbérea de pequeno a médio porte com tronco
tortuoso e provido de caneluras longitudinais profundas e irregulares. Apresenta
madeira de coloragéo alaranjada ou marrom avermelhada e flores azuis roxeadas
(LOUREIRO et al., 1979; PARROTA et al., 1995). Devido a dureza, peso e forca
associada com a textura uniforme, a madeira foi muito utilizada na fabricacao de
moveis, objetos de decoracédo, adornos, caixas e bandejas (PARROTA et al, 1995;
RIZZINI, 1971).

Os estudos quimicos de D. spruceana sao muitos escassos na literatura,
pois encontram-se apenas dois relatos utilizando a madeira dessa espécie. No
estudo fitoquimico do extrato metandlico apresentado por Cook et al. (1978) é
descrito o isolamento de triterpeno, fenilpropanoides e principalmente flavonoides
como apresentados na (figura 4). As substancias maackiaina e 8-hidroxi-7-metoxi-
3’,4’-metilenodioxipterocarpano, sédo reportadas na literatura por apresentarem
atividades bioldgicas contra células cancerigenas de carcinoma epidermdide de
boca (KB) (SONGSIANG et al., 2011).

Ressalta-se a importancia dos estudos quimicos de Kite et al. (2010)
para distinguir as espécies Dalbergia ningra e D. spruceana que Sdo muito
confundidas na literatura, devido as semelhancas anatémicas da madeira. Os
extratos metandlicos do cerne e alburno das duas espécies foram submetidos em
analise de Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC/MS)
e o0s resultados constatados se direcionam na identificacdo de um marcador
taxondmico conhecido como pseudobaptigenia (figura 4) em D. spruceana, que nao
foi detectado em extratos de madeira de D. nigra.

Os isoflavonides de Dalbergia spruceana, bem como de outras espécies
encontradas no género, apresentam relatos na literatura de varias atividades

bioldgicas, tais como estrogénica, citotoxica, antioxidante, antimicrobiana e
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também atividades inseticidas (CARVALHO et. al. 2020; ARRUDA et. al. 2018), as

quais constituem um dos objetivos desse trabalho.



OH
B °
O HO _
sitosterol
acido 0-acetilolanélico
MeO = MeO X \O
MeO MeO
OMe OMe
elemicina 3,4,5 trimetoxicinamaldeido

T
OMe
4-metoxidalbergiona

o $

dalbergina

R;= OH, Rg= OMe, R,= OMe, R;= H, R,= R; =OMe caviunina
R;= Rg=H, R;= R,= OCH,0, Ry;=H pseudobaptigenina
R;=0OH, R= R,= R;=H, R,= OMe, R;=H biochanina-A

Rs;= Rg= R,=H, R;= R,=OMe, Ry;=H formononetina

R;= R,= OCH,0, R,=0OH, Rg= H maackiaina
R; = H, R,= OH, R,=0OH, Rg= H medicarpina
R,= R,= OCH,0, R,=OMe, Rg= OH 8-hidroxi-7metoxi-3',4'metilenodioxipterocarpano
R;= R,= OCH,0, R,=0OH, Rg;=OMe 7-hidroxi-8metoxi-3',4'metilenodioxipterocarpano
R,= R,= OCH,0, R,=OH Rg= OH 8,7 dihidroxila-3',4'metilenodioxipterocarpano

Figura 4. Substéncias encontradas em D. spruceana (Kite et al., 2010)
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3.4 Aspectos Morfologicos de Bemisia tabaci (mosca branca)

O inseto Bemisia tabaci (mosca branca) € considerado uma praga
agricola com ocorréncia mundial. As caracteristicas morfolégicas desse inseto
incluem um corpo relativamente pequeno e delicado na coloragdo branca ou
amarela, que depende do ambiente. O seu corpo possui asas membranosas, seis
patas e uma cabeca com olhos compostos, antenas e um Orgdo alongado
conhecido como estilete que € usado para perfurar os tecidos vegetais e extrair a
seiva (GALLO, 2002). Seu ciclo biologico € dividido em ovo, instares (estagios de
ninfas I, 1l e 1), pulpa e fase adulta (ALBERGARIA, 2003; GALLO, 2002), como

ilustrado na Figura 5.

1-4 dias
4V
Adultos oy

£ & v
. Ninfas
19, 22,32 instar
~ 7-11 dias

Fonte: http://genica.provisorio.ws/pragas/mosca-branca

Figura 5. Ciclo de vida Bemisia tabaci (mosca branca).

O ciclo de vida completo pode variar entre 17 e 50 dias, dependendo das
condi¢cbes ambientais, como temperatura e a disponibilidade de alimentos (GALLO,
2002). Vale ressaltar que, essa capacidade de reproducao elevada contribui para
a habilidade do inseto de causar prejuizos econdmicos e agricola em uma
variedade de plantas cultivadas e espécies vegetais. Alguns dos principais
impactos, incluem o custo de controle, desafio de manejo e perda nas exportacdes
(PADILHA et al. 2021). Estes impactos estdo relacionados a capacidade do inseto
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desenvolver resisténcia a inseticidas ou a facil adaptacdo em diferentes culturas
agricolas nas mais diversificadas condicfes climaticas, além dos problemas
econdmicos resultantes das restricbes comerciais e sanc¢des de paises
importadores que buscam evitar a entrada de pragas em suas fronteiras (PADILHA
et al. 2021).

Os danos diretos e indiretos causados por Bemisia tabaci nas plantas
acontecem durante a alimentacdo de ninfas e adultos (BALDIN et al., 2017). A
exemplos de danos diretos, encontram-se a succdo de seiva e transmissédo de
patdgenos (Suekane, 2013). Os danos relacionados a succdo de seiva causam
reducado no crescimento, desenvolvimento inadequado e até morte das plantas. Na
transmissdo de patdégenos, o inseto age como um vetor de muitos virus vegetais
transmitindo doencas as plantas hospedeiras enquanto se alimenta, por exemplo
deformac®es foliares, queda de frutos e necrose. Os danos indiretos mais comum
estdo relacionados a producdo e qualidades de frutas, secrecdo de melada e
desenvolvimento de resisténcia (PADILHA et al. 2021; EMBRAPA,2022; GALLO,
2002).

O Brasil, desde 1923 encontram-se relatos de mosca branca em
lavouras de feijao, soja, tomate, algodao, repolho e plantas daninhas (EMBRAPA,
2022). No estado do Amazonas, entre as principais culturas atacadas por este
inseto encontram-se a couve-flor, uma das culturas essenciais para a economia
local. No ano de 2020, por exemplo os municipios de Careiro do Varzea e Iranduba,
a producdo atingiu aproximadamente 2.200 toneladas dessa hortalica, conforme
dados do IDAM (2021).

No processo de cultivo de couve, por exemplo, um dos problemas
enfrentados pelos agricultores é o ataque de pragas, entre elas a B. tabaci que
prejudica sua producdo. Na tentativa de minimizar o ataque deste inseto, sao
utilizados varios métodos de controle, entre eles, o manejo integrado, barreiras
fisicas e o inseticida comercial que é o mais utilizado. No entanto, o uso
indiscriminado destes produtos comerciais causa danos a saude e ao meio
ambiente, além de facilitar o desenvolvimento de insetos cada vez mais resistentes,

como relatado por Dangelo et al. (2018) e Horowitz et al. (2020).
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Desta, torna-se imperativo o desenvolvimento de estratégias de controle
sustentavel para atenuar os danos provocados por essa praga nas culturas
agricolas. As substancias naturais surgem como uma op¢ao mais benéfica quando
comparadas a alguns inseticidas sintéticos, uma vez que apresentam menor
impacto ambiental. No entanto, é crucial considerar os possiveis efeitos sobre
organismos nao-alvo e o0 ecossistema. Nesse contexto, 0s pesquisadores
direcionam seus esfor¢os para investigar a atividade bioldgica de diversas classes
de substéancias. Um estudo conduzido por Carvalho e colaboradores (2020) revela
que os isoflavonoides estdo associados a uma ampla gama de atividades
biolégicas. Por exemplo, a rotenona € utilizada em formulacfes liquidas,
compreendendo 8% da substancia, juntamente com 15% de outros rotenoides, em
plantacdes de alface e tomate (Carvalho et al., 2020; Shepard, 1951; Hollingworth
et al., 1994). No grupo de isoflavonoides, destacam-se também os pterocarpanos,
como a (-) medicarpina e a mackiaina, que apresentam atividades inseticidas e
fungicidas, respectivamente (Carvalho et al.,, 2020; Morimoto et al.,, 2014;
Simmonds, 2001).

Considerando os relatos biolégicos dos flavonoides e a predominancia
dessas substancias no género Dalbergia, em conjunto com a caréncia de estudos
com a madeira. Este trabalho foi direcionado para a investigacao fitoquimica da
maderia de Dalbergia spruceana e avaliacdo biol6gica frente ao inseto Bemisia
tabaci (mosca branca).
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A investigacao fitoquimica foi realizada no Laboratorio de Quimica de
Produtos Naturais (LQPN)! no INPA. As serragens foram obtidas do Laboratério de
Tecnologia da Madeira (LTM) e ambos os laboratérios estdo localizados na
Coordenacéo de Tecnologia e Inovacdo (COTEI). As analises por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) foram realizados no laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear Central Analitica do Laboratério Tematico de Quimica de
Produtos Naturais (CALTPQN), localizado no Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazonia (INPA) e a central analitica localizado na Universidade Federal do
Amazonas (UFAM).

4.1 Materiais

Solventes comerciais: nas andlises cromatograficas utilizaram-se
solventes organicos comerciais (hexano, acetato de etila, diclorometano, acetona e
metanol) destilados no LQPN-INPA.

Solventes deuterados: para os experimentos de Ressonancia
Magnética Nuclear foram utilizados os solventes deuterados: metanol, cloroférmio,
acetona e piridina (Sigma Aldrich).

Cromatografia em coluna (CC): Os fracionamentos cromatograficos
tanto dos extratos quanto das fracdes foram efetuados em coluna de vidro, variando
comprimentos e didmetros de acordo com a quantidade de amostra a ser
fracionada.

Fases Estacionéarias para Cromatografia em Coluna: Silica gel 60
com particula (70-230 mesh, 230-400 mesh) - Merck; Sephadex LH-20 - Sigma-
Aldrich e celulose microcristalina - Merck.

Cromatografia em Camada Delgada (CCD): para as andlises em CCD
foram realizadas em cromatofolhas de aluminio com silica gel 60 tendo como
indicador de fluorescéncia F25 e 0,2 mm de espessura (Merck).

Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP): silica gel,

com tamanho 20 x 10 e 20 x 20 cm com espessura de silica gel de 1,0 mm e
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ativando-se a placa por 30 minutos em estufa a 100 °C. A recuperacao da amostra

foi efetuada utilizando os solventes: diclorometano, acetona, metanol.
Reveladores: a revelacdo das faixas (spots) foi feita por meio de

radiacao ultravioleta (254 nm e 365 nm) e em solucao alcodlica de vanilina sulfarica

com aquecimento em chapa aquecedora.

4.2 Equipamentos e acessorios

Balanca Analitica — Tecnal, modelo B TEC, com capacidade até 210 g.

Moinho — Marconi, macro moinho tipo Wiley modelo MA-340.

Evaporador rotativo — Buchi, modelo Rotavapor R-3 acoplado a um
banho ultratermostatizado Marconi, modelo MA-184.

Chapa de aquecimento — Fisatom, modelo 753 A.

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear — Os espectros
de RMN obtiveram-se em espectrémetros da Bruker, Fourier-300 (300 MHz - 'H e
75 MHz - 13C) Bruker, Fourier-500 (500 MHz - 'H e 150 MHz - 13C) CALTQPN do
INPA e CAM da (UFAM) respectivamente.

4.3 Obtenc&o do material vegetal

Os residuos madeireiros (serragem) de Dalbergia spruceana foram
fornecidos pelo Laboratério de Engenharia de Artefatos de Madeira da (COTEI) em
parceria com Laboratorio de Tecnologia da Madeira (LTM) do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA), no ambito do projeto Madeiras da Amazoénia. A
identificacdo da espécie foi realizada por comparacdo das caracteristicas
macroscopicas com padrdoes da Xiloteca do LTM, sob a responsabilidade do

anatomista e pesquisador Jorge Alves de Freitas.
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4.4 Processamento da amostra e preparacao dos extratos

A amostra dos residuos madeireiros foi processada em um moinho de
quatro facas, pesada, e posteriormente submetida a maceracao a frio em frasco
Mariotte, com solventes organicos por ordem crescente de polaridade (hexano e
metanol) por 7 dias em cada solvente. As solucdes resultantes apos filtracao foram
concentradas sob vacuo em evaporador rotativo, obtendo o extrato hexano (DSH)

e metandlico (DSM), conforme mostra o Esquema 1.

LTM-INPA

Residuos
de Madeira

Processamento do
material vegetal

| P6 de serragem |

Maceragao em hexano por 7 dias

=== . Filtragdo
_ES_q_USTi _1_'! Evaporagdo do solvente
]
Torta residual
T Maceragdo em MeOH por 7 dias
mm Filtra 50
G
: DS“ : Evaporagdo do solvente
(0,629)
Torta residual

Esquema 1. Obtencgéo dos extratos de D. spruceana.
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4.5 Extrato hexanico de Dalbergia spruceana (DSH)

O extrato hexanico DSH (615 mg) foi previamente analisado em CCD, o
qual foi submetido em coluna de silica gel (230-400 mesh) e eluida com gradiente
crescente de polaridade com hexano e acetato de etila (Esquema 2). O
fracionamento forneceu 23 fracdes, as quais foram reunidas conforme
similaridades apresentadas em CCD, resultando nas fracoes DSH-2, DSH-8 e
DSH-16 como as mais promissoras (Tabela 2). A fragdo DSH-2 mostrou em CCD
caracteristica de acidos graxos. As fracdes DSH-8 e DSH-16 foram selecionadas
para novos fracionamentos, devido as fortes absorcdes na luz ultravioleta (254 e
365 nm).

DSH

615,0 mg

CC silica gel
(230-400 mesh)
h=36cm@=26cm
(Hex — Hex:AcOEt)

08:2 95:5 9:1 8:2 5:5 100%
100% Hex Hex: AcOEt | Hex: AcOEt |Hex: AcOEt | Hex: AcOEt Hex: AcOEt |AcOEt

() () (=) ) (=) (=)

I R
_——— |Fr.8 |
I | I Fr. 16
DSH-2 DSH-8 DSH-16
(283,5 mg) (26,9 mg) (11,7 mg)

Coluna silica gel
(230-400 mesh)
h=46cm@ =26 cm DCM

100{%‘ 982 100%
DCM | DCM: MeOH MeOH
1-4 5-11 12-14
[
| Fr:5
-—=n

|
1
o T T T TS
» “Substancias1e2 ™ N
DSH-8.5 J
~ __(11,5mg) _ i

-~
— o

-~

Esquema 2. Fracionamento do extrato hexano de D. spruceana DSH.

A fracdo 8 (DSH-8) com 26,9 mg, foi submetida ao refracionamento

empregando-se silica gel (230-400 mesh) eluida em DCM:MeOH com gradiente
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crescente de polaridade conforme o esquema 2. Deste fracionamento
cromatografico obteve-se 14 subfracdes (Tabela 3), que foram analisadas por CCD

da qual a subfragcéao 8.5 forneceu as substancias 1 e 2.

Tabela 2. Reunido das fracdes do extrato hexano de D. spruceana (DSH).

Fracoes

reunidas Cédigos Massa (mg)

1 DSH-1 0,5
2 DSH-2 282,3
3 DSH-3 32,1
4 DSH-4 69,0
5 DSH-5 13,6
6 DSH-6 8,4
7 DSH-7 5,7

8-11 DSH-8 26,9

12-13 DSH-12 51,6
14 DSH-14 12,0
15 DSH-15 10,2
16 DSH-16 12,0
17 DSH-17 10,1
18 DSH-18 8,2
19 DSH-19 6
20 DSH-20 11,3
21 DSH-21 2,8
22 DSH-22 3,7

23 DSH-23 12,7




Tabela 3. Reunido das fracdes obtidas da fracdo DSH-8.

Fragoes
e Cadigos Massa (mg)
1 DSH-8.1 0,3
2 DSH-8.2 1,9
3 DSH-8.3 21
4 DSH-8.4 2,0
5-11 DSH-8.5 11,5
12 DSH-8.6 2,3
13 DSH-8.7 21

14 DSH-8.8 3,3

38
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A fracdo DSH-16 (12,0 mg) foi fracionada em placa por Cromatografia em
Camada Delgada Preparativa (CCDP) em silica gel, tendo como eluente DCM:
acetona (98:2) revelado na luz UV (254 nm). Apés andlise em CCD obteve-se a

substancia 3, conforme ilustrado no esquema 3.

4 )

DSM-16
2clna) | PLACAPREPARATIVA  [ESICIENPFRR)
—— L:425cm
Placa Placa
: F.E: silica gel 60, fase
DCM: Acetona > normal
(98:2 /
L] / Tamanho: 10x20 cm
Amostras | | |
Coletadas: 03 - Aplicagcdo da amostra

Altura da base: 1 cm
| superior: 1 cm

- '\.
Substancia3d = .
DSH-16.P1 )
N (5.5ma) nd

Esquema 3. Fracionamento da fragdo DSH-16.

Tabela 4. Reunido das fragfes obtidas da fracdo DSH-16.

Fracdes Caédigos Massa (mg)
1 DSM-16. P1 55
2 DSM-16. P2 2,8

3 DSM-16. P3 2,5
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4.6 Extrato metandlico de Dalbergia spruceana (DSM)

O extrato metandlico codificado como DSM (19 g) foi fracionado em
coluna de silica gel 70-230 mesh (Esquema 4), eluida em hexano e acetato de etila
com gradientes crescentes de polaridade originando 90 fracbes e reunidas
conforme analise em CCD (Tabela 5). A fragdo DSM-50 apresentou 0 mesmo Rrda
substancia 3. As fragbes DSM-27, DSM-46 e DSM-61 foram submetidas a novos
fracionamentos. A fragdo 27 (DSM-27) foi refracionada (Esquema 4) em coluna
Sephadex LH-20 eluida em metanol, obtendo 16 subfracdes (Tabela 6) que foram
reunidas de acordo com similaridades em CCD. A subfragdo DSM-27.6 mostrou o

mesmo Rf das misturas das substancias 1 e 2 isoladas no extrato hexanico.
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SUBSTANCIA 1 e 2
DSM-6

DSM-27

1-5 Fr.27 {470 Mg) JSephadex LH-20 (20,0 mg)
100% h=463cm@ =2_8cm
H Isocratico; MeOH
587 6-9
H: A —
) Fr.46 [ DSM-46
R
95:5 13-38 Fr. 50 SUBSTANCIA 3
H: A =
(1';sowI ) ] 9?,3"3 ?‘?
09 J = 39-67
Silica gel (70-230 mesh) H: A
h =30cm ' ' Fr.61( DSM-61
@ =5cm 773 68-84 (70,0 mg)
Hex : AcOEt H: A —
EEE—
— 85-86 Fr. 7 ( DSM-71
H- A — (70,0 mg)
e
100% e Fr.73 [ DSM-73
A (70,0 mqg)

Esquema 4. Fracionamento do extrato metandlico de D. spruceana (DSM).



Tabela 5. Reunido das fra¢cdes obtidas do extrato metanoélico (DSM).

Fracdes Caédigos Massa (mg)
Reunidas
1-2 DSM-1 25
3 DSM-3 5,6
4 DSM-4 17,4
5-10 DSM-5 6,1
11-12 DSM-11 20
13-14 DSM-13 10,5
15-16 DSM-15 10,0
17-18 DSM-17 40,0
19-20 DSM-19 34,1
21-25 DSM-21 13,5
26-31 DSM-27 47,0
32-37 DSM-32 33,0
38-41 DSM-38 27,0
42-45 DSM-42 53,0
46 DSM-46 20,0
47-49 DSM-47 42,0
50-60 DSM-50 900,0
61 DSM-61 70,0
62-64 DSM-62 600,0
69-74 DSM-69 500,0
75-81 DSM-75 610,0
82-90 DSM-82 534,0

Tabela 6. Reunido das frages obtidas da fracdo DSM-27.

Fracdes reunidas Cdédigo Massa (mg)
1 DSM-27.1 1,5
2-3 DSM-27.2 4.4
4 DSM-27.3 3,5
5 DSM-27.4 1,5
7 DSM-27.5 1,0
6-10 DSM-27.6 20
11-14 DSM-27.7 3,5
14-16 DSM-27.8 3,0
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A fracdo DSM-46 (20 mg) foi fracionada em placa por Cromatografia em

Camada Delgada Preparativa (CCDP) em silica gel, tendo como eluente DCM

(100%) e revelada na luz UV (254 nm). Apds analises em CCD de fase normal,

obteve-se a substancia 4 conforme esquema 5.

INFORMAGOES ADICIONAIS DA CCDP

| __PLACAPREPARATIVA |

Placa | cuba: h:225cmL:425m
10 cm 7
DCM: acetona .
(98:2) Placa: F.E:Silica gel 60, Fase normal
§ // Tamanho: 10x20 cm.
(=]
Amostras N ® 9
coletadas:04 Aplicacao da amostra: Altura da base:
) 1 cm Superior: 1 Cm
@
............. Eluente: 100% DCM
1cm //

/" Substanciad
|\\ DSM-46.P1 4

Esquema 5. Fracionamento da fracdo DSM-46.

Tabela 7. Reunido das fracdes obtidas da fracdo DSM-46.

Fracbes Caodigo Massa (mg)
1 DSM-46.P1 10,0
2 DSM-46.P2 1,8
3 DSM-46.P3 2,5
4 DSM-46.P4 2,1
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A fracdo DSM-61 (70 mg) foi fracionada conforme o Esquema 6 em silica
gel (230-400 mesh) com eluigéo isocratica em DCM, resultando em 23 subfracdes,
estas foram reunidas de acordo com analises em CCD (Tabela 8). As fracGes 15
(DSM-61.15) e 17 (DSM-61.17) concentraram maior massa, sendo selecionadas
para novos fracionamentos. A fracdo DSM-61.15 seguiu os procedimentos do
esquema 6 fornecendo a substancia 5. Enquanto a fracdo DSM-61.17 (35 mg) foi
fracionada em placa por CCDP em silica gel, tendo como eluente DCM:MeOH

(98:2), obtendo a substancia 6 (Esquema 7).

DSM-61

70,0 mg

CC silica gel (230-400 mesh)
h=46cm@=26cm
(DCM— DCM)

1-23

Fr-15

DSM-61.15

23,0 mg

CC silica gel (230-400 mesh)
h=385cm@=12cm
(MeOH— DCM)

— —
- =~ ~

,~ Substancia5
DSM-61.15.6 I‘

S _B5mg_ 7

— o —

|
\

Esquema 6. Fracionamento das fragbes DSM-61 e DSM-61.15.
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Tabela 8. Reunido das fracdes obtidas da fracdo DSM-61.

Fracdo Reunidas Cdédigos Massa (mg)

1-7 DSM-61.1 1,8

8-11 DSM-61.8 0,9

12-14 DSM-61.12 0,5

15-16 DSM-61.15 23,2

17 DSM-61.17 40

18-21 DSM-61.21 0,6

23 DSM-61.25 0,8

22 DSM-61.24 19

Tabela 9. Reunido FracGes Cédigos Massa  das fracOes obtidas
= ) Reunidas (mg)
da fragdo DSM 61.15.

1-2 DSM-61.15.1 2,0
3 DSM-61.15.2 1,0
4 DSM-61.15.3 2,1
6-8 DSM-61.15.6 3,5
9-12 DSM-61.15.9 1,3
13-15 DSM-61.15.13 3,5
16 DSM-61.15.16 2,8
17-18 DSM-61.15.17 4,7
19 DSM-61.15.19 55
20 DSM-61.15.20 2,5




DSM-61.17
(35,0 mg)

Placa ’

DCM: MeOH
(98:2)

{

Amostras
coletadas:05 )

Substancia 5
DSM-61.17.P2

INFORMAGOES ADICIONAIS DA CCDP

| __PLACAPREPARATIVA |

10 cm //
B
e ,/
®
°
1icm —

’

Esquema 7. Fracionamento da fracdo DSM-61.17.

Cuba: h:22,5cmL: 4,25cm.

Placa: F.E:Silica gel 60, Fase normal

|~ Tamanho: 20x20 cm.

Aplicagao da amostra: Altura da base:
1 cm Superior: 1 cm.

............. Lo Eluente: DCM: MeOH (98:2).

Tabela 10. Reunido das fragbes obtidas da fracdo DSM-61.17.

Fracdes Caédigos Massa (mg)
1 DSM-61.17. P1 1,8
2 DSM-61.17. P2 5,5
3 DSM-61.17. P3 1,4
4 DSM-61.17. P4 11,9
5 DSM-61.17. P5 2,2

46
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O fracionamento da fracdo DSM-71 (52 mg) optou-se por coluna de silica
gel (230-400 mesh) com eluicdo isocratica em DCM:acetona (98:2), conforme o
esquema 8, em resumo o procedimento cromatografico resultou em 25 subfracdes
(tabela 11), as quais foram analisadas em CCD de fase normal e constatou-se um
isolado na subfracdo 16 (substancia 7).

No ultimo fracionamento do extrato metanolico, a fracdo DSM-73 (80 mq)
foi submetida em coluna de silica gel (230-400 mesh) com elui¢do isocratica em
DCM:acetona (98:2), resultando em 17 subfracdes, estas foram reunidas de acordo
com analises em CCD de fase normal (Tabela 12). A fracdo 5 (DSM-73.5) foi
refracionada em uma pipeta com silica com a mesma fase estacionaria resultando,
em 3 subfragbes, sendo que a subfracdo DSM-73.5.3 resultou na substancia 8

(esquema 8, tabela 13).

D5M-71 D5M-73
52 mg 80 mg

y -k T -
Silica ged (230-400 mesh) Sificza g {23040 rmessh]
h=48cm ©=26cm h=dion@=28an

DCM-acetona CeC M acestona

| 1-17 I
Fi.5
~ Substancia7™ N [ DSM-73.5 ]
DSM-71.16 '
8mg
N ~ (10mg) _ .~

Sdica gal (F30400
rrezshi]
hi=8om@=0Tom

DAt ahora — T —

~“Substancia 8~

Fr.3 (
| 1-3 p——v- DSM-73.5.3

N [iST_gL_.—-'

Esquema 8. Fracionamento da fracdo DSM-71, DSM-73 e DSM-73.5.
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Tabela 11. Reunido das fracdes obtidas

raches  codigos e
1-4 DSM-71.1. 4,0
4-5 DSM-71.4 6,0
6-9 DSM-71.6- 3,1

10-15 DSM-61.10.6 6,5
16 DSM-71.16 10,0
17-18 DSM-71.17 2,5
19-21 DSM-71.19 2,8
22 DSM-71.22 3,7
23-24 DSM-71.23 3,5
25 DSM-71.25 5,5

Tabela 12. reunido das obtidas da fracdo DSM-73.5.

Reunidas Codigos NI
1-2 DSM-73.1 6.0
3 DSM-73.3 45
4 DSM-73.4 7.8
58 DSM-73.5 8,8
9-12 DSM-73.9 15.0
1317 DSM-73. 13 176,

Tabela 13. Reuni&o das fr¢bes obtidas da fracdoDSM-73.8

Fracdes Caédigo Massa (mg)
1 DSM-73.5.1 1,5
2 DSM-73.5.2 2,0

3 DSM-5.3 3,5
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5 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.1 Ensaio inseticida

O experimento inseticida com Bemisia tabaci (mosca branca) foi
conduzido no Laboratorio de Entomologia e Acarologia Agricola (LEAA) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM)

5.1.1 Criagéo estoque de Bemisia tabaci

A criagdo estoque do inseto foi realizada na casa de vegetagdo da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da UFAM, por processo de infestagcéo
induzida, na qual plantas sadias de couve-de-folhas foram infestadas por mudas
contendo o inseto adulto de Bemisia tabaci. Vale ressaltar que, as plantas couve-
de-folha foram preparadas em tubete de 4 cm de diametro (55 cm?) com substrato
comercial da marca Trospstrato HT Hortalicas® e mantidos em uma gaiola
revestida com microtela (0,8 x 0,8 x 1,5 m) para impedir o ataque de outros
predadores. A selecdo das mudas para o teste de mortalidades apés 7 dia seguiu
o critério de maior infestacdo das folhas, com ninfas marcadas em um circulo de 3

cm de didmetros entre os estagios de ninfas Il e Ill.

5.1.2 Teste de mortalidade

A substancia 3 foi selecionada para avaliacdo da atividade inseticida
devido ao alto rendimento encontrado na espécie D. spruceana. Na aplicacdo
dforma homogénea de 1 mg/mL de substancia/folha foi utilizada uma torre de Potter
Berkard scientific® calibrada a 5 Ibf/pol2. Ressalta-se que a aplicacdo foi realizada
em sextuplicata, sendo que cada folha de couve foi equivalente a uma repeticao. A
substéancia 3 (6 mg) foi dissolvida em 6 mL de acetona e o controle positivo aplicado
foi o produto comercial Evidence WG700®. Apos pulverizagdo da substancia, a
unidade experimental foi realocada para a casa de vegetacdo (FCA) em condigcéo
de semi-campo. A avaliacdo de mortalidade causada pela substancia 3 apos 7 dias
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baseou-se na quantidade de ninfas mortas. Nas analises estatisticas, o0s
percentuais de mortalidade foram transformados em rcsen[{(x+0.5)/100}0.5],
submetidos ao programa a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(p<0.05).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Rendimentos dos extratos

Os rendimentos do extrato hexano e metanodlico dos residuos

madeireiros de D.albergia spruceana séo descritos na tabela 14.

Tabela 14. Rendimento dos extratos obtidos apds a maceracéo.

Massa dos Extratos
Cédigo Massa (g)

DSH 0,62 0,05
DSM 19,00 3,67

Espécie Massa do residuo (g) Rendimentos (%)

D. spruceana 1.117

Os estudos fitoquimicos iniciais com o extrato hexanico resultaram na
predominancia de material graxo na fragdo DSH-2 com 282,3 mg. Na confirmacao
estrutural, 19 mg desse material foi submetido ao experimento de RMN de 'H e as
informacdes espectrais corroboraram para a substancia acido lignocérico (figura 6)

com base em dados de Rappoport (2000).

0 N WO N~
R N N shigeEr  TopSpin TopSpin 3.6.2
8 LT €3
P~ -0 0o
VA NS
i
Current Data Parameters
NAME HelenalZ_DEH-2
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Boquisition Parameters
Date_ 202
Time G2
INSTRUM FOURIER3O0
PROBED 5 mm DUL 123C-1
PULPROG
™
SOLVENT
e
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0O SHH
FIDRE
ag
RG
OH sy
LE
TE
D1
DO
CHANNEL £1
SFO1 300.2019513 MHz
NUCL
o
PL1
F2
p

T T I T T T T T I
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 6. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do &cido lignocérico.



52

6.2 Determinacao das substancias 1 e 2

As substancias 1 e 2 foram analisadas em CCD (Figura 6) e comparadas
com o padrao de [-sitosterol, onde observou-se caracteristicas idénticas, tais como
mancha roxa e Rr=0,4, quando revelada em vanilina sulfirica. A determinacao

estrutural dos esteroides foi confirmada pelo experimento de RMN de *H.

-

$%

Figura 7. Placa de CCD da substancia 1 e 2.

A andlise do espectro de RMN de *H (Figura 8) confirmou a presenca do
B-sitosterol e do estigmasterol em menor proporcdo, devido as observacfes de
sinais caracteristicos dos esteroides. A exemplo, o dubleto da dupla olefinica em &
5,37 (H-6) e um multipleto referente ao hidrogénio oximetinico em & 3,53 (H-3),
comum as duas substancias 1 e 2. O estigmasterol foi confirmado pela presenca
do duplo dubleto do H-22 e H-23 ressoando em 6 5,06 (J = 15,1 e 8,5 Hz) e & 5,20
(J = 15,0 e 8,4 Hz), respectivamente. As metilas foram observadas na regido entre
0 0,68-1,03, como mostra a tabela 12.

Os dados estdo em conformidades com os modelos apresentados por
Chaturvedula e Prakash (2012) e confirmam que 1 e 2 sdo referentes ao B-sitosterol
e estigmaterol, respectivamente (Figura 7). Estes sdo bastantes comum no reino

vegetal, inclusive j& foram identificados em D. spruceana por Cook (1978).

22 ZK

23 23

HO™3 HO 3
1 2

Figura 8. Estrutura das substancias [3-sitosterol (1) e estigmaterol.
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Figura 9. Expansao 7,0-1,0 ppm de espectro de RMNH de 1 e 2 (300 MHz,)
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B%“ TopSpin TopSpin 3.6.2

Current Data Parameters
NAME Helena22 DHE-8.5a
EXPNO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20220308

Time 14.14

INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDCI3

NS

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 16.0209

DW 81.920 usec
DE 6.50 usec

TE 980.8 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

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

P1 8.50 usec

PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters

Si 65536

SF 300.2000000 MHz
WDW EM

SSB 0o

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00



Tabela 15. Dados de RMN *H mistura das misturas 1 e 2 (CDClz).

RMN *H RMN *H
N S (ppm); multi; J (Hz) 8 (ppm); multi; J (Hz)
Substéancia 1 Substancia 2
3 3,53 m 3,53 m
6 5,37 dl (5,0) 5,37 dl (5,0)
22 5,06 dd (15,1; 8,43)
23 5,20 dd (15,03; 8,5)
Me-18 1,04 s 1,04 s
Me-19 0.70 s 0,68 s
Me-21 0,94 d (6,54) 0,94 d (6,54)
Me-26 0,83 d (6,5) 0,83 d (6,5)
Me-27 0,84 d (6,54) 0,84 d (6,54)
Me-29 0,811 (6,6) 0,811 (6,6)
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6.3 Determinacao da substancia 3

O isolado na fracdo (DSH-16.P1; 5,5 mg) apresentou-se como solido
branco cristalino. Em placa de CCD de fase normal, usando um sistema de elui¢ao
com DCM:Acetona (98:2) mostrou absor¢cdo no UV em 254 nm e mancha rosa

guando revelada em vanilina sulfarica (Figura 9).

4 )

254 nm Vanilina

. ‘ —1 Rf=0,62

Figura 10. Placa de CCD da substéncia 3 (DSH-16. P1).

No espectro de RMN de H (figura 11, tabela 16) da substancia 3
foram evidenciados cinco sinais de hidrogénios aromaticos. Para o anel A,
um dubleto em orto na regido de & 7,31 (H-5), um duplo dubleto orto/meta em
6,57 (H-6) e um dubleto em meta em 6,36 (H-8). Para o anel D, dois singletos
em 66,90 (H-2’) e 6,40 (H-5’). No anel B, dois sinais de hidrogénios metinicos
foram vistos em & 5,50 (H-4) e 3,57 (H-3) e dois metilénicos em & (4,29/3,65)
(H-2a / H-2b). ) (VELOSO,2012). O anel aromatico A trisubstituido revelou a
presenca de um sistema ABX , verificando-se hidrogenio de um dubleto em & 7,31
(d,J 8,37 Hertz, H-5), acoplado em orto com o de um duplo dubleto em &
6,57 (dd,J 8,4 e 2,4 Hertz, H-6), o qual também acopla, em meta, com um
hidrogenio em & 6,36 (d,J 2,4 Hertz, H-8). Dois simpletos em & 6,90 (H-2') e
0 6,40 (H-5),foram atribuidos ao anel D, enquanto dois dubletos em & 5,93

e o sinal em & 8,64, indicaram, respectivamente, um grupo metilenodioxi e
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um hidrogénio hidroxilico.

O espectro de 13C (figura 12, tabela 16) associado ao experimento de
DEPT 135 (figura 13) mostram sinais de doze carbonos aromaticos (6 93,0-158,8),
dois metinicos em & 78,4 (C-4) e 40,1 (C-3) e metilénico em 6 66,0 (C-2), além do
metilenodioxi em & 101,2 (OCH20). Todas as correlacdes diretas *J (C-H) foram
atribuidas pela correlacédo de HSQC (figura 14)

No HMBC (figura 15) o sinal de hidrogénio em & 5,50 d (H-4) mostrou
correlagdes a longa distancia com carbonos aroméaticos em & 156,7 (C-9), 6 132,1
(C-5),0 111,8 (C-10) e com o carbono em & 66,0 (C-2) pertencente ao anel B (figura
16). Esses sinais aroméaticos foram definidos no anel A pela conectividade do
hidrogénio em & 6,36 (H-8) com os carbonos em 6 158,8 (C-7), & 156,7 (C-9),
111,8 (C-10) e 109,5 (C-6) (figura 17). O grupo hidroxila foi posicionado em C-7
pelas correlagdes do sinal de hidrogénio em & 8,64 com os carbonos aromaticos
em 0 158,8 (C-7), 6 109,5 (C-6), 103,0 (C-8) como ilustrado na figura 18. No anel
D, o sinal aromatico de hidrogénio em 6,9 (H-2’) fez correlagdes a 3J com o carbono
40,1 (C-3) do anel C que também se correlacionou com o0s carbonos aromaticos
em 154,4 (C-6’), 147,9 (C-4’), 141,5 (C-3’). Um grupo metileno diéxido foi
posicionado no anel D, em fungéo das correlag6es a 3J dos hidrogénios 5,93 d (H-
4’) com os carbonos aromaticos 147,9 (C-4’) e 141,5 (C-3’), todas as atribuicbes do
sistema aromatico D e dos grupos substituintes sdo mostradas na figura 19.

A presenca do anel C foi confirmada com auxilio do espectro de
ESI/EM de alta resolucdo (modo negativo de ionizacéo, figura 20) que
apresentou um pico em m/z 283,06 [M-1] consistente com a férmula
molecular C16H120s5,

Portanto, as analises de RMN e EM abordados acima e com a literatura
(JUNG, 2005; SWAPAN, 1995) permitiram identificar a substancia 3 como
maackiaina (figura 10). Essa substancia pertence a classe dos isoflavonoides e esta
inserida na subclasse dos pterocarpanos. Ela ja teve relato em Dalbergia sprucena
D. odorifera (COOK, 1978; GODA, 1985). Nas investigacdes biologicas, as mais
comuns sao referentes a ensaios citotoxicos (SONGSIANG et al., 2011).



Figura 11. Estrutura da substéancia 3 maackiaina.

Tabela 16. Dados de RMN !H e 13Cda substancia 3 em (acetona-Ds).
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Substancia 3

Literatura (JUNG, 2005)

N RMN *H R:QACN HMBC RMN *H R:QQ:N
& multi; J (Hz) O (ppm) 6 multi; J (Hz) 8 (ppm)
1 —- —- ——- —_—— ———
2 4,29 dd (10,53 e 3,96) 66,07 C-3,C-4,C-1,C-9 | 4.10dd (10.5, 4.3) 66,4
3,651 (9,97) 3.441(10.4)
3 3,57m 40,12 C-2,C-1,C-6,C-9 | 3.34ddd (11.0, 6.8 40,1
e4.3

4 5,50 d (6,54) 78,47 C-2,C-10,C-5,C-9 5.32d (25.7) 78,5
5 7,31d (8,37) 132,12 C-4,C-9, C-7 7.14d (8.4) 132,1
6 6,57 dd (8,37 e 2,40) 109,58 C-8,C10 6.37dd (8.4 e 2,4) 109,8
7 158,82 157,1
8 6,36 d (2,34) 103,00 | C-6, C-10, C-9, C-7 6.19d (2.3) 103,6
9 156,78 156,6
10 111,88 112,5
1 118,61 117,9
2 6,90 s 105,04 | C-3,C-3,C-4, C-6’ 6.68 s 104,7
3 141,55 141,7
4 147,99 148,1
5 6,40s 93,07 C-1’,C-3,C-¢’ 6.26 s 93,8
6’ 154,40 154,2

(3.4) - 5,93 d (8,19) 101,20 C-3,C-4 5.76 d (1.0) 101,3

OCH:20 5,93 d (8,19) 5.74d (1.0)

7-OH 8,64 s C-6,C-7,C-8
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Figura 12. Espectro de RMN 'H de 3 (300 MHz, Acetona).
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Current Data Parameters
NAME Helena22 DHE-16P1
EXPNO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20220505

Time 11.24
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT Acetone

NS 32

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 26.5974

DwW 81.920 usec

DE 6.50 usec

TE 996.4 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1 300.2019513 MHz
NUCA1 1H

P1 8.50 usec

PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
Sl 65536

SF 300.2000000 MHz
wDW EM

SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
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Current Data Parameters
NAME Helena22 DHE-16P1
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 220515
Time 13.19
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg30
TD 32768
SOLVENT Acetone
NS 107520
DS 0
SWH 24414063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 297.5K
D1 0.10000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20
L5 2
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C
P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL {2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.17839999 W
‘J”W PLW13 0.08973100 W
F2 - Processing parameters
sl 32768
SF 75.4853500 MHz
wDwW EM
170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 ppm ng 30gHz
GB 0
PC 1.40

Figura 13. Espectro de RMN %3C da substancia 3 (75 MHz, Acetona).
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NAME Helena22_ DHE-16P1
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220511
Time 10.17
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
TD 65536
SOLVENT Acetone
NS 6144
DS 0
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
Dw 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 1023.6 K
CNST2 145.0000000
1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
e D33 0.00000850 sec

D34 0.00344003 sec
D35 0.00345303 sec

L4 40
P32 90.00 usec
TDO 1
= CHANNEL f1 =
75.4928978 MH:
13C
8.75 usec
17.50 usec
50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ===
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1
CPDPRG[2 waltz16
P3 8.50 usec
P4 17.00 usec
PCPD2 90.00 usec

PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.17839999 W

F2 - Processing parameters
S

32765
SF 75.4853500 MHz
wow EM
T T [ e o :
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm oo 190k
PC 1.40

Figura 14. Espectro de RMN DEPT de 3 (75 MHz, Acetona).
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Figura 15. Mapa de correlacdo HSQC de 3 (300/75 MHz, acetona)
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Figura 16. Mapa de correlacdo HMBC de 3 (300/75 MHz, acetona).
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Figura 17. Expansdo do HMBC na regido 6+ 5,8-5,1 e ¢ 160- 60 de 3.
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Figura 18. Expansdo do HMBC na regido o+ 6,4-6,3 dc 160- de 3.
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Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date 6/14/2022 7:23:49 PM

Analysis Name D:\Data\Usuarios\2022\DaPaz\Alunos\Helena\MS\14-06-2022\ID_ESI-_DEH-16P1.d

Method TuneLow_ESI-_NaFo_50-900_10mM_Padrdo.m Operator BDAL@DE
Sample Name ID_ESI-_DEH-16P1 Instrument micrOTOF-Q
Comment Diluigdo = 20uL (1mg/mL - Acetonitrila) + 980 uL Acetonitrila
Adduct Meas. m/z lon Formula m/z err[ppm] mSigma Score
M-H 283.0638 C16H1105 283.0612 9.4 8.9 100.00
Intens. ID_ES|-_DEH-16P1.d: -MS, 2.2min #132]
103
283.0661
4
3.
2
1
567.1294
0 L ; P . [ (- 1 . L ! . .
200 300 400 500 600 m/z
Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 6/14/2022 7:47:29 PM by: BDAL@DE Page1of 1

Figura 21. Espectro de massas de 3 DSH-16.P1 (ESI/EM, modo negativo)
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6.4 Determinacado da substéancia 4

A substéancia 4, isolada na fragdo (DSM-46.P1, 10,0 mg) com aspecto de
um solido marrom. Em placa de CCD fase normal, usando um sistema de eluicao
com DCM (100%), mostrou absorcao no UV em 254 nm e mancha marrom vanilina
sulfarica (figura 21).

0,80

Figura 22. Placa CCD da substancia 4 (DSM-46.P1).

O espectro de RMN de *H (figura 23 e tabela 17) da substancia 4, revelou
sinais tipicos de derivado fenilpropandide. Foi observado um singleto largo em & 6,43 (H-
2 e H-6), integrando para dois hidrogénios que provavelmente seja a sobreposi¢cao
de dois dubletos em meta. Estes sinais foram atribuidos ao sistema aromatico que
indicaram uma tetra substituicdo. Um grupo propileno foi visto em & 3,36 (C-7), 5,97
(C-8) e 5,11 (C-9) atribuidos a cadeia lateral contendo um metileno terminal na
substancia. Nota-se também, os deslocamentos quimicos de trés grupos
metoxilicos em & 3,84 s e 3,87 s, sendo que o ultimo apresentou sinal duplicado,
integrando para 6 H.

Os sistemas aromaticos no espectro de 3C (figura 24, tabela 17) séo
visualizados de & 105,4-153,1. Os sinais do grupo propileno foram observados em
0 40,5 (C-7), 6 116,0 (C-9) e 137,2 (C-8), sendo que o C-7 e C-9 foram observado
como metilénicos (CH2) no experimento de DEPT-135 (figura 25). Todos as
correlacdes diretas foram concretizadas pelo espectro de HSQC (figura 26).
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No HMBC (figura 27) o sinal de hidrogénio duplicado em & 6,43 (H-2 e
H-6) acoplou com os carbonos aromaticos em & 153,18 (C-3/C-5), 136,27 (C-4),
105,02 (C-2 e C-6) e com o deslocamento em & 40,55 (C-7) do grupo propileno
(figura 28). Estas correlacdes estabelecem conexdes entre 0 anel aromatico e o
grupo propileno que também é sustentado pelo hidrogénio olefinico em & 5,97
devido a correlacao a 2J com os carbonos 40,5 (C-7) e a 3J com o aromatico em &
135,8 C-1 (figura 29). Trés grupos metdxilicos foram posicionados no anel
aromatico, pelas correlagdes dos hidrogénios & 3,84 s (H-4) com o carbono &
136,27 (C-4) e sinal em & 3,87 s (H-3/H-5) correlacionando a 3J com os carbonos
em © 153,18 (C-3/C-5) (figura 30) visto que, o ultimo apresentou sinal equivalente

Com base nos dados de RMN uni e bidimensionais abordados acima e
com a literatura (GARCEZ, 2009) constatou-se a identidade da substancia 4 como
elemicina (figura 22). Essa substancia pertence a classe dos fenilpropanoides. A
mesma ja teve relato na espécie Dalbergia sprucena (COOK, 1978). As
investigagBes biologicas da substancia elemicina apresentaram atividade
antifingica (GARCEZ, 2009).

OMe

. Figura 23. Estrutura da substancia 4.



Tabela 17. Dados de RMN da substancia 4 em CDCls.
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Composto (4)

Literatura (GARCEZ, 2009)

N RMN *H RMN 13C HMBC RMN *H RMN 13C
S multi; J (Hz) S (ppm) S multi; J (H2) S (ppm)
1 135,8 136,0
2 6,43s 105,4 C-3,C-4,C-6,C-7 6,42s 105,6
3 153,1 153,0
4 e 136,2 136,4
5 e 153,1 153,0
6 6,43s 105,4 C-2,C-4,C-5,C-7 6,42s 105,6
7 3,36 d (6.7) 40,55 3,34 d (6,7) 40,8
8 597 m 137,2 C-1,C-7 5,97 m 137,2
9 511 m 116,0 5,10 m 116,0
OMe-3 3,87s 56,0 3,86s 56,0
OMe-4 3,84s 60,8 3,83s 60,8
OMe-5 3,87s 56,0 C-3,C-3,C4, C- 3,86s 56,0
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Figura 24. Espectro de RMN *H de 4 (300 MHz, CDCls).
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.%n TopSpin TopSpin 3.6.2

Current Data Parameters
NAME NMR-883-22_HELENA GARCI#
1

EXPNO

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220830
Time 15.34 h
INSTRUM spect
PROBHD Z119470_0223 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT cDCiI3

NS 8

Ds 2

SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 91.63

DW 50.000 usec
DE 10.00 usec

TE 298.0 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H

PO 3.33 usec

P1 10.00 usec

PLW1 20.32299995 W
F2 - Processing parameters
Sl 131072

SF 500.1300000 MHz
wbw EM

SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Figura 25. Espectro de RMN 12C de 4 (75 MHz, CDCl3)
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Current Data Parameters
NAME NMR-883-22 HELENA GARCIA

EXPNO 2

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 0220830

Time 20.18 h

INSTRUM spect
PROBHD Z119470 0223 (

PULPROG zgpg30
68

TD 327
SOLVENT CDCI3
NS 18432

DS 4

SWH 29761.904 Hz
FIDRES 1.816522 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 3

DW 16.800 usec
DE 10.00 usec
TE 298.0 K

D1 0.20000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

SFO1 125.7716219 MHz
NUC1 13C

PO 3.33 usec

P1 10.00 usec

PLW1 76.11100006 W
SFO2 500.1 3I2-I0005 MHz

NUC2 1
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 80.00 usec

PLW2 20.32299995 W
PLW12 0.31755000 W
PLW13 0.15972000 W

F2 - Processing parameters

Sl 65536

SF 125.7577885 MHz
wDw EM

SSB 0

LB 3.00 Hz

GB 0

PC 1.40
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Current Data Parameters
NAME NMR-883-22 HELENA GARCIA
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 0220831
Time 213 h
INSTRUM spect
PROBHD Z119470_0223 (
PULPROG deptsp135
D 32768
SOLVENT cDCI3
NS 8192
Ds 8
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 1.816522 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 187.25
DW 16.800 usec
DE 10.00 usec
TE 298.0 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
TDo 1
SFO1 125.7716219 MHz
NUC1
P1 10.00 usec
P13 2000.00 usec
) | | PLWO w
e o e e et it e PLW1 76.11100006 W
! SPNAM[5] Crp&0comp.4
SPOALS 0.500
SPOFFS5

0 Hz
SPW5 11.62899971 W
SFO2 500.1320005 MHz

Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltz16
P3

10.00 usec
P4 20.00 usec
PCPD2 80.00 usec

PLW2 20.32299995 W
PLW12 0.31755000 W

F2 - Processing parameters

Si 65536
SF 125.7577885 MHz
WDW EM

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 ppm B s
PC 1.40

Figura 26. Espectro de DEPT de 4 (75 MHz, CDCls).
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Figura 29. Expansao do HMBC na regiao dx 6,7-6,2 ¢ 150-40 de 4.
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Figura 30. Expansado do HMBC na regido &1 6,0-5,9 &¢ 130-20 de 4.
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6.5 Determinacado da substancia s

A substancia isolada na fracdo (DSH-61.17 P1, 3,5 mg) apresentou-se
como um sélido branco cristalino. Em placa de CCD de fase normal usando um
sistema de eluicdo DCM (100%) apresentou o Rf 0,74, absor¢&o na luz UV em 254

nm e mancha roxa quando revelada em vanilina sulfarica (figura 31).

( DCM: 100% \

Vanilina 254 nm

&8

-

Lol &

Figura 32. Placa CCD da substancia 5 (DSM-61.17. P1).

Ao analisar os espectros de RMN da substancia 5, observa-se sinais de
'H (Figura 33) e '3C similares a substancia 3 (Figura 9). A exemplo, temos a
presenca de dois sistemas aromaticos entre 6 7,06 — 6,44, um grupo hidroxilico em
0 5,51 (8-OH), dois sinais metinicos em 6 5,54 (H-4) e 3,57 (H-3) do anel B, além
de dois metilénicos em 6 4,38/3,74 (H-2a / H-2b) e outro em & 5,93/5,94 (OCH20).

No espectro de 13C (figura 34, tabela 18) e DEPT-135 (figura 35) os
sinais de carbonos aromaticos ressoaram entre (6 121,0 — 93,8), enquanto, o
metileno diéxido foi observado em & 101,3. As diferencas estruturais foram
observadas no anel A, devido as mudancas de acoplamentos no sistema aromético
com a presenga de dois hidrogénios do tipo orto em 6 6,69 d (J = 8,6 Hz) e 7,06 d
(J = 8,6 Hz). Essas informagbes, juntamente com a presenca de um sinal de

hidrogénio em & 3,90 fazendo correlagdo a *J com o carbono 56,3 (7-OMe), no
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mapa de HSQC (figura 36), firmou-se a existéncia do grupo metoxila nesta
substancia.

No HMBC (figura 37) o sinal de hidrogénio em & 3,90 (7-OMe) confirmou
0 posicionamento da metoxila no anel A, pela conectividade com o carbono em &
147,3 (C-7) como mostra a expansao (figura 38). O posicionamento da metoxila é
reforcado na posicao (C-7), pela correlacdo do hidrogénio 7,06 (H-5) a 2J com o
carbono (C-9) e com (C-4) do anel C (figura 39).

O espectro de ESI/EM de alta resolucado (modo negativo de ionizagao,
figura 40) que apresentou o pico ion m/z 313,07 [M-1] consistente com a férmula
molecular C17H140s, confirma a presencga dos anéis B/C/D fundidos

As andlises dos dados espectrais de RMN, EM e compara¢des com o
modelo da literatura (JUNG, 2005) afirmam a identidade da substéancia 5 (figura 32)
como 8-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilenodioxipterocarpano. Essa substancia ja foi
encontrada em trés espécies do género Dalbergia (D. spruceana, D. parviflora, e
D. candenatensis) em galhos e cernes (COOK, 1978; CHEENPRACHA, 2009;
SONGSIANG, 2011). Ha relato sobre sua atividade citotoxica contra as linhas
celulares KB, MCF-7 e NCI-H187 de acordo com SONGSIANG et al., (2011).

Figura 33. Estrutura da 8-hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilenodioxipterocarpano.



Tabela 18. Dados de RMN da substéancia 5 (CDCls).
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NO

© 00 N O O b~ W

MeO

(3.4)-
OCH:0

Substancia (5)

RMN H
& multi; J (Hz)

4,38 dd (10,8 e
4,9)
3,741 (10,8)
3,57 m
5,54 d (7,0)
7,06 d (8,6)
6,69 d (8,6)

6,44 s

6,74 s

3,90 s

5,94 d (8,8 Hz)
5,93 d (8,8 Hz)

RMN 3C
5 (ppm)

66,87

40,26

78,38

121,02
105,34
147,35
133,95
143,22
113,92
117,69
93,84

141,77
148,15
104,78
154,20
56,33

101,32

HMBC

C-1’,C-9,C4

C-3,C-4,C-1’,
C-9
C-2,C-1",C-6

C-2, C-10, C-5
C-4,C-9,C-7
C-8, C-10

C-1,C-3, C-4,
C-6’

C-3,C-4, C-6

C-3,C4

Literatura (JUNG, 2005)

RMN H
© multi; J (Hz)

4.34 dd (10.9 e 5,0)
3.70 t (10.9)

3.52m
5.52 d (6.9)
7.04 d (8.6)
6.67 d (8.6)

6.73 s

6.44 s

3.91s
5.91d (12.9)

RMN 23C
5 (ppm)

66.9

40.3
78.4
121.0
105.4
147.3
134.0
143.3
113.9
117.7
93.8

141.8
148.2
104.8
154.2
56.3
101.3
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Current Data Parameters
NAME Helena22 DSM-61.17P2
1

EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221006
Time 14.48
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT cDcCi3
NS 32
DS 1]
‘ SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
‘ AQ 5.3687091 sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 2932 K
| D1 1.00000000 sec
‘ ‘ ‘ ‘ “ ‘ TDO 1
‘ ———————— CHANNEL f1 ========
h ‘ H ‘ \‘ “ H ‘I | 'r' SFO1  300.2019513 MHz
I - i ' N i NUCH 1H
(I i i ! i phd\ Il P1 8.50 usec
(L L o I I\ P Y PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters

©) (I g:: 65536 il
= 300.2000000
2 allzle wpw EM
I | I I I | ss8 0
LB 0 Hz
7.5 6. O 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm GB 0
PC 1.00

Figura 34. Espectro de RMN !H da substancia 5 (300 MHz, CDCls).
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___ —78.3841

Current Data Parameters
NAME Helena22_DSM-61.17P2
2

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20221020

Time 4.08

INSTRUM  FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG zgpg30
32768

TD
SOLVENT cDCI3
NS 22696

DS 0
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
bW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 1024.6 K
D1 0.10000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D4o 0.03084430 sec
L4
L5 2
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C
P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W

| ‘ ======== CHANNEL 2 ====z=z=
SFO2 300.2012008 MHz
NuUcC2 1H

| CPDPRG[2 waltz16

| PCPD2 90.00 usec

| PLW2  20.00000000 W

| PLW12 0.17839999 W

—_—

‘ ’ ( | PLW13 0.08973100 W
i *MW*‘WWWMWM 'ﬁk\wwmw\}m\am i
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Figura 35. Espectro de RMN 12C de 5 (75 MHz, CDClz).
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TopSpin TopSpin 3.6.2
SEtasy TeRSEnISESH

Current Data Parameters
NAM Helena22_ DSM-61.17P2
EXPNO 4

PROCNO 1

F2 - Aequisition Parameters
Date_ 20221019

Time :

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

TD 65536
SOLVENT cocis
NS

3517
DS 0
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
Dw 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 1024.6 K
CNST2 145.0000000
D1 1.00000000 sec

D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000850 sec

D34 0.00344003 sec
D35 0.00345303 sec
L4 40

P32 90.00 usec
TDO 1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1 75.4928978 MHz
NUC1 13C

P1 8.75 usec

P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 W

= == CHANNEL f2 =.
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16

P3 8.50 usec

P4 17.00 usec
PCPD2 90.00 usec

PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.17839999 W

F2 - Processing parameters
sl 32768

SF 75.4853500 MHz
‘wDwW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GEB 0

PC 1.40
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Figura 37. Mapa de correlagdes de HSQC de 5 (300/75 MHz, CDCls).
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Figura 40. Expansdo do HMBC, da regido ox 6,2-7,0 e dc 160-60 de 5.
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Figura 41. Espectro de massas de 5 DSM-61.17.P1 (ESI/EM, modo negativo)
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6.6 Determinacado da substancia 6

A substancia 6 (5,5 mg), isolada na fracdo (DSM-61.15.6) como um
sélido amarelo cristalino. Mostrou em placa de CCD de fase normal, usando um
sistema de eluicdo com DCM: acetona (98:2), absorcdo no UV em 254 nm e

mancha roxa quando revelada em vanilina sulftrica (figura 41).

/Acetona: DCM: (98:2) \

Vanilina 254 nm

- - Rf=0,81

] .

Figura 42. Placa CCD da substancia 6 (DSM-61.15. 6).

Os espectros de ressonacia nuclear magnética revelaram um conjunto
de caracteristicas de estruturas de flavonoides. No espectro de RMN *H (figura 43
e tabela 19) da substancia 6, foi possivel observar cinco sinais de hidrogénios
aromaticos. Dois pares de dubletos em orto em 6 6,97 (J = 8,5 Hz), 6,74 (J = 8,5
Hz), foram atribuidos respetivamente aos hidrogénios H-5 e H-6 do anel A
tetrassubstituido. No anel B, um sistema trissubstituido foi caracterizado pela
presenca de dois dubletos em & 6,38 (J = 2,3 Hz) e 7,26 (J = 8,1 Hz) e um duplo
dubleto em 6,47 (J = 8,1 e 2,2 Hz), que sao referentes aos hidrogénios H-3’, H-6’ e
H-5’, respectivamente. Nota-se ainda um metilénico em & 4,34/3,63 (H-2) e também
dois hidrogénios metinicos em & 3,65 (H-3) e 5,58 (H-4). Os sinais observados
como singletos em & 3,84 s (C-7) e 3,74 s (C-4) foram atribuidos aos grupos
metoxilicos.

O espectro de 2C (figura 44, tabela 19) associado ao experimento de
DEPT-135 (figura 45), mostram sinais na regido entre & 161,0-96,2, atribuidos aos
carbonos aromaticos, carbono metinico em & 39,6 (C-3’), carbindlico em & 78,6 (C-

4) e metilénico em & 66,5 (C-2). Como substituinte verificou-se a presenca de duas
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metoxila em & 55,7 (C-7) e 54,8 (C-4’). Todas as correlagbes diretas foram
caracterizadas pelo espectro de HSQC (figura 46).

No HMBC (figura 47) o sinal do hidrogénio carbinolico em & 5,58 d (H-4)
mostrou correlacdes a longa distadncia com os carbonos arométicos do anel A em
0 144,2 (C-9), 6 120,5 (C-5), 6 114,5 (C-10) e com o carbono metilénico em & 66,5
(C-2) pertencente ao anel C (figura 48). Outros carbonos aromaticos foram
evidenciados pela conectividade do hidrogénio em & 6,97 (H-8) com os carbonos
em & 148,1 (C-7), 6 144,2 (C-9) e 78,6 (C-4 figura 49). No anel B, o sinal aromatico
0 7,26, correlacionando a 3J com o carbono & 39,67 (C-3) do anel C e também se
correlacionou com os carbonos sp2 em 161,18 (C-4’) e 160,86 (C-2’) (figura 50).
Uma das metoxilas foi posicionada no anel A, conectada ao C-7, devido a
correlagao de d 3,84 com o carbono em & 148,10 (C-7) e o outro grupo metoxila foi
posicionado no anel B, devido as correlagdes do hidrogénio & 3,74 (H-4’), com o
carbono 6 161,18 (C-4’) (figura 51)

As analises de RMN sugeriram que a substancia 6 (figura 42) em
guestao trata-se de um flavonoide do tipo isoflavanol que foi elucidada como 8,4,2’
trinidroxi-7,4’-dimetoxiisoflavonol. Essa substancia apresenta os primeiros relatos

na literatura.

OMe
Figura 43. Estrutura de 6 8,4,2’ trihidroxi-7,4’-dimetoxiisoflavonol.



Tabela 19. Dados de RMN da substancia 6 (Acetona).
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RMN *H RMN 13C
N O (ppm); multi; J (Hz) 6 (ppm) HMBC
Substancia 6
1 - ——- -
2 ‘31:2‘5‘ 66,51 C-3,C-4,C-1
3 3,65m 39,67 C-3,C4,C-1
4 5,58d(J=6,7) 78,64 C-4,C-1
5 6,97 d (J=8,6) 120,54 C-2,C-5,C-9, C-10
6 6,69 d (J = 8,5) 105,87 c-4,C-7,C-9
7 148,1 C-5, C-7,C-8, C-10
8 135,06
9 144,22
10 114,53
1 119,43
2 160,86
3 96,25
4 161,18
5 6,47dd (8,1 e 2,2) 106,03 c-6, C-1’, C-3, C-%
6’ 7,26 d (8.1) 125,02
MeO 3,84s 55,7 C-7
MeO 3,74 s 54,82 c-2,C-4
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Figura 44. Dados de RMN 'H de 6 (Acetona).
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NAME Helena22_DSM-61.15.6
EXPNO 1
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F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221007
Time 10.23
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT Acetone
DS 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 2924 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
——m—————=— CHANNEL f ——m——————
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1 7.88 usec
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F2 - Processing parameters
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SF 300.2000000 MHz
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LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
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Current Data Parameters
NAME Helena22 DSM-61.15.6

EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221029

Time .

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

D 32768
SOLVENT Acetone

NS 256000

Ds 0

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

Dw 20.480 usec
DE 10.00 usec

TE 2929 K

[0} 0.10000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20

L5 2

P32 90.00 usec
TDO 1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C

P1 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL {2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W

PLW12 0.17839999 W

PLW13 0.08973100 W
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Figura 45. Espectro de RMN 3C de 6 (75 MHz, acetona).
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Current Data Parameters
NAME Helena22 DSM-61.15.6
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20221027
Time .46
INSTRUM  FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG dept135
TD 65536
SOLVENT Acetone
NS 8192
Ds 0
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
| TE 294.0K
j | | il it | i CNST2  145.0000000
“ { D1 1.00000000 sec
‘ | ‘ " il D2 0.00344828 sec
SR e : ; : D14 0.00001114 sec
D33 0.00000850 sec
D34 0.00344003 sec
D35 0.00345303 sec
L4 40
P32 90.00 usec
1
SFO1 75.4928978 MHz
NUC1 13C
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Figura 46. Espectro de DEPT de 6 (75 MHz, acetona).
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Figura 47. Mapa de correlacdo HSQC de 6 (300/75 MHz, acetona).
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Figura 50. Expansao do HMBC na regido o+ 7,0-6,8 dc 160-80 de 6.
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6.7 Determinacao estrutural da substancia 7

O espectro de massas de alta resolucdo (ESI/EM) da substancia 7
apresentou um pico em m/z 267,07 [M-1], consistente com a formula molecular
CisH12 Oa, ( figura 59). Este experimento, aliado as analises de RMN unie
bidimensionais sugeriram a presenca de um neoflavonoide.

O isolado 7, presente na fracdo DSM-71.16 (10 mg) apresentou-se como
sélido cristalino na cor amarela. Em placa de CCD de fase normal, mostrou intensa
absorcdo no UV (365 e 254 nm) e ndo revelou em vanilina sulfarica. A proporgéo
(98:2) de DCM: acetona foi utilizado como o sistema de eluicdo da corrida

cromatografica (figura 52).

/Acetona: DCM: (98:2) \

Vanilina 254 nm

- Rf=0,62

Figura 53.Placa CCD da substancia 7 (DSM-71.16)

A substancia 7 tem em seus espectros de RMN de 'H (figura 54, tabela
20), um sinal singleto em & 6,27 que corresponde ao hidrogénio vinilico H-3. Sinais
aromaticos foram observados como dois singletos em & 6,92 e 7,01 atribuidos ao
anel A. No anel B, os sinais de hidrogénios aromaticos tém seus sinais observados
em regido congestionada no intervalo de & 7,45-7,01 ppm. A presenca de um sinal
metoxi foi evidenciada em & 4,01s (7-OMe).

No espectro de RMN de 3C (figura 55, tabela 20) observa-se a presenca
de 16 sinais de atomos de carbono, sendo que, os sinais & 128,32 e 128,82
apresentam duplicidade. A carbonila do anel lacténico (C-2) e a dupla ligagédo
olefinica C-3 ressoaram em 0 161,46 e 112,54, respetivamente. Os carbonos

aromaticos encontram-se no intervalo de © 99,62-150,19. Todas as outras
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atribuicdes para a identificacdo da substancia 7 estéo listadas na tabela 20 e foram

atribuidas através do mapa de correlacdo HSQC Figura 56.

No espectro de HMBC (figura 56), o singleto vinilico em & 6,27
correlacionou-se com o sinal da carbonila em & 161,48 (C-2) e com o sinal
aromatico em & 135,62 (C-1’) como mostra o espectro ampliado (figura 57). O
hidrogénio aromatico do anel A em & 7,01 s (H-5) fez correlagdo com o carbono em
0 155,77 (C-4) do anel C e também com sinais de carbonos aromaticos em d 149,
33 (C-9), 150,19 (C-7) e 142,55 (C-6) como mostra na expansao da figura 54. O
grupo metoxilico foi posicionado no anel A, devido a correlacdo 3J do sinal metilico
em 0 4,01 com o carbono 150,19 (C-7) (Figura 58).

A identificacdo estrutural da substéancia 7, além das anélises de RMN uni
e bidimensionais foi também corroborada pelo experimento de massas de alta
resolucao (ESI/EM) na qual apresentou o pico do ion molecular esperado a m/z
267,07 [M-1] e formula molecular C16H1104, como ilustrado na figura 59.

O conjunto das andlises dos dados de RMN, EM e literatura de Nha et
al. (2022) confirmam que a substancia 7 (Figura 53) pertence a classe dos
neoflavonoides e teve sua estrutura identificada como dalbergina. Essa substancia
ja foi relatada previamente em D. spruceana por Cook (1978). Em relacdo as
atividades biolégicas, ha relatos de atividade citotoxica contra a células RAW 264.7
de acordo com a literatura de Nha et al. (2022).

Figura 54. Estrutura da substancia dalbergina



Tabela 20. Dados de RMN da substancia 7 (CDCls).
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Substancia 7

Literatura (Nhan-2022)

RMN *H
& multi; J (Hz)

6,27 (s)

7,01 (s)

6,92 (s)

7,45 (m)
7,52 (M)
7,52 (M)
7,52 (M)
7,45 (m)
4,01 (s)

RMN 3C
5 (ppm)

161,48
112,54
155,77
110,57
142,53
150,19
99,62

149,33
112,33
135,62
128,32
128,82
129,55
128,82
128,32
56,44

HMBC

C-1

C-6

C-7

', C-2

,C-7,C-T

, C-9, C-10

c-4

C-1

" C-2

C-6’

c-1
C-4
c-7

1’ C_6’

RMN H
© multi; J (Hz)

6.21 (s)

6.88 ()

7.06 (s)

7.51 (m)
7.57 (m)
7.57 (m)
7.57 (m)
7.51 (m)
3.99 (s)

RMN 23C
5 (ppm)

163.8
12.3
158.2
111.9
, 145.2
153.6
101.1
150.4
113.1
137.1
129.5
129.9
130.8
129.9
29.5
56.8
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Figura 55. Espectro de RMN *H de 7 (500 Hz, CDCls).
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Figura 56. Espectro de RMN *3C de 7 (125 MHz, CDCls).
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Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date  7/21/2023 2:47:17 PM
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Comment
Meas. Mz # lon Formula m/z err [ppm] mSigma Score
252.0441 1 C18HENO 252.0455 53 83 100.00
2 C13H6N303 252.0415 -10.7 192 28.77
267.0666 1 C16H1104 267.0663 -1.3 39 100.00
3251833 1 C14H2908 325.1868 10.8 216 31.71
2 C11H21N1002 325.1854 6.7 268 100.00
3 C21H2503 325.1809 12 305 79.71
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Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 7/21/2023 5:29:12 PM by: BDAL@DE Page1of 1

Figura 61.Espectro de massas de 7 DSM-71.16 (ESI/EM, modo negativo).
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6.8 Determinacéao estrutural da substancia 8

A substancia 8, codificada na fragdo DSM-73.5.3 (3,5mg) como sélido
branco, mostrou em placa de CCD (figura 61) de fase normal uma leve absorcao
no UV em 254 nm e ao ser revelada em vanilina sulfarica apresentou mancha rosa,

usando sistema de eluicdo DCM:acetona (98:2)

/ Acetona: DCM: (98:2)

254 Vanilina

\_ /

Figura 62. Placa CCD da substancia 8 (DSM-73.5.3).

O isolado da fracdo DSM-73.5.3 foi submetido experimentos de
espectrometria de massas (EM) e 5 de RMN 1D (*H, 13C e DEPT 135), 2D (HSQC
e HMBC), que indicaram estrutura tipica de um flavonoide.O espectro de massas
(ESI/EM) apresentou um pico em m/z 333,13 [M+1] consistente com a formula
molecular C18H2006 (Figura 71). No espectro de RMN de H (Figura 63, Tabela 21)
foram evidenciados quatros sinais de hidrogénios aromaticos na regiao entre &
7,55-6,73, todos apresentando acoplamento em orto, sugerindo dessa forma a
presenca de dois grupos arila tetrasubstituido. No A anel do sistema aromético
foram atribuidos os dubletos 6,55 (J = 8,35 Hz) € 6,73 (J = 8,35 Hz) correspondente
aos hidrogénios H-6 e H-5, respectivamente. O mesmo padrédo de acoplamento em
orto foi verificado para o anel B, com sinais em 6 6,63 (H-6’) e 6,67 (H-5’). Os trés
grupos metoxilicos substituintes ressoaram em 6 3,94 s (8-OMe), 3,91 s (7-OMe) e
3,92 s (OMe-2’) No anel C, a presenga do sinal metinico em & 3,57 (H-3) e sinais
metilénicos em & 4,03 e 4,42 (H-2a e H-2b) e 2,92 e 2,95 (H-4a e H-4b) sédo
indicativos de flavonoide do tipo isoflavana.



101

No espectro de RMN de *3C (Figura 64, Tabela 21) foram detectados 18
atomos de carbono, ressaltando que o sinal em & 147,56 mostrou duplicidade
devido a diferenca de intensidade quando comparado com os demais carbonos
desidrogenados. A presencga de dois carbonos metilénicos ressoaram em & 70,54
(C-2) e 31,50 (C-4) que foram sustentados pelo espectro de DEPT 135 (Figura 65)
e juntamente com o sinal metinico em & 31,59 (C-3) representam os deslocamentos
quimicos do anel pirano (anel C). Os demais dados de carbonos aroméaticos e dos
Seus grupos substituintes podem ser observados na tabela 21.

No espectro de correlagéo a longa distancia HMBC (Figura 66) os sinais
de hidrogénios metilénicos H-4 (2,92 e 2,95) correlacionaram-se com os carbonos
0 70,54 (C-2), 31,59 (C-3) do anel pirano e também com os carbonos aromaticos
em & 115,35 (C-10) e 124,37 (C-5) do anel A (figura 67). O hidrogénio aromatico do
anel A em & 6,73 (H-5) fez correlagdo a 3J com o carbono metilénico em & 31,50
(C-4) e com o sinal duplicado em & 147,56 (C-7/C-9). O anel B foi posicionado em
C-3 devido a correlagéo a 2J do hidrogénio 6,63 (H-6’) com o carbono em 31,59 (C-
3), 0 mesmo sinal do hidrogénio também fez correlacdo com o carbono aromatico
em 145,73 (C-2’), como ilustrado no mapa expandido de HMBC (Figura 68). Os
grupos metoxilicos em & 3,91 (7-OMe) e 3,94 (8-OMe) foram posicionados no anel
A, devido a correlacdo a 3J com os carbonos 147,56 (C-7) e 134,97 (C-8),
respectivamente (figura 69). O grupo metoxi em & 3,92 (2’-OMe) foi posicionado no
anel B, pela conectividade com o carbono em & 145,73 (C-2’). Vale ressaltar que, o
posicionamento dos grupos hidroxi (3'-OH e 4’-OH) no anel B foram em
consonancia com os dados de espectrometria de massas (Figura 70), padrédo de
substituicdo do sistema aromatico e por comparacao na literatura com a substancia
duartina (CARVALHO e BRAZ FILHO, 1992).

Os conjuntos de dados de RMN discutidos acima e as informacdes do
EM, permitiram propor para a sustancia 8 uma estrutura similar a isoflavana
duartina, apresentada por Carvalho e Braz-Filho (1992). As diferencas estruturais
com a duartina estdo direcionadas na troca dos grupos substituintes 7-OMe e 4’-
OMe na substancia 8, permitindo dessa forma propor a identidade da substancia
como 3’ ,4’-dihidroxi-7,8,2’-trimetoxiisoflavana (figura 62), que até o presente

momento tem seus primeiros relatos na literatura.
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Figura 63. Estrutura de 8 3’,4’-dihidroxi-7,8,2’-trimetoxiisoflavana.
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Tabela 21. Dados de RMN da substéncia 8 (CDCI3).

N° Substéncia 8 Literatura (Carvalho, 1992)
RMN *H ng/lcN HMBC RMN H RMN 13C
8 "(‘g'zt)' J | 5 (ppm) & multi; J (Hz) 5 (ppm)

1 ——- ——- — ——— —
2a 4,42 (m) e 70,51 31,50; 31,59 4,371 (10,4) 70,4
oh 4,031 (10,3) 3,991 (10,4)

3 3,59 (m) 31,59 3,6-3,4 (M) 31,48
4a 2,92 (m) 31,50 31,59; 115,34 2,02 dd (15,0 e 5,0) 31,49
4b 2,95 (m) 2,92 dd (15 e 10)

5 6,73d (8,35) | 124,27 31,50; 147,56 6,70 d (8,3) 124,15

6 6,55 d (8,35) | 107,01 115,34; 134,97 6,50 d (8,3) 107,02

7 147,56 147,49

8 134,97 — 134,78

9 147,56 — 147,07
10 115,34 — 115,23
7’ 127,27 — 127,18
2 145,73 — 145,25
3 138,71 — | e 138,61
4 139,19 - 146,64
5 6,67 d (8,57) | 106,48 | 127,27;138,71; 139,19 6,58 d (8,6) 10644
6 6,63d (8,70) | 116,98 31,59; 145,73 6,62 d (8,6) 116,86

MeO 3,94 (s) 61,03 134,97 3,87 (s) 60,89
MeO 3,92 (s) 60,97 145,73 3,86 56,10
MeO 3,91 (s) 56,23 147,56 3,88 60,84
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Figura 64. Espectro de RMN 'H de 8 (500 MHz, CDCls)
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Figura 65. Espectro de RMN 13C de 8 (125 MHz, CDCls)
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Figura 66. Espectro de RMN DEPT 135 de 8 (125 MHz, CDCI3)



107

I
F1 [ppm]

[
100

|
150

10 8 6 4 F2 [ppm]
Figura 67. Mapa de correlagdo HSQC de 8 (500/125 MHz, CDCls).
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Analysis Info Acquisition Date  8/1/2023 1:07:25 PM
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Figura 72. Espectro de massas de 8 DSM-73.5.3 (ESI/EM, modo positivo)
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7 Atividade inseticida

O resultado de mortalidade obtido no teste in vitro da substancia
maackiaina (3) frente ao inseto Bemisia tabaci sdo apresentados na tabela 22. Em
resumo o tratamento demonstra que o isoflavonoide (3) obteve um resultado
expressivo ao efeito de mortalidade causado nas ninfas com 35,74%, mostrando
uma diferenga de apenas 7% com a controle comercial utilizado (Evidence
WG700®). Esse € o primeiro relato de atividade inseticida com o isoflavonoide

maackiaina.

Tabela 22. Taxa de mortalidade obtida no teste de sensibilidade frente a Bemisia tabaci.

Taxas de mortalidade dos insetos

Principios testados (%0 eD.P.)
Evidence 42,7 + 1,07
Maackiaina 35,7 £ 0,89

Acetona 16,9+0,4
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos fitoquimicos dos extratos em hexano e metanol de Dalbergia
spruceana, permitiram o isolamento de oito substancias. No extrato hexano, foram
obtidos esteroides (sitosterol e estigmaterol), flavonoide (maackiaina) e o acido
graxo lignocérico que foi majoritario do extrato.

No extrato metandlico as classes de substancias isoladas foram
fenilpropanoide (elemicina), neoflavonoide (dalbergina) e quatro flavonoides (8-
hidroxi-7-metoxi-3’,4’-metilenodioxipterocarpano, maackiaina, 8,4,2’ trihidroxi-7,4’-
dimetoxiisoflanovol e 3’,4’-dihidroxi-7,8,2’-trimetoxiisoflavana). Vale ressaltar que
as duas Ultimas substancias s&o inéditas na literatura. E importante ressaltar que,
os flavonoides estdo sendo predominantes no extrato metandlico, especialmente a
maackiaina. Os flavonoides representam uma classe importante de metabdlitos
secundarios, com grande variedade de atividades biolGgicas relatadas na literatura.
Diante disso, foi realizado ensaio inseticida frente ao inseto Bemisia tabaci (Mosca
branca) com a substancia majoritaria maackiaina e os resultados mostram uma
diferenca de 7% mortalidade, quando comparado com a droga comercial Evidence
WG700®.
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