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RESUMO

A familia Leguminoseae Adans. (Fabaceae) € a terceira maior familia de
angiospermas, com 720 géneros, 19.327 espécies e divide-se em trés subfamilias
(Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae). No Brasil, essa familia possui
aproximadamente 2.100 espécies em 188 géneros. Apresenta uma grande
particularidade devido ao alto teor de flavonoides, como metabdlitos secundarios, os
quais sdo de importancia taxondémica restrita a essa familia. A subfamilia
Papilinoideae possui grande importancia por ser a maior das trés subfamilias e pela
biossintese de isoflavonoides, classe incomum em plantas, com importantes
atividades biolégicas. Dentre os principais géneros, destacam-se Lonchocarpus e
Dahlstedtia que apresentam grandes semelhancas taxonOmicas. Recentemente
houve uma nova reclassificacdo em que Dahlstedtia passou a agregar espécies
antes pertencentes a Lonchocarpus. Dahsltedtia Malme apresenta-se endémico nas
Américas, tendo seu centro de diversidade na porcao sul da América do Sul, sendo
gue doze das dezesseis espécies sao endémicas das regides sul e sudeste do Brasil
e leste do Paraguai e Argentina. Dahlstedtia glaziovii, restrita ao estado do Rio de
Janeiro, € uma arvore de 4 a 12m e apresenta flores violaceas. Devido as diversas
atividades biolégicas e farmacoldgicas apresentadas pelos flavonoides, propos-se o
estudo desta espécie, com vistas ao isolamento destes compostos e realizacdo de
testes para atividade antiproliferativa in vitro contra linhagens de células tumorais
humanas e, ainda, atividade antimicrobiana. A parte da planta estudada foram as
raizes, devido a alta concentracdo de flavonoides presente. Apds secas e trituradas,
o material foi extraido a frio em trés polaridades diferente de solvente: eter de
petroleo, diclorometano e metanol. Ambos os extratos foram avaliados para testar as
atividades acima citadas, sendo que o extrato diclorometanico apresentou melhor
atividade, o qual foi fracionado. Varios procedimentos cromatograficos foram
realizados para o isolamento de dezenove compostos, sendo um inédito 2'-hidroxi-8-
(a-a-dimetilalila)-[3',4":4",5"]-furanodibenzoilmetano, e os outros ja conhecidos como
produtos naturais. Todos os compostos isolados sdo pertencentes a classe dos
flavonoides, sendo duas chalconas, seis derivados de dibenzoilmetano, duas
flavanonas, oito flavonas e um rotenoide. Uma peculiaridade interessante € o fato de
todos estes flavonoides apresentarem grupamentos prenilas, os quais caracterizam
as espécies de Papilionoideae e sdao muito comuns no género em estudo e atuam
como marcadores quimiotaxondmicos destas espécies. A avaliacdo da atividade
antiproliferativa mostrou que o extrato diclorometanico apresentou-se potente contra
as linhagens de células de melanoma e leucemia e moderado para as linhagens de
células de cancer de mama, ovario, rim e prostata. Enquanto que o extrato de éter
de petréleo apresentou-se potente contra a linhagem de células de melanoma e
moderado contra linhagens de céncer de mama, ovério, rim, pulmdo. Estes
resultados indicam que os flavonoides de D. glaziovii apresentam potencial
farmacolodgico.

Palavras-chave: Leguminosae. Dahlstedtia glaziovii. Flavonoides prenilados.
Atividade antitumoral.



ABSTRACT

The Leguminoseae Adans. (Fabaceae) family is the third largest family of
angiosperms, with 720 genera and 19,327 species and is divided into three
subfamilies (Caesalpinioideae, Mimosoideae and Papilionoideae). In Brazil, this
family has approximately 2,100 species in 188 genera. It presents a particularity due
its high content of flavonoids like secondary metabolites, which are from taxonomic
significance restricted to this family. The subfamily Papilinoideae has large
importance being the largest of the three subfamilies and due the biosynthesis of
isoflavonoids, uncommon class in plants that present important biological activities.
Among the main genera, Dahlstedtia and Lonchocarpus show taxonomic similarities.
Recently, a new reclassification occurred and Dahlstedtia comprises species before
belonging to Lonchocarpus. Dahsltedtia Malme is endemic in the Americas, with its
center of diversity in the southern portion of South America, with twelve of the sixteen
species endemic to the south and southeast regions of Brazil and eastern Paraguay
and Argentina. Dahlstedtia glaziovii which is restricted to the state of Rio de Janeiro,
is a tree of 4 to 12m and presents violet flowers. Due to the variety of biological and
pharmacological activities presented by flavonoids, it was proposed the study of this
species, in order to isolate these compounds and perform tests for antiproliferative
activity in vitro against human tumor cell lines and also against antimicrobial activity.
The plant’s part that was investigated were the roots due its high concentration of
flavonoids. After dried and crushed, the material was extracted under normal
temperature using three different polarities solvent: petroleum ether, dichloromethane
and methanol. Both extracts were tested to above mentioned activities and the
dichloromethane extract showed the best activity, so it was fractionated. Several
chromatographic procedures were performed for the isolation of nineteen
compounds, beingg one novel 2'-hidroxy-8-(a,a-dimethylallyl)-[3',4":4",5"]-
furanodibenzoylmethane, and others known as natural products. All compounds
isolated belong to the class of flavonoids, being two chalcones, six derivatives from
dibenzoylmethane, two flavanones, eight flavones and one rotenoid. An interesting
fact is that all these flavonoids exhibit prenylated groups, that characterizes the
species of Papilionoideae and are very common in the genus in study therefore,
acting as chemotaxonomic markers of these species. The antiproliferative assays
showed that the dichloromethane extract presented potent activity against cell lines
human of melanoma and leukemia and presented moderate activity against cell lines
of breast, ovarian, kidney and prostate. While the petroleum ether extract showed
potent activity against melanoma cell line and moderate against strains of breast,
ovary, kidney and lung. These results indicate that the flavonoids of D. glaziovii
present pharmacological potential.

Keywords:  Leguminosae. Dabhlstedtia  glaziovii.  Prenylated flavonoids.
Antiproliferative assays.
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1 INTRODUCAO

A importancia do estudo de produtos naturais tem se tornado cada vez mais
evidente e necessario, uma vez que estes tém desempenhado um papel dominante
no desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de doencas humanas.
Podendo ser utilizados diretamente como principios ativos, ou ainda, servir como
material de partida para a sintese, fornecendo modelo para a obtengédo de moléculas
estruturalmente semelhantes com atividade bioldgica.

Produtos naturais s&@o caracterizados como moléculas de metabdlitos
secundarios biossintetizados por plantas terrestres e marinhas, fungos, bactérias,
protozoarios, insetos e animais (Strohl, 2000). Sao produzidos por organismos vivos
em resposta a estimulos externos, em decorréncia da interacdo com outros
organismos e com o meio ambiente. Constituindo-se, principalmente, como defesa e
adaptacdo para o organismo. Este metabolismo caracteriza-se como nao essencial
para o crescimento e desenvolvimento de um organismo, produzindo estruturas
complexas e de baixo peso molecular, dentre as principais classes destacam-se o0s
alcaloides, terpenoides e derivados de fenilpropanoides.

Muitos produtos naturais possuem importantes atividades farmacolégicas,
sendo que 60% das drogas anticancerigenas e 75% das utilizadas no tratamento de
doencas infecciosas ou sdo de origem natural ou derivadas de produtos naturais
(Furlan et al, 2012). As plantas medicinais representam, desde os primérdios da
humanidade, a melhor fonte de cura para diversas doencas. Metabdlitos secundarios
de plantas e seus derivados semissintéticos tém desempenhado um papel
importante na terapia, principalmente como drogas anticancer (Newman e Cragg,
2012).

O céancer tem se tornado uma das doencas mais notaveis nos seres
humanos, atualmente existe um interesse cientifico e comercial consideravel na
descoberta continua de novos agentes anticancerigenos a partir de fontes naturais.
O uso de produtos naturais como agentes anticancerigenos foi reconhecido na
década de 50 pelo Instituto Nacional de Cancer dos EUA (NCI), o que tem levado a
grandes contribui¢cdes na descoberta de novos medicamentos (Fouche et al., 2006).

Dentre os farmacos de grande importancia que foram isolados de plantas,
destacam-se: taxol, vimblastina e vincristina como agentes anticancer; etoposideo

(VePesid®), composto sintético que surgiu baseado no produto natural



podofilotoxina, tem sido usado para céncer de testiculo e pulm&o, mostrando-se
menos tdxico e mais potente que o composto natural (Kinghorn, 1987 e Yunes e
Cechinel Filho, 2012).

Por muito tempo as plantas medicinais e seus derivados constituiram a base
da terapéutica medicinal, e a cultura chinesa tem-se utilizado do conhecimento
popular de ervas medicinais pelos ultimos cincos séculos (Foglio et al, 2006).

De acordo com estimativas da OMS, mais de 80% das pessoas nos paises
em desenvolvimento dependem da medicina tradicional para as suas necessidades
bésicas de salde, sendo que mais de 60% dos pacientes com cancer fazem uso de
vitaminas ou ervas como terapia (Unnati et al., 2013).

Existem numerosas plantas medicinais disponiveis na natureza, sendo que a
maior parte delas apresentam potentes propriedades anticancerigenas, entretanto, a
grande maioria delas ainda néo foi estudada quimicamente (Unnati et al., 2013).
Grande parte das plantas nativas brasileiras utilizadas popularmente, por exemplo,
ainda nao tem respaldo cientifico quanto a sua eficacia e seguranca, o que
demonstra uma grande disparidade diante da grande biodiversidade e as poucas
pesquisas realizadas (Foglio et al., 2006).

Desta forma, considera-se este um fator de grande incentivo ao estudo
quimico de plantas, visando sua utilizagdo como fonte de recursos terapéuticos, pois
0 reino vegetal representa, devido a pouca quantidade de espécies estudadas, um

vasto campo de moléculas com atividade biolégica a ser explorado.

1.1 FAMILIA LEGUMINOSAE (FABACEAE)

A familia Leguminoseae Adans. ou Fabaceae Lindl. constitui a terceira maior
familia florifera de angiospermas, abrangendo aproximadamente 720 géneros,
19.327 espécies e trés subfamilias (Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae). Sendo que, no Brasil, compreende cerca de 2.100 espécies em 188
géneros (Da Silva, 2010). Destaca-se devido sua grande importancia econdémica, por
ser uma vasta fonte de alimentos, madeira de boa qualidade, plantas ornamentais,
resinas, Oleos essenciais, inseticidas e compostos quimicos usados como

medicamentos (Santos, 2008 e Da Silva, 2010). Uma importante particularidade



dessa familia € seu alto teor de metabdlitos secundarios da classe dos flavonoides,
sendo estes de importancia taxonémica restrita a essa familia (Sales, 1994).

Dentre as espécies utilizadas como fonte de alimentos, as mais conhecidas
sao: feijao (Phaseolus vulgaris), soja (Glycine max), ervilha (Pisum sativum) e grao-
de-bico (Cicer arietinum). Como espécie ornamental das mais conhecidas no Brasil
destacam-se o flamboyant (Delonix regia) e a pata-de-vaca (Bauhinia variegata).

Leguminosae divide-se em trés subfamilias bastante distintas
morfologicamente. Dentre as quais se destaca Papilinoideae, a maior e mais
diversificada das trés, com 28 tribos, 440 géneros e cerca de 13.800 espécies (Da
Silva, 2010), caracterizando-se quimicamente pela presenca de isoflavonoides,
classe incomum em plantas, com importantes atividades biolégicas. Apesar dos
flavonoides estarem presentes nas trés subfamilias, a distincdo mais importante se
deve a presenca dos isoflavonoides em Papilionoideae, uma vez que a ocorréncia
dessa classe em Caesalpinioideae e Mimosoideae continua a ser muito pequena em
comparacdo com 0 numero desses compostos encontrados em Papilionoideae.
Outra indicacdo da diferenca estrutural de flavonoides de Papilionoideae é a
predominéncia de derivados prenilados, o que proporciona um maior interesse no
estudo quimico de leguminosas desta subfamilia. Além dos isoflavonoides, outras
classes presentes em Papilionoideae s&o: flavonas e flavondis (aglicona e
glicosilados); chalconas, flavanonas, dihidrochalconas e dihidroflavonois

(comumente prenilados) e, ainda, auronas (Veitch, 2010).

1.2 GENERO DAHSLTEDTIA (TRIBO MILLETTIEAE - PAPILIONOIDEAE)

A tribo Millettieae Mig. (mesmo que Tephrosieae) da subfamilia
Papilinoideae € composta por 909 espécies e 45 géneros, sendo uma das mais
complexas tribos de Leguminosae do ponto de vista tanto taxonémico, quanto de
metabdlitos secundarios.

Segundo Da Silva, 2010, a historia taxondmica dos géneros de Millettieae é
bastante complexa, principalmente géneros relacionados com Lonchocarpus sensu
lato, como o caso de Derris Lour., Deguelia Aubl., Philenoptera Fenzl, devido a
riqgueza especifica e diversidade morfoldgica, bem como o grande compartilhamento

de caracteristicas morfolégicas de Lonchocarpus com outros géneros neotropicais,



como Behaimia Griseb., Bergeronia Micheli, Dabhlstedtia Malme, Deguelia,
Margaritolobium Harms, Platycyamus Benth.; e géneros paleotropicais como Derris,
Millettia Wight & Arn., Philenoptera e Tephrosia Pers..

Dentre seus géneros neotropicais Dahsltedtia apresenta-se muito
semelhante morfologicamente com o género Lonchocarpus. Em estudo realizado por
Da Silva, (2010 e 2012), foi proposto um desmembramento de Lonchocarpus sensu
latu em trés grupos distintos representados pelos clados Laxiflori, Dahlstedtia e
Lonchocarpus s. str.,, 0s quais passaram a ser taxons geneéricos independentes:
Muellera, Dahlstedtia e Lonchocarpus sensu estricto por possuirem caracteristicas
morfolégicas e biogeografia exclusivas ou pouco compartilhadas.

Considerando abordagens taxonémicas, nomenclaturais e filogenéticas (Da
Silva, 2010; Da Silva et al., 2012) foi proposto a transferéncia das espécies de
Lonchocarpus sect. Punctati sensu Bentham (1860) e de L. subg. “Punctati” sensu
Tozzi (1989) para o género Dahlstedtia, o qual passou de 2 para 16 espécies, de

acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Espécies pertencentes ao género Dahlstedtia Malme.

Espécies de Dahlstedtia

Malme Nomenclatura anterior Espéqie_s estudadas
guimicamente
D. pentaphylla * Dahlstedtia pentaphylla
D. erythrina * Dahlstedtia pinnata
D. burkartii a
D. dehiscens *
D. gwilymii o
D. peckoltii » Lonchocarpus peckoltii
D. araripensis = Lonchocarpus araripensis/ X
Derris araripensis
D. bahiana Lonchocarpus bahianus
D. calcarata « Lonchocarpus calcaratus
D. castaneifolia » Lonchocarpus castaneifolius
D. confertiflora Lonchocarpus confertiflorus
D. floribunda « Lonchocarpus subglaucescens X
D. glaziovii « Lonchocarpus glaziovii
D. grandiflora « Lonchocarpus grandiflorus
D. hylobia « Lonchocarpus hylobius
D. muehlbergiana « Lonchocarpus muehlbergianus X

* Espécies antes pertencentes ao género Dahlstedtia; ® Trés novas espécies;
* Espécies de Lonchocarpus. (Da Silva, 2010; Da Silva et al., 2012).



Dahsltedtia Malme (Figura 1) tem seu centro de diversidade na por¢éo sul da
América do Sul, sendo que 12 das 16 espécies sdo endémicas das regides sul e
sudeste do Brasil e leste do Paraguai e Argentina. Todas as espécies sado exclusivas
das Américas, na sua maioria, endémicas no Brasil (10 spp.). Apenas 2 espécies (D.
confertifiora e D. hylobia) localizam-se na porcédo setentrional sulamericana e uma

abrange a América Central (D. calcarata).

Figura 1: Espécies de Dahlstedia Malme: A) Dahlstedia grandiflora. B) Dahlstedia erythrina.
C) Dahlstedia pentaphylla. D) Dahlstedia araripensis. E) Dahlstedia muehlbergiana.
(Fonte: Da Silva, 2010).

Dados fitoquimicos das espécies ja estudadas desse género (tabela 1): D.
pentaphylla e D. erythrina (Garcez et al., 1988), D. araripensis (Lima et al., 2009), D.
floribunda (Magalhées, et al., 1996) e D. muehlbergiana (Magalhdes et al., 2004);
indicam que dentre as principais classes de flavonoides isoladas destas espécies
encontram-se as chalconas, flavanonas, flavonas, dibenzoilmetanos e rotendides,
em menor ocorréncia flavanas, auronas, di-idrochalconas e isoflavonas. Sendo que
estes compostos caracterizam-se pela presenca de grupos prenilas, principalmente
pela presenca dos aneis furano e 2”,2”-dimetilcromeno (Figura 2), indicando que

flavonoides prenilados sdo marcadores taxonémicos de espécies deste género e



seus aliados. De acordo com estudo realizado por Garcez et al. (1988), os
flavonoides prenilados presentes em Dabhlstedtia, sdo indicadores da evolugéo

destas espécies.

D. pentaphylla OCHz  OCH,

D. muehlbergiana

D. araripensis

[s]
D. floribunda o—/

Figura 2: Alguns flavonoides isolados de espécies do género Dahlstedtia.

Na medicina tradicional plantas de Lonchocarpus spp. (raizes, folhas e
frutos) tém sido utilizadas no tratamento de tumores, dores nas costas, convulsoes,
erupcdes, escorbuto, feridas, doenca de chagas, diurético, laxante, parasiticida, em
sintomas de reumatismo, artrite, diabetes, colicas intestinais, diarréia cronica, bem
como problemas respiratérios e como medicamento estomacal (Reyes-Chilpa et al.,
2006; De Lima et al., 2011). Além disso, em algumas regifes do Brasil plantas de
Lonchocarpus séo tradicionalmente utilizadas para o tratamento da AIDS, dor de
cabeca, doencas da pele, inflamacdes, gastrite e Ulcera estomacal. Outras
atividades relacionadas a Lonchocarpus sdo: antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antitumoral, citotoxico, antiprotozoaria e quimiopreventivo (Borges-
Argaez et al., 2007).

Flavonoides isolados de Lonchocarpus e Dabhlstedtia tém apresentado
importantes atividades bioldgicas, como atividade citotéxica antitumoral (Cassidy e

Setzer, 2010). Flavonoides de D. floribunda, um dibenzoilmetano (3,4-metilenodioxi-



2’-metoxi-6”,6"-dimetilcromeno[2”,3":4’,3']-3-oxochalcona) (1, figura 3) e uma
flavanona  (3’,4’-dimetoxi-7,8-(2”,2"-dimetilpirano)-flavanona) (2, figura 3),
apresentaram atividade antimalarica e potente atividade tripanosoma,
respectivamente (Santos et al., 2009b). A flavona 3,6-dimetoxi-6”-6"-dimetil-
[27,3”:7,8]-cromenoflavona (3, figura 3) isolada de D. araripensis demostrou reduzir
efetivamente lesGes gastricas, apresentando-se como gastroprotetor (Campos et al.,
2008). O composto karanjina (4, figura 3) encontrado na maioria das espécies de
Dahlstedtia estudadas, também demonstrou atividade como agente anti-Ulcera,
atuando como inibidor de H*, K* -ATPase e antioxidante (Vismaya et al., 2011). O
composto pongamol (5, figura 3) e lanceolatina B (6, figura 3), muito comuns em
espécies deste género, apresentaram-se ativos contra Staphilococus aureus, sendo
que o pongamol também foi ativo para Bacillus subtilis e Cladosporium
cladosporioides (Magalhades et al., 2007), apresentando-se, ainda, como inibidor da
a-glicosidase intestinal, o que Ihe confere atividade anti-hiperglicémica (Rao et al.,
2009).

Os rotendides, principalmente a rotenona (7, figura 3) sdo conhecidos pela
sua alta toxicidade, causando a morte de insetos e peixes (Reyes-Chilpa et al.,
2006). Extrato etandlico das raizes da Dahlstedtia pentaphylla demonstrou-se
eficiente contra a doenca do carrapato, causada por Boophilus microplus (Pereira e
Famadas, 2006).

Figura 3: Flavonoides isolados de Dahlstedtia com atividade biolégica.



1.3 DAHLSTEDTIA GLAZIOVII (TAUBERT) M.J.SILVA & A.M.G.AZEVEDO, COMB. NOV.

Dahlstedtia glaziovii (Taubert) M.J.Silva & A.M.G.Azevedo, comb. nov., é
uma espécie brasileira, endémica da regido Sudeste, a qual se restringe ao estado
do Rio de Janeiro, sendo encontrada nos municipios de Nova Friburgo e Alto Macaé,
nas imediagdes do Parque Estadual de Trés Picos. Habita as bordas ou baixios das
Florestas Ombrofilas Densas, proximas a cursos d’agua em altitudes de 1231 a 1240
metros. E conhecida popularmente como Guarana-timbo (Da Silva, 2010).

E uma arvore que atinge de 4 a 12 m de altura, apresenta ramos lenhosos;
as folhas apresentam peciolo e raque cilindricos, estriados e com a face superior
canaliculada, as flores lilases a violaceas, calice e corola com cavidades secretoras;
Legume samarodide (fruto) cartaceos, creme quando maduro e verde-claro quando
imaturo; sementes macias, castanho-claras. Coleta com flores ocorre em marco e
abril e com frutos em abril, agosto e outubro.

D. glaziovii assemelha-se morfologicamente com D. erythrina e com D.
bahiana. A classificagdo botanica (M.J.Silva & A.M.G.Azevedo, 2010) do espécime

em estudo, esta apresentada a seguir.

Nome cientifico: Dahlstedtia glaziovii (Taubert) M.J.Silva & A.M.G.Azevedo,
comb. nov.

Familia: Leguminosae (Fabaceae)

Subfamilia: Papilionoideae

Género: Dahlstedtia Malme

Espécie: glaziovii



Figura 4: Dahlstedtia glaziovii.
(Fonte: Da Silva, 2010).
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1.4 FLAVONOIDES

Os flavonoides constituem uma das maiores classes de metabolitos
secundarios presentes nos vegetais, representando um dos grupos fendlicos mais
importantes entre os produtos de origem natural. Apresentam muitas variacfes
estruturais, resultando numa grande diversidade de subclasses, como: chalconas,
flavanonas, flavonas, dibenzoilmetanos, flavonondis, isoflavonoides, antocianidinas,
rotenoides entre outros (Cushnie e Lamb, 2005). Sdo compostos de baixo peso
molecular, desempenham um papel vital na fotossintese celular, além de,
apresentarem importantes atividades biolégicas na natureza, como antioxidantes,
reguladores de crescimento, polinizadores, responsaveis pela coloragao,
fotoprotecao, entre outros.

Nas plantas sdo responsaveis pela pigmentacéo, podendo ser considerados
pigmentos naturais, sendo a coloragdo amarela conferida as chalconas e flavondis,
enquanto que coloracdo vermelha, azul e violeta, sdo conferidas as antocianidinas.
Outros compostos incolores sdo atribuidos, por exemplo, as flavonas, as quais
absorvem mais fortemente na regido do UV, sendo detectadas pelos insetos,
atuando como atrativos para agentes polinizadores de plantas (Dewick, 2009).

Desempenham um papel fundamental na protecdo do vegetal em resposta
ao ataque microbiano, observando seu acumulo como fitoalexinas. Atuam também
como protetores contra irradiacdo ultravioleta, principalmente na faixa do UV-B,
absorvendo na regido 280 + 315 nm, 0 que os torna capazes de atuar como filtros
UV, protegendo os tecidos subjacentes fotossintéticos contra danos (Harborne e
Williams, 2000). Dos responsaveis por essa protecdo, destacam-se 0s
dibenzoilmetanos, capazes de absorver na faixa do UV-A. A avobenzona, um
derivado de dibenzoilmetano de grande utilizacdo comercial, se destaca dentre as
demais substancias fotoprotetoras por absorver na faixa do UV-A (320-400 nm),
enquanto que a maioria das substancias utilizadas em filtros solares absorvem
radiacdo na faixa do UV-B (290-320 nm) (Gonzales et al., 2008).

Flavonoides tém sido reportados por apresentarem diversas atividades
bioldgicas, agindo como antioxidante (Pietta, 2000), fotoprotetor (Shirley, 1996 e
Guaratini et al.,, 2009), antitumoral e anti-inflamatéria (Ko et al.,, 2003),
antimicrobiana (Cushinie e Lamb, 2005), antifingica (L6pez et al., 2001), antiviral,

antiprotozoario (Harborne e Williams, 2000), na melhora da memoria e reducdo das
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doencas cardiovalculares (Spencer, 2009), atividade estrogénica, inibicdo
enzimatica, antialérgica e outras atividades (Havsteen, 2002).

A maioria dos flavonoides com atividade antifingica reconhecida em plantas
sao isoflavonoides, flavanas e flavanonas. As fitoalexinas mucronulatol (1, figura 5) e
maackiaina (2, figura 5) de plantas leguminosas apresentaram-se como potentes
inibidores da germinagdo de esporos de fungo (Harborne e Williams, 2000). Outros
exemplos sdo o pterocarpano (—)-medicarpina (3 figura 5) e a isoflavana (-)-vestitol
(4 figura 5), os quais sdo compostos sintetizados pela planta em resposta ao ataque
de fungos (Veitch, 2010).

S&o poderosos antioxidantes, devido a sua capacidade de reduzir a
formacdo e permitir a eliminacdo de radicais livres. Esta atividade € atribuida
principalmente as hidroxilas presentes na estrutura do flavonoide, as quais possuem
hidrogénios com alta reatividade os quais s&o transferidos a um radical,
estabilizando-o0. Formam-se, assim, radicais flavonoides que reagirdo com outros
radicais livres, interrompendo a reacao de propagacao em cadeia, diminuindo o risco
de varias doencas degenerativas associadas ao estresse oxidativo celular (Pietta,
2000 e Sandhar et al., 2011).

Os flavonoides tem se tornado promissores produtos naturais anticancer.
Compostos como quercetina (5, figura 5), kaempferol (6, figura 5) e rutina (7, figura
5), apresentaram atividade protetora do dano gastrico e contra o cancer gastrico. A
guercetina apresentou, ainda, inibicdo da proliferacdo de células de cancer de célon
in vitro (Gee et al., 2002; Scalbert et al., 2005 e Sandhar et al. 2011). Outras
atividades anticancer relacionadas a flavonoides foram observadas em varios
orgaos, como boca, estbmago, duodeno, célon, figado, pulmdo, mama e pele
(Scalbert et al., 2005).

O composto Phenoxodiol (8, figura 5), derivado da isoflavona genisteina (9,
figura 5) encontrada na soja (Glycine max (L.) Merr — Leguminosae) tem sido
pesquisado como um novo medicamento promissor em oncologia, devido a seu
amplo espectro anticancerigeno e baixa toxicidade. Phenoxodiol estd em ensaios
clinicos avancados, visando o tratamento de cancer de ovario, como uma
monoterapia para o cancer de colon do uUtero e de prostata. HaA também um
interesse no desenvolvimento da genisteina como um agente antileucémico (Pan et
al., 2010).
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Figura 5: Flavonoides de Leguminosae com atividade bioldgica.

Os flavonoides de Leguminosae sao uma importante area de pesquisa de
produtos naturais, sendo que muitos dos compostos descritos até hoje tém um papel
importante, tanto na funcéo fisiolégica como economicamente.

Diante da ampla diversidade de esqueletos de flavonoides encontrados na

natureza, serd descrito brevemente sua biossintese.

1.41 Biossintese dos flavonoides

O esqueleto basico dos flavonoides é caracterizado pela presencga de quinze
carbonos, formados por unidades Cg-C3-Cg correspondentes a dois anéis aromaticos
interligados por uma cadeia de trés atomos de carbono, podendo ou ndo estar
ciclizado. Possuem rota biossintética mista, originados por uma molécula iniciadora
de 4-hidroxicinamoil-CoA (rota do chiquimato), juntamente com trés unidades de
malonil-CoA, responsavel pela extensdo da cadeia, formando um intermediario
policetideo (rota do acetato). Por reacdo de condensacédo de Claisen, catalisada pela
enzima chalcona sintase (CHS), ocorre a ciclizagdo do policetideo; apés isso, ocorre

enolizacdo, para aromatizagcdo do anel, formando a chalcona em equilibrio com a
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flavanona (Figura 6), caracterizando os dois primeiros esqueletos de flavonoides
(figura 7), os quais sdo intermediarios para gerar as outras classes. Neste passo
também ocorre, pela atuacdo da enzima chalcona redutase (CHR), a perda da

hidroxila para formar a chalcona/5-desoxi-flavanona.

CoAS._ - _OH s
( I[ [(’ "-H-"'OH
0 0 CHS CoAS __.4--'5-‘::;:.. R
Malonil-CoA e ( I
T Ol
CoAS.. .}_)_:;_:::‘_/[;\Q.‘_':_l.l CoAS_ _~._ _OH CHS Co,
I(l) K g CoASH
4-hidroxicinamoil-CoA malonil-CoA Extensdo da cadeia
CoAS._ (...,__n,_,oﬂ CHS l\co,
| h
0 O CoASH
malonil-CoA
~.__OH
|

== CoAS.. l(‘ I( [(\gf\

O 0 o

Policetideo

CHR
—
2 I
0O 0
enolizacédo 1
HO g~ OH 4
S
OH O
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CHI 1 CHI 1
G )
OH O 5 g
Flavanona 5-deoxiflavanona

Figura 6: Biossintese de flavonoides e 5-desoxiflavonoides em Leguminosae.
CHS: chalcona sintase; CHR, chalcona redutase; CHI, chalcona isomerase
(Adaptado de Veitch, 2010).
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Chalcona Flavanona

Figura 7: Esqueletos basicos dos flavonoides.

A chalcona é ciclizada para flavanona por uma reacgao tipo Michael, ocorre o
ataque nucleofilico do grupo hidroxila (fenol) a cetona a,B-insaturada. Esta etapa €
catalisada pela enzima chalcona isomerase (CHI), favorecendo a isomerizacao
estereoespecifica da (2S)-flavanona, através de um mecanismo de catalise acido-
base (Davies e Schwinn, 2006). Apés a formacéo deste metabdlito secundario, uma
série de reacbGes enzimaticas envolvendo oxidagBes, reducdes e alquilacbes
originam os mais distintos esqueletos de flavonoides (Dewick, 2009).

Observa-se que os esqueletos formados diferenciam-se nitidamente pela
forma como se apresenta a cadeia central (proveniente do &cido cinamico): se
aberta origina, a partir da chalcona, a di-idrochalcona, dibenzilmetanos; se ciclica
origina, a partir da flavanona, a flavona, isoflavona, flavana, flavonol, aurona; sendo
gue os rotenoides, pterocarpanos e 3-fenilcumarinas derivam das isoflavonas
(Figura 8).

As diversas classes de flavonoides diferem principalmente no nivel de
oxidacdo e no padréo de substituicdo do anel C, enquanto que numa mesma classe,

estes compostos diferem no padréo de substituicdo dos anéis A e B (Pietta, 2000).
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Figura 8: Subclasses de flavonoides e origem biossintética.
(Fonte: Sales, 1994).

Uma caracteristica estrutural comum aos flavonoides de Leguminosae,
independentemente da subfamilia, é a presenca de compostos 5-desoxi. O padrao
de hidroxilacdo no esqueleto basico, geralmente ocorre nas posi¢coes 5, 7 e 4.
Podendo ocorrer a perda de hidroxila na posi¢do 5, cujo processo é realizado pela
enzima chalcona redutase, a qual quando atua com a enzima chalcona sintase,
promove reducdo deste grupo antes da formacdo do primeiro flavonoide na rota
biossintética (Figura 6) (Veitch, 2010).
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A grande diversidade estrutural de flavonoides em Leguminosae ocorre
devido a alguns fatores, como: introducéao de hidroxilas adicionais nas posic¢des 6, 8
no anel A e 2’ no anel B, posi¢des referentes ao esqueleto basico da flavanona
(Figura 7), o qual geralmente apresenta um padrdo de substituicdo nas posicdes 5,
7, 4 ou 5, 7, 3, 4; perda da hidroxila na posi¢cdo 5, como citado anteriormente;
metilacdo de grupos hidroxilicos ou formacédo de grupo metilenodiéxido, este ultimo
observado nas posicdes 3’ e 4’ (anel B); e insercao de grupos C-alquilicos, tais como
metilas, metoxilas e, especialmente, grupos C-prenilas, com cinco atomo de
carbono, os quais podem sofrer diversas modificacdes, resultando em anéis de cinco
ou seis membros, como furano e 2”,2”-dimetilcromeno (Hegnauer et al., 1993).

Os grupos prenilas sdo derivados da rota do mevalonato/metileritritol ou
provenientes de aminoacidos, e flavonoides prenilados ocorrem quase que
exclusivamente na subfamilia Papilionoideae da familia Leguminosae (Hegnauer et
al., 1993; Dewick, 2009). Flavonoides prenilados tendem a ocorrer em raizes,
sementes e cerne, ndo sendo encontrado em folhas em plantas de Leguminosae
(Hegnauer et al., 1993).

As reacOes de ciclizagbes dos grupos C-prenilas, ocorrem por ataque
nucleofilico do grupo hidroxila ao epoéxido, inicialmente formado pela oxidacdo da
ligacdo dupla deste grupo alquilico. Dependendo da orientacdo do ataque
nucleofilico, o produto sera um anel de seis membros, o pirano (2”,2"-
dimetilcromeno) ou um anel de cinco membros, o furano (Figura 9A). O anel furano
dissubstituido, é biossinteticamente formado pela acdo da enzima mono-oxigenase
citocromo P450 dependente que utiliza os cofatores NADPH e oxigénio molecular
para a clivagem do grupo hidroxi-isopropila, cujo fragmento é liberado em forma de
acetona. Nesta etapa o processo € iniciado por um mecanismo via radicalar (Figura
9B) (Dewick, 2009).

A formacdo do grupo metilenodioxi, também envolve a enzima mono-
oxigenase citocromo P450 dependente, por meio da ciclizagdo oxidativa de um
sistema aromatico substituido orto-hidroximetoxi, levando a formagdo de um
intermediario (hemiacetal de formaldeido), o qual cicliza formando a ponte
metilenodioxi, por meio de um mecanismo iénico (Figura 9C) (Dewick, 2009).
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Figura 9: Formacéao dos grupos A) adicao de prenila; B) furano e pirano;
C) furano dissubstituido; D) metilenodioxi.
(Fonte: Dewick, 2009).

Considerando o exposto, tem-se como justificativa desse trabalho que as
espécies de Fabaceae/Leguminoseae apresentam uma grande particularidade
devido ao alto teor de flavonoides, como metabdlitos secundarios, os quais séo de
importancia taxondmica restrita a essa familia. A subfamilia Papilinoideae possui
grande importancia por ser a maior das trés subfamilias e pela biossintese de

isoflavonoides, classe incomum em plantas, com importantes atividades bioldgicas.
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Dentre os principais géneros, destacam-se Lonchocarpus e Dabhlstedtia que
apresentam grandes semelhancgas taxondmicas.

Devido as diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas apresentadas
pelos flavonoides, propds-se o estudo de D. glaziovii, com vistas ao isolamento
destes compostos e realizacdo de testes para atividade antiproliferativa in vitro
contra linhagens de células tumorais humanas e, ainda, atividade antimicrobiana. A
parte da planta em estudo sdo as raizes, devido a alta concentracdo de flavonoides
presente, sendo que a grande parte dos estudos realizados que constam na
literatura foram realizados com esta parte da planta.

Uma peculiaridade interessante € o fato de todos estes flavonoides
apresentarem grupamentos prenilas, 0s quais caracterizam as espécies de
Papilionoideae e sdo muito comuns no género em estudo e atuam como marcadores

quimiotaxondmicos destas espécies.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Realizar estudo fitoquimico das raizes de Dabhlstedtia glaziovii e avaliar

atividade biolégica dos extratos.
2.2 ESPECIFICOS
Isolar e identificar os metabodlitos secundarios dos extratos de Dahlstedtia

glaziovii, com vistas ao isolamento de flavonoides e avaliar a atividade citotoxica dos

extratos e substancias isoladas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 TECNICAS CROMATOGRAFICAS E EQUIPAMENTOS

Nas separagdes cromatograficas por coluna (CC) foi utilizado como fase
estacionéaria silica gel 60, tamanho de particulas entre 0,063-0,200mm (70-230
mesh) (Merck, Germany) e 0,040-0,063mm (230-400 mesh) (Merck, Germany) para
a realizacdo de coluna classica e flash, respectivamente. Para cromatografia
camada delgada centrifuga foi utilizado o Chromatotron® da marca Harrison
Research, modelo 7924T, cuja fase estacionaria foi silica gel 60 GFs4 (5-40p)
(Merck, Germany). E para cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) as
placas foram preparadas espalhando uma suspenséo de silica gel 60 (Vetec, Brasil
e Machery-Nagel, Germany) com indicador de fluorescéncia F254 em agua destilada
sobre placas de vidro (20 x 20 cm), usando um espalhador do tipo Quickft, com
espessura de 1,0 mm. Para cromatografia em camada delgada analitica (CCDA),
utilizou-se cromatofolhas de aluminio TLC recobertas por silica gel 60, com indicador
de fluorescéncia F254 e 0,2 mm de espessura da Merck. As placas foram reveladas
por irradiacdo de luz ultravioleta (254 e 366 nm) e revelador anisaldeido (revelador
universal). Os solventes utilizados foram éter de petréleo, éter etilico, diclorometano,
acetona, cloroformio, acetato de etila e metanol. Os solventes 0s quais nao
apresentavam alto grau de pureza foram previamente destilados em laboratério por
destilacao fracionada.

Para separacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foi
utilizado um cromatégrafo HPLC WATERS composto por bomba quaternaria, injetor
automatico, detector PDA 2998 e acoplado a um sistema de aquisicdo de dados
Empower software. As analises foram conduzidas utilizando uma coluna analitica
fase reversa X-Terra C18, 5 uym, 250 x 4,6 mm, @ 4,6, particula de 4um, coluna de
guarda 20°C, marca Waters. Para as fases modveis foram utilizados solventes
organicos grau HPLC, filtrados em membrana de nylon (0,45 pm) da Millipore® (SP,
Brasil) e desgaseificadas por 30 min em um banho de ultrassom. Foi utilizada agua
ultrapura obtida através de sistema Milli-Q. As amostras foram filtradas em filtro
Millex®HV PVDF (0,45 um) da Millipore® (Cork, Ireland). As separacdes das fracoes
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por CLAE foram conduzidas utilizando uma coluna semipreparativa X-Terra C18, 10
pm, 300 x 7,8 mm, marca Waters.

As raizes foram moidas em moinho de facas Tecnal-TE 651/2 e Trapp 300.
As amostras foram pesadas em balanca Shimadzu AUY220 e os extratos obtidos
foram concentrados em evaporador rotativo Tecnal-TE 210.

As substéancias, no geral, foram identificadas por anélise espectroscépicas
de RMN e por comparag¢do com dados da literatura. Para o composto inédito foram
realizadas analises espectroscoépicas de UV-Vis, IV, RMN e EMAR.

Os espectros no UV-vis foram obtidos em CHCI;, usando uma cubeta de
quartzo de caminho o6ptico de 1 cm, em um espectrofotdbmetro (Shimadzu) UV-
2401PC.

Os espectros no IV foram obtidos utilizando um espectrometro BIORAD
FTS-3500, FTIR, em CHCI; e como discos de KBr.

Para obtencéo dos espectros de RMN (*H, **C{1H}, HSQC, HMBC, NOE)
foram utilizados os espectrémetros de ressonancia magnética nuclear Bruker DPX
200 4,7 tesla, operando a 200 MHz para hidrogénio e 50 MHz para carbono e
Advance-400 (Bruker), operando a 400 MHz para hidrogénio e 100 MHz para
carbono. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (99,8%)
(Aldrich) utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrao de referéncia interna.

Os espectros de massas de alta resolucao foram adquiridos usando um LC-
MS MicroQTOF Il (Bruker) quadrupolo (5 eV), espectrobmetro equipado com uma
fonte de ionizacdo por electrospray, aquisicdo em modo positivo. Condi¢cbes de
andlise: célula de colisdo 10 eV, capilar 4500 eV e nebulizacdo de nitrogénio 0,4
Bar, fluxo 2 L/min e temperatura 180 °C.

As rotacdes especificas dos compostos foram determinadas em CHCls,

usando um polarimetro Jasco modelo P-2000 com lampada de sédio (589 nm).

3.2 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA

A coleta das raizes de Dahlstedtia glaziovii foi realizada em agosto de 2009,
no Rio de Janeiro - RJ. O material vegetal foi coletado pelos botanicos professora
Dra. Ana Maria Tozzi e professor Dr. Marcos J. da Silva do Instituto de Biologia da
UNICAMP e as exsicatas estdo depositadas no herbario da propria universidade,
sob o niumero 1077 (UEC-RB).
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3.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

As raizes foram pré-secas a sombra em temperatura ambiente, seguido de
secagem em estufa de ar circulante a 40°C, em seguida foram trituradas em moinho
de quatro facas. Apdés seco, moido e pesado, o material vegetal (315 gramas) foi
submetido a extracdo a frio (maceracdo) com solventes de ordem crescente de
polaridade: éter de petroleo (EP), diclorometano (DCM) e metanol (MeOH) com
renovacao do solvente em intervalos de 24 horas, numa média de quatro trocas de
cada solvente. Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo & pressao
reduzida e armazenados em dessecador. As massas e rendimentos dos extratos

encontram-se na tabela 2, abaixo.

Tabela 2: Massas e rendimentos dos extratos de D. glaziovii.

Extratos Massa (g) Rendimento (%)
EP 1,1 0,35
DCM 2,3 0,73
MeOH 21,5 6,83

3.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO DE DCM

A escolha do extrato a ser estudado inicialmente foi baseada nos resultados
preliminares obtidos da atividade antiproliferativa. Diante disso, 0 extrato
diclorometanico (DCM) foi escolhido para estudo, pois apresentou uma 6tima
atividade para duas linhagens de células cancerigenas. O extrado DCM (2,3 g) foi
submetido ao fracionamento cromatografico em coluna flash (diametro 3,5 cm)
utilizando gradiente de eluicdo com solventes em ordem crescente de polaridade:
EP, DCM, AcOEt e MeOH, obtendo-se 41 fracbes de 150 mL cada. Foram
adicionados cerca de 200 mL de cada solvente e a ordem de polaridade foi
aumentada de 10 em 10%. As fracOes obtidas foram concentradas e o solvente foi
evaporado a vacuo, em rota evaporador. Apos isso, as fragdes foram analisadas por
CCDA e agrupadas de acordo com seus respectivos R e padrao de revelacéo frente

ao anisaldeido, conforme observado abaixo, Tabela 3. Visou-se o estudo das
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fracOes que apresentaram uma boa relacdo de massa versus grau de complexidade,
sendo assim, nem todas as fracdes foram estudadas. As fragOes estudadas: F6, F8,
F12, F14, F16 e F17, aparecem em destaque abaixo (Tabela 3).

Tabela 3: Frag@es obtidas do extrato diclorometéanico das raizes de D. glaziovii.

Fracdes Fracéo (F) Massa (mg) Fracbes Fracao (F) Massa (mg)
agrupadas agrupadas
F1-5 F1 16,9 F 20-22 F 20 207,5
F 6-7 F6 5,8 F 23-25 F 23 95,0
F 8-11 F8 12,3 F 26 F 26 23,4
F12-13 F12 30,0 F 27 F 27 518,0
F 14-15 F 14 182,3 F 28 F 28 16,0
F 16 F 16 339,0 F 29-31 F 29 69,3
F17 F 17 500,0 F 32 F 32 12,0
F 18 F 18 76,0 F 33-41 F 33 48,0
F 19 F 19 68,7

As fragdes agrupadas da coluna do extrato diclorometanico foram submetidas
a sucessivas purificacdes, por CC, CCDP/CCDA, Cromatrotron e CLAE, sendo
escolhidas as que apresentaram melhor relacdo massa x grau de complexidade. Os

esquemas a seguir correspondem as fracdes purificadas.



Esquema 1: Isolamento da flavona DG1

F16
(339 mg)

-«

Lavagem com acetona

Sobrenadante
50 mg

A fracdo F16 apresentou a formacdo de cristais apds ser concentrada.
Sendo assim, na tentativa de separar os cristais, esta foi lavada com acetona, em
banho de gelo. Os cristais foram separados do sobrenadante e ambos foram
submetidos a andlise em CCDA, na qual se observou que os cristais ndo estavam
puros. Diante da massa dos cristais estes foram submetidos a purificacdo em
cromatografia radial (Cromatotron). As condi¢cdes de analise escontram-se no
esquema acima. Foram obtidas 11 fra¢g0es, das quais F16-2 e F16-3 apresentaram 0

mesmo composto (observado por CCDA), rendendo 42mg. Ambas foram agrupadas,

fornecendo DG1.

CROMATOTRON
EP : DCM (30%) até DCM 100%

11 fragBes

Cristais
65 mg

—

F16-2

F16-3

F16-2
42 mg
DG1




Esquema 2: Isolamento das flavonas DG2, DG3, DG4, DG5, DG7, DG8 e DG9 e do rotenoide DG6.

Coluna Cromatografica

EP : DCM (70%), DCM : AcOEt
e MeOH (100%) 31 fragbes

F17
500 mg
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# continua na proxima pagina

F17-6 F17-9
64 mg 89 mg
Lavagem CLAE
com acetona Hz0O : ACN [45:55)
7 picos —
F17-6c F17-6s tR corrida; 33min
cristais sobrenadante
F17-9(3) F17-9{4) F17-9(5) F17-9(6) F17-9(7)
CCDA CROMATOTRON 2,1 mg 3,0 mg 2,1 mg 2,5 mg 1,6 mg
EP : Acetona (25%] (Ax] EP : AcOEt (40%) a ACOEt 100%) DGE DG4 DG2 DG5 DGT
‘S_frag:ﬁes J fragbes
F17-6¢(C) F17-6s(4} F17-6s(2)
2,7 mg CCDA
DG2 CCDA EF : Acetona (10%)
EP : Acetona [25%) (Bx) 5fragbes —™
[4%) 6fragdes —W | I
F17-6s(4D) F17-6s(4F) F17-6s(2E) F17-6s(2D) F17-6s({2C)
2,2 mg 1,3 mg 1,0 mg 1,0 mg 7.7 mg
DG4 DG5 DG3 DG1 DG5 e DGY
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F17
500 mg

Coluna Cromatografica
EP : DCM (70%), DCM : AcOEt
MeOH (100%) 31 fragGes

F17'14 Lavagem com F17'16
<+ —>
79,5 mg acetato de etila 40,0 mg
F17-14s F17-14c e F17-16¢C F17-16s
71,9 mg 11,3 mg 20,0 mg
CCDA <+ CCDA
EP : Acetona (20%) EP : Acetona (20%) (6x)
(4x) 4 fragbes —p> 7 fragoes
F17-14c(B) || F17-14c(A) F17-16s(E)
1,7 mg 5,4 mg 1,2 mg
DGS8 DG9 e DGS8 DGS8

A fracdo F17 (500mg) devido a grande quantidade de massa foi submetida a
purificacdo em coluna cromatogréfica, rendendo 31 fracdes, de acordo com as
condicdes cromatograficas especificadas no esquema. Apds evaporadas e
concentradas as subfracdes de F17 foram analisadas por CCDA e as semelhantes
agrupadas. De acordo com as caracteristicas de cada fracdo, como quantidade em
massa, complexidade das substancias a serem separadas, foram utilizadas as
técnicas cromatogréaficas adequadas.

F17-9 foi submetida a purificacdo por CLAE, uma vez que 0s compostos
apresentavam Rfs muito semelhantes, o que tornou a purificacdo em bancada
impossivel. Obtendo-se assim, 5 compostos puros, os quais foram coletados
manualmente e com coletor automéatico. Foi utilizado o modo de eluicdo reverso,
pela disponibilidade de coluna, o que possibilitou uma étima separacao.

Fracbes como F17-6s e F17-14c, devido a pouca quantidade de massa e

boa separacao dos compostos, foram purificadas por CCDA.
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Esquema 3: Isolamento dos derivados de dibenzoilmetano DG10, DG11,
DG12 e DG14 e da flavanona DG13.

F14
85,0 mg
4— CROMATOTRON
EP 100% 2 EP : EEL {30%)
4 fragtes
Fi14-5 Fi14-8
8,0mg 78 mg
CooA

44— Fid-5: 4 fraghes —

{EP : EE1 15%) {Bx)

Fl4-6: 4 fraghes
F14-5C
6,1 mg
DG10
F14
90,0 mg
+— 2CCOP
EP : AcOEt {20%) 3
5 fragdes (cada)
F14-1B F14-1C F14-1D F14-1E F14-1F
10,7 mg 1,0 mg 30,8 mg 26 mg 29mg
DG11 DG 12 DG10 DG 13 DG 14

A fracdo F14 foi, primeiramente, submetida a purificacdo por cromatografia

radial, entretanto esta técnica ndo apresentou boas separacdes, devido aos

compostos nao terem forte absor¢cdo no UV. Sendo assim, o restante da fracéo foi

sumetida a purificacdo por CCDP, resultando ao isolamento de 5 compostos no total.



Esquema 4: Isolamento da flavanona DG15.

F12
30,0 mg
CCDP
(EP : EEt 30%) 4x
-— 6 fragoes
F12-2 F12-4
9,8 mg 6,6 mg
CCDA
(EP : EEt 20%) 2x
44—  F12-2:5fragbes —P
F12-4: 8 fracoes
F12-2C F12-4D2
2,2 mg 1,7 mg
DG10 DG15
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F12 (30mg) foi purificada por CCDP, conforme condigbes encontradas no

esquema acima. Apresentou-se bastante complexa, resultando no isolamento de

dois compostos puros DG10 ja isolado de F14 e a flavanona DG15.
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Esquema 5: Isolamento dos derivados de dibenzoilmetano DG17 e DG18 e
da chalcona DG16.

F8
12,3 mg
CCDP
EP : EEt(2%) 3x
6 fracbes —Pp
F8-3
6,6 mg
CCDA
EP: EEt (2 e 4%) 3x
7 fragbes —
F8-3(2) F8-3(3) F8-3(5)
1,4 mg 3,7 mg 1,4 mg
DG16 DGA17 DG18

A fracdo F8 foi purificada por CCDP e diante do elevado grau de
complexidade, apenas F8-3 foi possivel ser purificada, resultando no isolamento de
3 compostos, dos quais DG18 é inédito.

Esquema 6: Isolamento da chalcona DG19.

Fé
5,8 mg
CCDA
EP : EEt (10%) 2x
9 fracoes
F6-6
2,1 mg

DG19
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3.5 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA IN VITRO

A avaliacdo da atividade antiproliferativa foi realizada de acordo com a
metodologia desenvolvida pelo “National Cancer Institute” - NCI-USA, utilizando 11
linhagens de células tumorais humanas U251 (glioma, SNC), UACC-62 (melanoma),
MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos), 786-0 (rim),
NCI-H460 (pulmao, tipo células ndo pequenas), PC-3 (préstata), OVCAR-3 (ovario),
HT-29 (colon), K562 (leucemia) e HaCat (queratinocito humano, célula normal
imortalizada).

As linhagens de células foram distribuidas em placas de 96 pocos (100 uL
célula/poco) e submetidas a quatro niveis diferentes de concentracédo 0,25; 2,5; 25,0
e 250,0 ng mL™ dos extratos, separadamente. Em DMSO (0,1%) a 37°C, com 5% de
CO, por 48 horas. Como controle positivo foi padronizado a doxorrubicina nas
mesmas concentracbes das amostras testes. A concentracédo final de DMSO néao
afeta a viabilidade da célula. Apés um periodo de incubacdo de 48 horas, uma
solucdo de &cido tricloroacético 50% foi adicionada e depois de incubacdo de 30
minutos a 4°C, as células foram lavadas e secadas. A proliferacdo das células foi
determinada pela quantificacdo espectrofotométrica (540 nm) do teor de proteina
celular usando sulforodamina B (SRB), a qual € um corante proteico que se liga aos
aminoacidos béasicos das proteinas de células que estavam vidveis no momento da
fixacdo. Por isso, quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento,
menor a atividade citotoxica da amostra em teste. Os dados obtidos foram
analisados graficamente relacionando a porcentagem de inibicdo de crescimento
com a concentracao do extrato teste (Fouche et al., 2006).

Os testes antiproliferativos foram realizados na Divisdo de Farmacologia e
Toxicidade do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimica, Biologica e Agricola
(CPQBA) - UNICAMP, com a colaboracédo do Dr. Jodo Ernesto de Carvalho.

3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

A atividade antimicrobiana dos extratos brutos foi testada contra nove micro-
organismos: Escherichia coli ATCC 11775, Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388,
Salmonella choleraesuis ATCC 10708, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
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Streptococcus pneumoniae ATCC 11733, Candida albicans ATCC 10231, Candida
dubliniensis CBS 7987 e Candida krusei CBS 573.

A subcultura dos micro-organismos foi realizada durante a noite a 36°C
usando Nutrient Agar (Merck) para as bactérias e Sabouraud Dextrose Agar para
Candida spp. A preparacdo dos inéculos para os ensaios foi realizada por diluicéo
de uma massa de células raspadas em solucdo de NaCl a 0,85%, ajustado a escala
de McFarland 0,5 e confirmado pela leitura em espectrofotbmetro a 625 nm para
bactérias ou 530 nm para levedura.

As suspensdes de células foram finalmente diluidas para 104 UFC mL™ ou
103 para utilizagdo nos ensaios de atividade, respectivamente, para bactérias e
levedura. Os testes de Concentragdo Inibitoria Minima (MIC) foram realizados de
acordo com a CLSI (2002 e 2005), utilizando caldo Muller-Hinton sobre uma placa
de ensaio de cultura de tecidos (96 poc¢os) ou caldo RPMI-1640. A solugao estoque
dos extratos brutos foi diluida e transferida para o primeiro poco, e foram feitas
diluicdes em série de modo que concentracdes obtidas foram na faixa de 1,0-0,015
mg.mL™. Como controle de referéncia foram utilizados os antibiéticos Cloranfenicol e
Nistatina (Merck) com concentracéo na faixa de 0,25 - 0,002 mg.mL™. O in6culo foi
adicionado a todos os pogos e as placas foram incubadas a 36°C durante 48 h.
Cada concentracdo foi realizada em triplicata. A atividade antibacteriana foi
detectada por adicdo de 20 pyL de solugdo de 0,5% de TTC (cloreto de
trifeniltetrazélio, Merck) aquoso. MIC foi definido como a concentracdo minima da
amostra que inibiu o crescimento visivel, tal como indicado por coloracdo TCC
(células mortas ndo sdo coradas pelo TTC). No caso de Candida spp, apdés o
periodo de incubacédo, verificou-se mudanca na coloracdo do meio RPMI-1640
passando de rosa (cor original) para amarelo. A mudanca indica uma acidificacdo do
meio pelo crescimento dos micro-organismos.

Os testes antimicrobianos foram realizados na Divisdo de Microbiologia do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimica, Bioldgica e Agricola (CPQBA) -

UNICAMP, com a colaboracdo da Dra. Marta Duarte Teixeira.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico do extrato diclorometanico das raizes de D. glaziovii,
resultou no isolamento de dezenove flavonoides (Figura 10), dos quais dois
pertencentes a classe das chalconas, duas flavanonas, oito flavonas, seis
dibenzoilmetanos, sendo um inédito como produto natural e um rotenoide. As
substancias foram identificadas com base em dados espectrais de RMN e
comparacao destes com o0s presentes na literatura e encontram-se discutidas de

acordo com cada classe pertencente.

DG16 R+R'=-0CH,0, R2=H DG17 R=R'=H DG10 R=R'=H, R?=0CH;
DG19 R=R'=H, R%=OCH, DG12 R+R'=-0CH,0 DG11 R+R'=-0CH,0, R* = OCH;

0 \
| (T
0,0 ©O
e
O O
DG18 DG15 R=R'=H
Inédito DG14

DG13 R+R'=-O0CH,0

DG5 R=R'=R2=H DG4 R=R'=R*=H

DG3 R=OCH; R'=R?=H DG1 R=0CH; R'=R*=H

DG7 R=0CH; R'+R2=-0CH,0 DG2 R=0CH; R'+R?=-0CH,0
DG8 R=H, R'+R2=-0OCH,0 DG9 R=H, R'+R?=-0CH,0

Figura 10: Flavonoides isolados de D. glaziovii.
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4.1 CHALCONAS

As chalconas sdo consideradas os principais C6-C3-C6 precursores e
constituem intermediarios importantes na biossintese dos flavonoides. E uma classe
pouco encontrada na natureza, uma vez que a presenca do grupo hidroxila nos
carbonos C-2' ou C-6', no anel B, pode facilmente ciclizar originando a flavanona.
Chalconas se caracterizam por apresentar coloracdo amarela, muitas vezes
bastante intensa. As substancias desta classe isoladas de D. glaziovii foram DG16 e
DG19.

4.1.1 Determinacéo estrutural de DG16

~N H \\\\\\O

O espectro de RMN *H (Tabela 5, E6-E8, Anexo, pag. 78-80) apresentou
sinais em o 7,80 (1H; d; J = 15,3 Hz, H-7) e & 7,40 (1H; d; J = 15,3 Hz, H-8),
caracteristicos de chalcona a-g insaturadas e constantes de acoplamento de acordo
com ligacdo dupla com configuracdo E. A presenca do grupo metilenodioxi foi
identificada devido ao sinal intenso em & 6,04 (2H; s, H-2") e 6 101,8 (C-2™) no
experimento de HSQC e a posicao deste grupo foi confirmada pela presenca de
acoplamento orto e meta dos hidrogénios do anel Aem & 7,13 (1H; dd; J=8,0e 1,7
Hz, H-6), & 6,85 (1H; d; J = 8,0 Hz, H-5) e 6 7,17 (1H; d; J = 1,7 Hz, H-2) e pelas
correlagcbes entre estes com os carbonos em & 148,5 (C-3) e 150,2 (C-4), no
experimento de HMBC, caracteristicos de carbonos oxigenados.

Observou-se, ainda, a presenca do anel 2",2"-dimetilcromeno pelos sinais em
0 5,59 (1H; d; J = 10,0 Hz, H-3") e em & 6,76 (1H; dd; J = 10,0 e 0,6 Hz, H-4"), cuja
constante de 10 Hz corresponde a ligacao dupla com configuragdo Z enquanto que a
constante de 0,6 Hz é devido ao acoplamento a longa distancia com H-5' do anel B.

A presenca deste grupo foi corroborada, também, pelas metilas em & 1,47 (6H; s) e
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pelas correlagbes com os respectivos carbonos em & 109,5 (C-3'), & 159,7 (C-4), d
116,1 (C-4") e 6 128,3 (C-3") nos experimentos de HSQC e de HMBC. A presenca
de uma hidroxila com ligacdo intramolecular em & 13,74 (1H; s, OH-2") ligada a C-2'
(® 160,5), juntamente com os sinais em & 7,70 (1H; d; J = 9,0 Hz, H-6") e em & 6,38
(1H; dd; J = 9,0 e 0,6 Hz, H-5"), que apresentam acoplamento orto, define a posi¢ao
correta dos grupos hidroxila e 2",2"-dimetilcromeno. E, finalmente, foi observada a
presenca da carbonila em & 191,9 (C-9).

De acordo com os dados experimentais e dados da literatura foi possivel a
identificacéo de 2'-hidroxi-3,4-metilenodioxi-2",2"-dimetilcromeno-[3',4":5",6"]
chalcona, conhecida como glabracromeno-Il isolado primeiramente de Pongamia
glabra (Sharma et al., 1973 e Saini et al., 1983) e de Pongamia pinnata (Li et al.,
2006). Este composto € encontrado pela primeira vez no género Dahlstedtia.

4.1.2 Determinacéo estrutural de DG19

O espectro de RMN 'H de DG19 (Tabela 6, E9-E12, Anexo, pag. 81-84)
apresentou sinais em 6 7,78 (1H; d; J = 15,7 Hz, H-7) e 6 7,89 (1H; d; J = 15,7 Hz,
H-8), caracterizando o esqueleto tipico de chalcona a-8 insaturadas, com constantes
de acoplamento tipicas de configuracéo E de ligacdo dupla. A presenca de um sinal
em & 14,52 (1H; s, 2'-OH) e o deslocamento do carbono correspondente em & 162,5
(C-2), confirmaram a presenca da hidroxila ligada intramolecularmente com a
carbonila em & 192,7 (C-9).

Verificou-se a presencga do anel A monossubstituido com deslocamentos em &
7,61 (2H; m, H-2 e H-6) e em & 7,40 (3H; m, H-3, H-4 e H-5). A presenca de metoxila
ligada ao anel aromatico em 6 3,92 (3H; s, OCHy), foi confirmada pelo deslocamento
em O 55,8 posicionada em C-6' (& 162,5). Observou-se, também, a presenca do anel
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2",2"-dimetilcromeno, devido aos deslocamentos em & 6,69 (1H; d; J = 10,0 Hz, H-
4" e em & 5,47 (1H; d; J = 10,0 Hz, H-3") no espectro de RMN 'H, e pelas
correlagdes destes hidrogénios com os carbonos em 6 103,0 (C-3"), 6 160,4 (C-4"), &
116,2 (C-4") e 6 125,6 (C-3") nos experimentos de HSQC e HMBC.

Diante destes resultados tém-se duas possibilidades de localizagédo do anel
2",2"-dimetilcromeno, linear ou angular em relagdo ao anel B (Figura 11). No
experimento de NOE (E11, Anexo, pag.83), ao irradiar os hidrogénios da metoxila
(OCH3) houve um aumento do sinal de H-5', o procedimento inverso também foi
realizado, ao irradiar H-5', houve um incremento no sinal da metoxila, concluindo que
a metoxila estava vicinal ao H-5'. Também foi irradiado o H-4", observando apenas
um incremento de sinal do H-3". Diante disso, a proposta para DG19 esta

representada na Figura 11(B).

Figura 11: Propostas estruturais para DG19.

De acordo com os dados observados e comparacdo com dados da literatura,
DG19 foi determinada como 2'-hidroxi-6'-metoxi-2",2"-dimetilcromeno-[3',4":5",6":]-
chalcona (Andrei et al., 2000), isolada de Tephrosia tunicata. Também conhecida
como pongachalcona, tem sido relatada em Dabhlstedtia erytrina e pentaphylla

(Garcez et al., 1988) e em Pongamia glabra (Pathak et al., 1983).
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4.2 DERIVADOS DE DIBENZOILMETANO

Esta classe de metabdlitos, também conhecida como pg-hidroxichalcona, é
raramente encontrada na natureza, e 0s exemplares com substituicdo em C-8 sao
relatados apenas no género Lonchocarpus.

Em levantamento bibliogréfico realizado por Cassidy e Setzer, 2011, revelou a
descricéo de apenas treze derivados de dibenzoilmetanos no género Lonchocarpus,
sendo que agora algumas destas espécies pertencem ao género Dahlstedtia.

Esta classe de compostos foi isolada de L. costaricensis, D. floribunda (L.
subglaucescens), L. latifolius, D. montana (L. montanus), D. muehlbergiana (L.
muehlbergianus) e Muellera fluvialis (L. fluvialis). Dados ainda n&o publicados do
nosso grupo de pesquisa (Santos, 2008) revelam o isolamento de trés novos
dibenzoilmetanos e outro descrito pela primeira vez como produto natural isolados
de Muellera filipes (L. filipes).

Derivados de dibenzoilmetano podem atuar como filtro solar, além de
apresentarem atividades anti-inflamatorias e antiproliferativa.

Foram isolados seis dibenzoilmetanos de D. glaziovii: DG17, DG12, DG10,
DG11, DG18 e DG14.

4.2.1 Determinacéao estrutural de DG17

O espectro de RMN de 'H (Tabela 7, E13-E15, Anexo, pag. 83-87) desta
substancia apresentou sinais caracteristicos do esqueleto de dibenzoilmetano,
devido a presenca de um hidrogénio referente a hidroxila endlica com ligacéo
intramolecular no sistema C-3 aberto, em & 16,91 (1H, s, 7-OH) e do sinalem & 7,17

(1H; s, H-8), e no mapa de correlacdo de HMBC observa-se a presenca de dois



37

carbonos em & 184,6 (C-7) e & 186,3 (C-9), caracterizando as carbonilas deste
sistema. Devido a este equilibrio C-8 é observado em & 98,0. Esse tipo de estrutura
pode encontrar-se em equilibrio na forma dicetona (Figura 12A) e na forma ceto-
endlica, estando neste caso o seu equilibrio deslocado para a forma ceto-endlica
(Figura 12B). Isso é comprovado pela andlise dos dados de RMN de *H
considerando a presenca da hidroxila quelada e de H-8 com deslocamento de
hidrogénio ligado a carbono com hibridizacdo sp? e sua integracdo para um

hidrogénio.

8
x‘W o N =
= o,,%H O

Figura 12: Equilibrio ceto-endlico para dibenzoilmetano.

Verificou-se, ainda, a presenca do anel A monossubstituido pelos sinais em
07,98 (2H, m, H-2 e H-6) e em & 7,51 (3H, m, H-3, H-4 e H-5). Um sinal intenso em
0 4,15 (3H; s, 2'-OCHj3) ligado ao carbono em & 61,2 (-OCH3), referente a metoxila
posicionada em C-2' (6 153,7), deslocamento caracteristico de carbono oxigenado. A
presenca do anel furano foi observada pelos deslocamentos em & 7,63 (1H; d; J =
2,2 Hz, H-2") e © 7,00 (1H; d; J = 2,2 Hz, H-3"), e sua posi¢cao angular no anel foi
determinada pela presenca dos hidrogénios do anel aromético B com acoplamento
orto que sao observados em 6 7,88 (1H;d; J=8,8 Hz, H-6)eem 6 7,32 (1H; d; J =
8,8 Hz, H-5"). Pelos experimentos de HSQC e HMBC se confirma a presenca do anel
furano considerando as correlacdes de H-2" e H-3" com & 158,2 (C-4"), & 119,6 (C-
3", 6 145,1 (C-2") e 6 105,4 (C-3").

A estrutura foi confirmada pela comparacdo com dados da literatura e
determinada como B-hidroxibenzofuranochalcona (Talapatra et al., 1980), conhecida
como pongamol, encontrado também nas seguintes espécies: Tephrosia purpurea
(Parmar et al., 1989), em Pongamia pinnata (Tanaka et al., 1992), em Pongamia
glabra (Tamrakara et al., 2008) e, em espécies de Lonchocarpus (Magalhaes et al.,
1997 e Santos, 2008).
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Em estudos realizados com Derris indica (Pongamia pinnata), o pongamol
isolado apresentou-se como potente inibidor de a-glucosidase intestinal (Rao et al.,
2009) e apresentou, também, significativa atividade hiperglicémica em estudo in vivo
(Tamrakara et al., 2008).

4.2.2 Determinacgéo estrutural de DG12

O espectro de RMN 'H (Tabela 8, E16-E18, Anexo, pag. 88-90) de DG12
apresentou-se muito semelhante ao da DG17, diferenciando-se apenas pela
presencga do grupo metilenodioxi em & 6,07 (2H; s; H-2"") e os hidrogénios do anel A
gue apresentam acoplamentos orto e meta em 6 7,59 (1H; dd; J = 8,2 e 1,8 Hz, H-6),
06,90 (1H; d; J = 8,2 Hz, H-5) e & 7,46 (1H; d; 1,8 Hz, H-2). Os dados do HMBC
confirmam a presencga do metilenodioxi pelos sinais em & 148,3 (C-3) e 151,0 (C-4).

O restante do espectro permaneceu bastante semelhante com sinais em &
7,06 (1H; s, H-8) e em 6 97,3 (C-8), em 6 184,6 (C-7) e 6 184,9 (C-9), os quais foram
atribuidos as carbonilas caracteristicas do esqueleto de dibenzoilmetano juntamente
com a hidroxila ligada intramolecurlarmente em & 16,99 (1H; s, 7-OH).

Verificou-se, ainda, um sinal intenso em & 4,14 (3H; s, 2'-OCHj3), referente a
metoxila confirmada pelo deslocamento em & 61,2, posicionado em & 153,5 (C-2'),
caracteristico de carbono oxigenado de sistema aromético. A presenca do anel
furano foi confirmada pelos deslocamentos em & 7,63 (1H; d; J = 2,3 Hz, H-2") e &
7,00 (1H; dd; J = 2,3 e 1,0 Hz, H-3"), cuja posicao deste foi confirmada pelo
acoplamento a longa distancia de H-3" com H-5'em 6 7,31 (1H; dd; J = 8,8 e 1,0 Hz)
e pelo acoplamento orto deste ultimo com o H-6' em & 7,86 (1H; d; 8,8 Hz). As
correlagdes destes sinais no HMBC com os carbonos em & 153,6 (C-4'), 6 117,7 (C-
3'), 6 144,8 (C-2") e  105,2 (C-3") confirmam a presenca do anel furano.
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De acordo com os dados observados e por comparagcdo com a literatura,
DG12 foi determinada como 3,4-metilenodioxi-2'-metoxi-[3',4":4",5"]-
furanodibenzoilmetano isolado pimeiramente de Milletia ovalia (Gupta e
Krishnamurti, 1977), conhecido como ovalitenona, posteriormente isolado de
Dahlstedtia pinnata (Garcez et al.; 1988 e Rao et al., 2009), Pongamia glabra
(Talapatra et al., 1980) e P. pinnata (Tanaka et al., 1992 e Yadav et al., 2004).

4.2.3 Determinagéao estrutural de DG10

Na andlise espectral de RMN *H e RMN *C (Tabela 9, E19-E22, Anexo, pag.
91-94) desta substancia verificou-se a presenca de sinais em & 5,74 (1H; s, H-8) e
duas carbonilas em & 1954 (C-7) e em & 197,7 (C-9), tipicas de esqueleto de
dibenzoilmetano na forma dicetona.

Além disso, observou-se a presenca do grupo dimetilalila, pelos
deslocamentos em & 6,10 (1H; dd; J = 17,4 e 10,8 Hz, H-2"), em 6 4,91 (1H; dd; J =
17,4 e 1,0 Hz, H-3a""), em © 4,87 (1H; dd; J = 10,8 e 1,0 Hz, H-3b™) e os sinais
referentes aos grupos metilas em & 1,23 (3H; s) e em & 1,21 (3H; s), os quais
apresentam as constantes de acoplamento tipicas de um sistema de ligacdo dupla
terminal, com constante geminal de 1,0 Hz entre os hidrogénios H-3a™ e H-3b"™ e
constantes cis e trans vicinais com o H-2". Através da analise do experimento de
HMBC determinou-se a posi¢ao deste grupo em C-8, pela correlagcédo em & 67,0 (C-
8).

Comparando esta substancia com DG17 e DG12, anteriormente descritas,
observa-se a auséncia da hidroxila com ligagdo de hidrogénio intramolecular em
torno de 16 ppm, indicando que a DG10 esta preferencialmente na forma dicetona. A
presenca do grupo dimetilalila no C-8 dificulta a ocorréncia da isomerizacao para a
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forma ceto-endlica, quando toda a estrutura estaria no mesmo plano, aumentando o
impedimento estérico entre o grupo ligado ao C-8 (dimetilalila) com OCHz em C-2’.
Este mesmo derivado de dibenzoilmetano foi isolado por Magalhdes et al.,
1997, em que sugere que a unidade benzoila (anel A) e a ligacdo C-8/H-8
encontram-se no mesmo plano, enquanto que o anel B e o grupo 3,3-dimetilalila
estdo projetados para fora do plano (Figura 13), sustentando a ideia de que a forma

diceto prevalece nestes compostos.

Ri=anel B
R, = dimetilalila

32%
R/S

Figura 13: Estereoquimica relativa para derivado
de dibenzoilmetano substituido em C-8.
(Adaptado de Magalhées et al., 1997).

Verificou-se, ainda, a presenga do anel A monossubstituido pelos sinais em &
8,02 (2H, m, H-2' e H-6") e em & 7,50 (3H, m, H-3', H-4' e H-5'). Um sinal intenso em
0 3,84 (3H; s, 2'-OCHj3), atribuido a metoxila confirmada pelo deslocamento em &
60,2 e posicionado em 152,3 (C-2'), caracteristico de carbono oxigenado. A
presenca do anel furano foi observada pelos deslocamentos em & 7,59 (1H; d; J =
2,3 Hz, H-2") e 6 6,93 (1H; dd; J = 2,3 e 0,8 Hz, H-3") e sua posicdo determinada
pelo acoplamento a longa distancia de H-3" com H-5' (6 7,18; dd; J=8,6 € 0,8 Hz) e
o acoplamento orto deste ultimo com o H-6' (6 7,44; d; 8,6 Hz). A presenca do anel
furano também foi detectada nos experimentos de HSQC e HMBC pelas correlacdes
com os carbonos em & 158,8 (C-4"), 6 117,4 (C-3'), d 144,9 (C-2") e 6 105,6 (C-3").

Este composto apresenta estereocentro em C-8, sendo o valor da rotacao
ptica observada de [«]3, = +11,05 na concentracéo de 6,1x10° g.mL™.

De acordo com os dados observados e por comparagcdo com dados da
literatura, DG10 foi determinada como 2'-metoxi-8-(a-a-dimetilalila)-[3',4":4",5"]-

furanodibenzoilmetano, isolado pela primeira vez de Lonchocarpus latifolius e D.
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muehlbergiana (L. muehlbergianus) (Magalhdes et al., 1997 e 2000), posteriormente
de M. montana (L. montanus) (Magalhdes et al., 2007) e em M. filipes (L. filipes)
(Santos et al., 2009). Este composto tem demonstrado atividade contra Bacillus
subtilis (bactéria), Aspergillus niger (fungo) e Cladosporium cladosporioides (fungo
endofitico) (Magalhées et al., 2007).

4.2.4 Determinacgao estrutural de DG11

O espectro de RMN *H (Tabela 10, E23-E23, Anexo, pag. 95-98) de DG11
indicou ser muito semelhante ao da DG10, diferenciando-se apenas pela presenca
do grupo metilenodioxi em & 6,02 (1H; d; 1,4 Hz) e & 6,03 (1H; d; 1,4 Hz) H-2", e os
hidrogénios do anel A que apresentam acoplamentos orto e meta em & 7,64 (1H; dd;
J=28,2e 1,8 Hz, H-6), 5 6,83 (1H; d; J = 8,2 Hz, H-5) e 8 7,49 (1H; d; 1,8 Hz, H-2).
Os dados do espectro de RMN **C{H} confirmam a presenca do metilenodioxi pelos
sinais em © 148,1 (C-3) e 151,5 (C-4).

O restante dos espectros de *H e **C RMN permaneceram muito semelhante
com sinais em 6 5,63 (1H; s, H-8), em & 193,3 (C-7) e em & 197,6 (C-9), os quais
foram atribuidos as carbonilas caracteristicas do esqueleto de dibenzoilmenteno na
forma dicetona. Além disso, a presenca do grupo dimetilalila foi observado pelos
deslocamentos em & 6,10 (1H; dd; J = 17,3 e 10,7 Hz, H-2"), em 6 4,91 (1H; dd; J =
17,3 e 1,0 Hz, H-3a™), em & 4,87 (1H; dd; J = 10,7e 1,0 Hz, H-3b™) e os sinais
referentes as metilas em & 1,22 (3H; s), em & 1,20 (3H; s), indicando, pelo
observado nos experimentos de HSQC e HMBC a correlagédo destes hidrogénios
com C-8 em 8 66,7, definindo sua posicao.

Verificou-se, ainda, um sinal intenso em & 3,94 (3H; s, 2'-OCHy), referente ao
grupo metoxila, confirmado pelo deslocamento em & 152,3 (C-2). A presenca do
anel furano foi observada pelos deslocamentos em & 7,59 (1H; d; J = 2,3 Hz, H-2") e
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0 6,94 (1H; dd; J = 2,3 e 1,0 Hz, H-3"), cuja posi¢cdo deste foi confirmada pelo
acoplamento a longa distancia de H-3" com H-5'em & 7,17 (1H; dd; J = 8,6 e 1,0 Hz)
e pelo acoplamento orto deste ultimo com o H-6' em & 7,41 (1H; d; 8,6 Hz). Os sinais
em & 158,7 (C-4), & 117,7 (C-3'), & 144,8 (C-2") e & 105,6 (C-3") confirmam a
presenca do anel furano.

Esta substancia possui estereocentro em C-8, cujo valor da rotacdo Optica
observada foi de [a]?, = +16,22 na concentracdo de 5,8x10° g.mL™.

De acordo com os dados observados e por comparacdo com a literatura,
DG11 foi determinada como 3,4-metilenodioxi-2'-metoxi-8-(a-a-dimetilalila)-
[3',4":4" 5"]-furanodibenzoilmetano isolado pela primeira vez de D. muehlbergiana (L.

muehlbergianus) e de L. latifolius (Magalhédes et al., 1997 e 2000).

4.2.5 Determinacéo estrutural de DG18

O

O
N H o

A anélise do espectro de RMN de 'H (E1, pag.43) (Tabela 11, E27 e E28,
Anexo, pag. 99-101) desta substancia é muito semelhante com o da substancia
DG10, devido aos sinais observados para H-8 em & 5,57 (1H; s), as carbonilas C-7
em 6 193,9 e C-9 em & 200,0; o anel A monosubstituido em & 7,95 (2H, m, H-2 e H-
6), em & 7,53 (1H; m, H-4) e em & 7,42 (2H, m, H-3 e H-5); o grupo dimetilalila em &
6,20 (1H; dd; J = 17,5 e 10,7 Hz, H-2"), em & 5,02 (1H; dd; J = 17,5 e 0,9 Hz, H-
3a"), em 6 4,98 (1H; dd; J = 10,7 e 0,9 Hz, H-3b™), em & 1,33 (3H; s) e em & 1,34
(3H; s) localizado em C-8 (d 62,0) devido as correlagcées observadas no experimento
de HMBC (Figura 14). Diferentemente de C-8 observado para DG11 (& 66,7) este
apresenta-se menos deslocado no espectro, o que evidencia a hidroxila com ligacéo
intramolecular com a carbonila C-9, sendo observada pelo sinal em & 13,30 (1H; s,

2'-OH). Além disso, a posicédo da hidroxila foi definida, também, pelas correlacbes
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com o anel furano, o qual foi observado pelos deslocamentos em & 7,57 (1H; d; J =
2,2 Hz, H-2") e em 0 6,98 (1H; dd; J = 2,2 e 0,9 Hz, H-3"), sendo a posicédo deste
definida no anel B pela correlacdo com H-5'em 6 7,06 (1H; dd; J=9,0 e 0,9 Hz) e H-
6' em O 7,83 (1H; d; 9,0 Hz), os quais apresentam acoplamento orto entre si e

acoplamento a longa distancia de H-5' com o H-3" do anel furano.
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E2: Ampliacdes dos sinais referentes aos hidrogénios do grupo dimetilalila
e H-3” (anel furano) acoplando com H-5 (anel B).

Algumas das correlacdes do experimento de HMBC podem ser visualizadas

na Figura 12.

Figura 14: Correlag6es relevantes do HMBC observadas para DG18.

A férmula molecular do composto C,,H»004 foi calculada por EMAR no modo

positivo, que revelou um pico referente ao ion pseudo-molecular do aduto de sédio

de m/z 371,1255 [M+Na]" (E3, pag. 45).
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E3: Espectro de massas de alta resolugéo de DG18.

O espectro no infravermelho (E4, pag. 46) apresentou bandas caracteristicas
de deformacdo axial das ligagdes C-C dos esqueletos aromaticos na regido de 1600
a 1300 cm™. Vibracées de deformacéo axial de O—H ligando-se intramolecularmente
faz com que a banda de O-H seja observada em frequéncias mais baixas do que o
normal (3.550-3.200 cm™), para esta estrutura é observada em 3.450 cm,
associada a banda de deformac&o axial C-O em 1292 cm™. O modo de deformacéo
axial da ligacdo C=C de alcenos ndo conjugados apresenta uma banda de
intensidade moderada a fraca em 1667-1640 cm™, podendo, portanto, estar
representada no espectro no IV da estrutura proposta pelas bandas moderadas e
fracas observadas acima de 1637 cm™, caracterizando a ligacdo dupla do grupo
dimetilalila. A banda em 1637 cm™ pode ser atribuida as vibragées de deformacéo
axial de C=0, uma vez que segundo a literatura essa banda podera ser observada
como uma banda intensa na regido entre 1870 e 1540 cm™. No caso das PB-
dicetonas estas apresentam uma banda larga entre 1.640 e 1580 cm™. Vibracdes de
deformacédo axial de C—H de alcanos ocorrem, geralmente, na regidao de 3.000 a
2.840 cm™, na estrutura proposta observa-se as bandas 2921 e 2850 cm™, as quais

podem ser atribuidas aos grupamentos metila (Silverstein e Markhan, 2005).
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E4: Espectro no IV com as principais bandas de DG18.

O espectro no UV (E5, pag. 47) mostrou uma banda intensa de absorcdo em
249 nm, correspondendo a regidao UVC. Uma banda de intensidade média a 281 nm,
absorvendo na regidao de transicdo para UVB e UVC, outra banda de baixa
intensidade em 336 nm, regido caracteristica da UVC. Os protetores solares
derivados de dibenzoilmetano sdo mais eficientes na regido UVA, impedindo a
penetracdo da radiacdo nos componentes celulares vitais e bloqueiam o excesso de

producdo de espécies de radicais livres formadas a partir de oxigénio (Nogueira et
al., 2003).
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E 5: Espectro no UV de DG18.

DG15 possui estereocentro em C-8, cuja rotacdo Optica observada foi de
[a]5,= - 2,31 em concentracéo de 1,4x10° g.mL™.

ApoOs revisdo bibliografica, esta substancia apresentou-se como inédita na

literatura, cujo nome sistematico atribuido é 2'-hidroxi-8-(a-a-dimetilalila)-[3',4":4",5"]-

furano-dibenzoilmetano e denominada como glaziovione.

4.2.6 Determinacéo estrutural de DG14

O espectro de RMN 'H (Tabela 12, E29-E31, Anexo, pag. 102-104) desta
substancia apresentou sinal em 6 5,65 (1H; s, H-8) e referente a duas carbonilas em
0 195,6 (C-7) e em & 196,4 (C-9), tipicas de esqueleto de dibenzoilmetano na forma
dicetona.

Além disso, observou-se a presengca do grupo dimetilalila pelos
deslocamentos em & 6,08 (1H; dd; J = 17,5 e 10,8 Hz, H-2"), em 6 4,91 (1H; dd; J =
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17,5 e 1,0 Hz, H-3a"), em & 4,87 (1H; dd; J = 10,8 e 1,0 Hz, H-3b™) e os sinais
referentes as metilas em & 1,21 (3H; s) e em & 1,19 (3H; s), os quais apresentam
constantes de acoplamento tipicas de sistema de ligacao dupla terminal. Através da
analise de HMBC, pelas correlacbes com C-8 (& 66,3), determinou-se a posicao
deste grupo.

Verificou-se, ainda, a presenca do anel A monossubstituido pelos sinais em &
7,97 (2H, m, H-2' e H-6"), em & 7,52 (1H, m, H-4") e em & 7,43 (2H, m, H-3' e H-5").
Um sinal intenso em & 3,51 (3H; s, 2'-OCHj3), atribuida a metoxila confirmada pelo
deslocamento em & 63,8 e posicionada em & 155,2 (C-2"). Diferentemente dos outros
derivados de dibenzoilmetano isolados de D. glaziovii, este ao invés do anel furano,
apresenta o anel 2",2"-dimetilcromeno, o qual foi determinado pelos deslocamentos
em & 5,65 (1H; d; J = 10,0 Hz, H-3") e § 6,52 (1H; dd; J = 10,0 e 0,7 Hz, H-4") e sua
posicdo confirmada pelo acoplamento a longa distancia de H-4" com H-5' (0 6,54;
dd; J = 8,5 e 0,7 Hz) e o acoplamento orto deste com o H-6' ( 7,26; d; 8,5 Hz),
juntamente com as correlacbes observadas no experimento de HMBC destes
hidrogenios com os carbonos em & 157,1 (C-4"), & 114,5 (C-3'), & 130,9 (C-3") e ®
116,6 (C-4").

Este composto apresenta estereocentro em C-8, sendo o valor da rotagcao
ptica observada de [a]3, = - 2,53 na concentracao de 2,9x10°% g.mL™.

De acordo com os dados observados e por comparacdo com a literatura,
DG14 foi determinado como 2'-metoxi-8-(a-a-dimetilalila)-2",2"-dimetilcromeno-
[3',4":5",6"]- dibenzoilmetano, isolado pela primeira vez de M. montana (L. montanus)
(Magalhdes et al., 2007), sendo esta a segunda ocorréncia deste composto na

natureza e inédito no género Dahlstedtia.

4.3 FLAVANONAS

A sequéncia da rota biossintética dos flavonoides se inicia com a formagé&o da
estrutura da chalcona que, devido a atuacdo da enzima chalcona sintase, um
equilibrio é estabelecido entre a forma de chalcona (anel C aberto) e flavanona (anel

C fechado), originando todas as demais classes de flavonoides.
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As flavanonas possuem um estereocentro no carbono C-2, sendo em sua
maioria, de configuragdo absoluta 2S. Foram isoladas duas flavanonas do extrato
em estudo: DG15 e DG13.

4.3.1 Determinacéo estrutural de DG15

A andlise do espectro de RMN de 1H (Tabela 13, E32-E34, Anexo, pag. 105-
107) apresentou sinais em & 5,48 (1H; dd; J = 13,1 e 3,1 Hz, H-2), em & 3,01 (1H;
dd; J = 16,8 e 13,1 Hz, H-3 pseudoaxial) e em & 2,85 (1H; dd; J= 16,8 e 3,1 Hz, H-3
pseudoequatorial), cujos deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acoplamento sao tipicos de hidrogénios H-2, H-3ax e H-3eq do anel C, caracteristico
do esqueleto de flavanonas que se encontram na conformacdo meia cadeira,

conforme figura 15.

Figura 15: Conformag&o preferencial do anel
C da flavanona e constantes de acoplamento
caracteristicas.
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As correlagdes observadas no HSQC para os H-3ax e H-3eq apresentaram
deslocamento em & 44,4 tipico de C-3, corroborando com o esqueleto da flavanona.
Além disso a correlagao destes hidrogénios com carbono em 6 190,6 (C-4), revelou
a presenca da carbonila, no HMBC.

Observou-se o anel B monossubstituido pelo multipleto em & 7,44 (5H; m, H-
2' a H-6"), dois hidrogénios de sistema aromatico com acoplamento orto em & 7,75
(1H; d; J = 8,7 Hz, H-5) e em & 6,50 (1H; dd; J = 8,7 e 0,7 Hz, H-6) no anel A. A
presenca do anel 2",2"-dimetilcromeno foi confirmada pelos deslocamentos em &
6,65 (1H; dd; J = 10,0 e 0,6 Hz, H-4") e em & 5,57 (1H; d; J = 10 Hz, H-3"), cuja
posicéo deste foi determinada pelo acoplamento a longa distancia do H-4" com H-6
do anel A e pelas correlacdes destes hidrogénios com & 159,6 (C-7), & 109,6 (C-8),
0 129,1(C-5") e 6 116,1 (C-4") no HSQC e HMBC.

A substancia possui estereocentro em C-2, cujo valor da rotacdo Optica
observada foi de [a]3= - 57,98 em concentracdo de 1,7x10-3 g.mL™ e por
comparacao com dados da literatura, teve sua configuracdo determinada como 2S-
flavanona (Rao e Raju, 1979).

De acordo com o observado e por comparagdo com dados da literatura DG15
foi determinada como 2",2"-dimetilcromeno-[8,7:5",6"]-flavanona (Magalhdes et al.,
2007). Este composto é conhecido como isolonchocarpina, sendo os primeiros
relatos de isolamento encontrados em Derris sericea (Do Nascimento e Mors, 1972),
e posteriormente em L. sericeus e L. eriocaulinalis (Monache et al., 1978), em
Pongamia glabra (Talapatra et al., 1980), em D. pentaphylla (Garcez et al., 1988) e
em Tephrosia purpurea (Rao e Raju, 1979). Esta flavanona apresentou atividade
contra Staphylococcus aureus (Magalhaes et al., 2007).

4.3.2 Determinacéo estrutural de DG13
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O espectro de RMN 'H (Tabela 14, E35-E37, Anexo, pag. 108-110) dessa
substancia apresentou-se muito semelhante ao da DG15, diferenciando-se apenas
pela presencga do grupo metilenodioxi em & 6,01 (1H; d; 1,5 Hz) e 6 6,00 (1H; d; 1,5
Hz) H-2" e C-2" em & 101,0; os hidrogénios do anel B apresentaram acoplamentos
orto e meta em & 6,91 (1H; dd; J = 8,0 € 1,8 Hz, H-6'), 6,84 (1H; d; J = 8,0 Hz, H-5")
e 6 7,00 (1H; d; 1,8 Hz, H-2"). As correlacbes de HMBC confirmam a presenca do
metilenodioxi pelos sinais em & 148,1 (C-3') e 147,8 (C-4").

O anel 2",2"-dimetilcromeno foi confirmado pelos deslocamentos em & 6,63
(1H; dd; J =10,0 e 0,5 Hz, H-4") e em & 5,57 (1H; d; J = 10,0 Hz, H-3"), cuja posicao
deste foi determinada pelo acoplamento a longa distancia do H-4" com H-6 em &
6,50 (1H; dd; J = 8,7 e 0,5 Hz) e pelo acoplamento orto deste ultimo com o H-5 em &
7,74 (1H; d; 8,7 Hz) e, ainda, pelas correlacdes destes hidrogénios com os carbonos
em & 159,3 (C-7), 6 109,4 (C-8), © 128,6 (C-3") e 6 115,5 (C-4"), no HSQC e HMBC.

A substancia possui estereocentro em C-2, cujo valor da rotacdo Optica
observada foi de [a]5,= - 48,71 em concentracdo de 2,6x10° g.mL™,

Por comparacdo com dados da literatura DG13 foi determinada como (2S)-
3',4'-metilenodioxi-2",2"-dimetilcromeno-[8,7:5",6"]-flavanona, também conhecida
como ovalicromeno B, isolada de Milletia ovalifolia (Gupta e Krishnamurti, 1976),
Pongamia glabra (Talapatra et al., 1982), D. floribunda (L. subglaucescens)
(Magalhaes et al., 1996) e Pongamia pinnata (Li et al., 2006).

Esta flavanona é formada a partir da ciclizacdo da chalcona correspondente,
glabracromeno-1l (DG16).

4.4 CROMENOFLAVONAS

A classe das flavonas se origina a partir de uma reacdo de oxidacéo da
flavanona, formando uma instauracdo entre os carbonos C-2 e C-3. E na sequéncia
varias reacdes de oxidacao/reducéo vao determinando as mais variadas estruturas.

Cromenoflavonas se diferenciam por apresentar no esqueleto basico das
flavonas a presenca do grupo 2",2"-dimetilcromeno, geralmente ligado aos carbonos
C-7 e C-8 do anel A do esqueleto principal. Foram isoladas quatro cromenoflavonas
das raizes de D. glaziovii: DG5, DG3, DG7 e DGS8.
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4.4.1 Determinagéao estrutural de DG5

O espectro de RMN de 'H (Tabela 15, E38-E40, Anexo, pag. 111-113)
apresentou um singleto intenso em & 6,76 (1H; s, H-3), sinal este caracteristico do
H-3 de flavonas, o qual foi confirmado pela correlacdo no HSQC com sinal em &
107,3 (C-3), e complementando a estrutura da flavona foi possivel observar uma
carbonilaem 6 177,9 (C-4) e em 8 162,5 (C-2), sinal caracteristico de Cy oxigenado.

Verificaram-se sinais caracteristicos de um anel aromatico monossubstituido
em ® 7,91 (2H; m, H-2' e H-6') e 6 7,54 (3H; m, H-3', H-4' e H-5'). A presenca do anel
2",2"-dimetilcromeno foi confirmada pelos deslocamentos em & 6,94 (1H; d; J = 10
Hz, H-4") e 8 5,76 (1H; d; J = 10 Hz, H-3"), cuja posicao deste foi determinada pelos
acoplamentos orto dos hidrogénios do anel aromatico em 6 6,87 (1H; d; J = 8,8 Hz,
H-6) e em & 8,00 (1H; d; J = 8,8 Hz, H-5) e pelas correlagcbes destes sinais com &
157,4 (C-7), & 109,3 (C-8), & 130,2 (C-3") e & 115,0 (C-4") nos experimentos de
HSQC e HMBC.

De acordo com o observado e por comparacdo com dados da literatura, DG5
foi determinada como 2",2"-dimetilcromeno-[8,7:5",6"]-flavona isolada de Dahlstedtia
pentaphylla (Garcez et al., 1988), D. floribunda (Lonchocarpus subglaucescens)
(Magalhées et al., 1996) e de D. montana (L. montanus) (Magalhaes et al., 2007),
neste ultimo apresentou atividade antifungica contra Fusarium oxysporium e

Rhizopus oryzae.
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4.4.2 Determinagéao estrutural de DG3

A andlise desta substancia mostrou ser muito semelhante a DGS5,
diferenciando-se apenas pela auséncia do hidrogénio H-3 caracteristico de flavona
em torno de 6,5 ppm e a presenga de uma metoxila como um singleto intenso em &
3,89 (3H; s, H-3) e pelo sinal em & 141,3 (C-3) (Tabela 16, E41-E43, Anexo, pag.
114-116)

Sinais referentes ao anel aromatico monossubstituido foram observados em &
7,53 (3H; m, H-3', H-4' e H-5") e em & 8,09 (2H; m, H-2' e H-6'). Os sinais em & 6,89
(1H; d; J = 10,0 Hz, H-4") e 6 5,73 (1H; d; 10,0 Hz, H-3") indicaram a presenca do
anel 2",2"-dimetilcromeno, confirmado pelas correlagdes destes sinais com 6 157,3
(C-7), 6 109,3 (C-8), 6 115,3 (C-4") e & 130,5 (C-3") nos experimentos de HSQC e
HMBC. O anel 2",2"--dimetilcromeno foi definido em posi¢cdo angular no anel A pelo
acoplamento orto dos hidrogénios do anel aromatico em & 8,03 (1H; d; J = 8,8 Hz, H-
5) e 6 6,85 (1H; d; J = 8,8 Hz, H-6).

Por comparacdo desses dados com a literatura, esta substancia foi
determinada como 3-metoxi-2",2"-dimetilcromeno-[8,7:5",6"]-flavona, conhecida
como karanjacromeno isolada de Dahstedtia pentaphylla (Garcez et al., 1988), de
Lonchocarpus latifolius (Magalhdes et al., 2000), de Pongamia pinnata (Li et al.,
2006 e Rashid et al., 2008). De acordo com Koysomboon et al., 2006, este composto

apresentou atividade moderada contra M. tuberculosis.
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4.4.3 Determinagéao estrutural de DG7

A andlise do espectro de RMN de 'H (Tabela 17, E44-E46, Anexo, pag. 117-
119) desse composto mostrou ser muito semelhante ao espectro de DG3,
apresentando o grupo 3-metoxi (& 3,88; 3H, s), o anel 2",2"-dimetilcromeno em &
6,87 (1H; dd; J = 10,0 e 0,7 Hz, H-4") e em & 5,73 (1H; d; J = 10,0 Hz, H-3") e os
hidrogénios do anel A com acoplamento orto em 6 6,84 (1H; dd; J = 8,8 e 0,7 Hz, H-
6) e em & 8,00 (1H; d; J = 8,8 Hz, H-5).

A diferenca em relacdo a DG3 esta no anel B, que apresenta trés hidrogénios
com constantes orto e meta, indicando um anel trissubstituido em & 7,68 (1H; dd; J =
8,3e1,8Hz H-6'),emd 6,95 (1H;d; J =8,3 Hz, H-5)eem 6 7,60 (1H; d; J = 1,8 Hz,
H-2') devido a presenca do anel metilenodioxi com sinal caracteristico em & 6,07
(2H; s, H-2™) correlacionado com C-2" (& 101,9), no experimento HMBC.

De acordo com o observado e por comparacdo com dados da literatura DG7
foi determinado como 3-metoxi-3',4'-metilenodioxi-2",2"-dimetilcromeno-[8,7:5",6"]-
flavona, também conhecido por pongacromeno encontrado em P. glabra (Mukerjee
et al., 1969), D. pentaphylla (Garcez et al., 1988), em L. latifolius (Magalhdes et al.,
2000) e em D. indica (Rao et al., 2009).
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4.4.4 Determinagéao estrutural de DG8

Analisando o espectro de RMN de *H (Tabela 18, E47-E49, Anexo, pag. 120-
122) desta substancia observou-se sua semelhanca com pongacromeno (DG7),
diferenciando-se apenas pela reducédo no C-3, devido a presenca de hidrogénio em
0 6,63 (1H; s, H-3) e 6 106,6 (C-3), e carbonila em & 177,8 (C-4), caracterizando o
anel C das flavonas. Foi confirmada a presenca do anel metilenodioxi com sinal
intenso em & 6,09 (2H; s, H-2™) e correlacionado com & 102,0 (C-2") no HSQC,
sendo que a posicdo deste grupo foi determinada pela presenca de acoplamentos
orto e meta dos hidrogénios do anel B em & 7,47 (1H; dd; J = 8,3 e 1,8 Hz, H-6"), ®
6,95 (1H; d; J = 8,3 Hz, H-5") e & 7,33 (1H; d; J = 1,8 Hz, H-2") correlacionados com
os carbonos em & 148,0 (C-3') e 150,0 (C-4) nos experimentos de HMBC,
deslocamentos estes caracteristicos de carbonos oxigenados.

Foi verificada a presenca do anel 2",2"-dimetilcromeno em & 6,91 (1H; d; J =
10,0 Hz, H-4") e 6 5,76 (1H; d; J = 10,0 Hz, H-3"), sendo a posi¢cao deste indicada
pelo acoplamento em orto dos hidrogénios do anel A em & 7,98 (1H; d; J = 8,8 Hz,
H-5) e 6 6,85 (1H; d; J = 8,8 Hz, H-6).

Diante do observado e por comparacdo com dados da literatura, DG8 foi
determinada  como 3',4'-metilenodioxi-2",2"-dimetilcromeno-[8,7:5",6"]-flavona,
isolada de D. pinnata (Garcez et al., 1988) e de D. floribunda (L. subglaucescens)
(Magalhaes et al., 1996).
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4.5 FURANOFLAVONAS

Quando h& a presenca do grupo furano, que por biossintese geralmente esta
ligado aos carbonos C-7 e C-8 (angular) ou C-6 e C-7 (linear) do anel A do esqueleto
da flavona, estes compostos sdo denominados de furanoflavonas. Foram isoladas

quatro furanoflavonas das raizes de D. glaziovii: DG4, DG1, DG2 e DG9.

4.5.1 Determinagao estrutural de DG4

O espectro de RMN de 'H (Tabela 19, E50-E52, Anexo, pag. 123-125)
apresentou um singleto intenso em & 6,89 (1H; s, H-3), sinal caracteristico do H-3
de flavonas, o qual foi confirmado pela correlacdo no experimento de HSQC com o
sinal em & 108,6 (C-3), e corroborando para a estrutura da flavona foi possivel
observar uma carbonila em & 178,2 (C-4) e em 6 162,2 (C-2) sinal caracteristico de
Co oxigenado.

Observaram-se sinais em 6 7,98 (2H; m, H-2' e H-6") e & 7,57 (3H; m, H-3', H-
4' e H-5"), caracteristicos do anel B aromatico monossubstituido. A presenca do anel
furano foi determinada pelos deslocamentos em 6 7,79 (1H; d; J = 2,2 Hz, H-2") e &
7,22 (1H; dd; J = 2,2 e 0,8 Hz, H-3"), e confirmada nos experimentos de HSQC e
HMBC pelas correlagdes destes com 6 117,3 (C-8), & 158,5 (C-7), 6 146,0 (C-2") e
0 104,5 (C-3"). A posicdo desse grupo foi determinada como angular em relacédo ao
anel A, pelo acoplamento a longa distancia de H-3" com H-6 em & 7,57 (1H; dd; J =
8,8 e 0,8 Hz) o qual acopla em orto com o H-5 em & 8,18 (1H; d; J = 8,8 Hz, H-5).

A estrutura foi comprovada pela comparagao dos seus dados com a literatura,
sendo identificada como [8,7:4",5")furanoflavona conhecida também como
lanceolatina B, isolada do género Pongamia (Talapatra et al., 1982; Tanaka et al.,
1992 e Yadav et al., 2004), de Dahlstedtia (Garcez et al., 1988), Millettia (Mbafor et
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al., 1995) e Lonchocarpus (Magalhdes et al., 1996, 2000 e 2007; Santos et al.,
2009).

4.5.2 Determinagéao estrutural de DG1

A analise deste composto mostrou-se semelhante a lanceolatina B (DG4),
diferenciando-se apenas pela oxidacdo no C-3, devido a presenca de um singleto
intenso em & 3,93 (3H; s, H-3) caracteristico de metoxila (6 60,2), a qual foi
confirmada pelo sinal em & 141,8 (C-3) e pela auséncia do sinal de H-3,
normalmente em torno de 6,5 ppm (Tabela 20, E53-E56, Anexo, pag. 126-129).

Sinais referentes ao anel aromético B monossubstituido foram observados em
0 7,53 (3H; m, H-3', H-4' e H-5") e & 8,14 (2H; m, H-2' e H-6'). A presenca do anel
furano foi confirmada pelos sinaisem 6 7,17 (1H; dd; J =2,2 e 0,9 Hz, H-3") e 8 7,75
(1H; d; J = 2,2 Hz, H-2") pelo espectro de RMN *H e pelas correlacdes com os sinais
em o 117,0 (C-8), 6 158,1 (C-7), d 145,8 (C-2") e b 104,3 (C-3") nos experimentos
HSQC e HMBC. Pelo acoplamento orto observado para os hidrogénios do anel A em
0 8,19 (1H; d; J = 8,8 Hz, H-5) e & 7,54 (1H; dd; J = 8,8 e 0,9 Hz, H-6), pode-se
definir a posicéo angular do anel furano.

A estrutura foi comprovada por comparagcdo com dados da literatura sendo
determinada como 3-metoxi [8,7:4",5")furanoflavona, conhecida na literatura como
karanjina, muito encontrada nas espécies da subfamilia Papilionoideae
(Leguminosae), sendo encontrada nos géneros Pongamia (Talapatra et al., 1980;
Tanaka et al., 1992 e Yadav et al., 2004), Dabhlstedtia (Garcez et al.,, 1988) e
Lonchocarpus (Magalhdes et al., 2000). Segundo Vismaya et al., 2010, karanjina

demonstrou ser um agente anti-Ulcera eficaz, e por ndo ser toxico possibilita seu uso
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em combinacdo com outros nutracéuticos para a gestao eficaz de doenca induzida

por estresse oxidativo.

4.5.3 Determinagéao estrutural de DG2

O espectro de RMN 'H (Tabela 21, E57-E59, Anexo, pag. 130-132) desta
substancia demonstrou uma continuagdo no padrédo de oxidacdo no C-3, assim
como em DG1, porém diferenciando-se por nova oxidacéo, atribuida a presenca do
grupo metilenodioxi, com sinal caracteristico em 6 6,10 (2H; s, H-2") e 6 101,8 (C-
2"), obtidos pelas correlacbes no experimento de HSQC. A posicéo deste grupo foi
confirmada pela presenca de acoplamento orto e meta dos hidrogénios do anel B em
0 7,77 (1H; dd; 8,3 e 1,8 Hz, H-6"), 6 6,99 (1H; d; 8,3 Hz, H-5") e 6 7,68 (1H; d; 1,8
Hz, H-2") e pelas correlacbes com & 148,0 (C-3") e & 149,5 (C-4") no experimento de
HMBC caracteristicos de carbonos oxigenados.

Observou-se a presenca da carbonila em & 175,0 (C-4) e da metoxila em &
3,93 (3H; s) e © 60,2 correlacionada a C-3 (6 141,2). Verificou-se, ainda, a presenca
do anel furano em & 7,76 (1H; d; 2,2 Hz, H-2") e & 7,18 (1H; dd; 2,2 e 0,9 Hz, H-3"),
e dos hidrogénios do anel Aem & 7,55 (1H; dd; 8,8 e 0,9 Hz, H-6) e em & 8,19 (1H;
d; 8,8 Hz, H-5).

Desta forma, por comparagcdo com dados da literatura DG2 foi determinada
como  3-metoxi-3',4'-metilenodioxi-[8,7:4",5"]-furanoflavona, = conhecida  como
ponganpina isolada de Pongamia glabra (Mahey et al., 1972), de P. pinnata (Tanaka
et al.,, 1992 e Yadav et al., 2004) e do género Lonchocarpus (Magalhdes et al.,

2000), sendo encontrada pela primeira vez em espécies de Dahlstedtia.
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4.5.4 Determinacéo estrutural de DG9

O espectro de RMN de 'H (Tabela 22, E608-E62, Anexo, pag. 133-136)
deste composto diferenciou-se de ponganpina (DG2), devido a presenca de um sinal
em & 6,76 (1H, s, H-3) correlacionado com & 107,2 (C-3) no HMBC, caracterizando a
reducdo da metoxila em C-3, que juntamente com a carbonila em & 178,2 (C-4)
caracterizam o anel C das flavonas. Foi confirmada a presenca do grupo
metilenodioxi com sinal caracteristico em & 6,10 (2H; s, H-2"") correlacionado com
102,0 (C-2") no experimento de HSQC. A posicéo deste grupo foi confirmada pela
presenca de acoplamentos orto e meta dos hidrogénios do anel B em & 7,53 (1H; dd;
J=8,3e1,8Hz C-6", 066,97 (1H; d; J =8,3Hz, C-5) e 6 7,40 (1H; d; J = 1,8 Hz, C-
2") e pelas correlagBes deste com & 148,5 (C-3') e 150,5 (C-4'), caracteristicos de
carbonos oxigenados. Foi verificada a presenca do anel furano em & 7,78 (1H; d; J =
2,2 Hz, H-2") e em & 7,20 (1H; dd; J = 2,2 e 0,8 Hz, H-3"), e dos hidrogénios do anel
A H-5e H6emd 8,16 (1H; d; J =8,8 Hz) e em & 7,56 (1H; dd; J = 8,8 e 0,8 Hz)
respectivamente.

Este composto foi isolado em mistura com DG8 e a elucidacao estrutural foi
possivel pela sobreposicédo dos espectros de RMN *H e integracdo dos sinais (E 63,
pag. 136).

De acordo com o observado e por comparacdo com a literatura, DG9 foi
determinada como 3',4'-metilenodioxi-[8,7:4",5"]-furanoflavona, também conhecida
como pongaglabrona, encontrada em P. glabra (Khanna et al., 1963) e P. pinnata
(Tanaka et al.,, 1992 e Yadav et al., 2004), em Tephrosia purpurea (Pelter et al.,
1981), em Derris (Rao et al., 2009) e em L. latifolius (Magalhaes et al., 2000).
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4.6 ROTENOIDES

A classe dos rotenoides € derivada das isoflavonas, a partir de
hidroxilagdo/metilacdo (C-5', C-4' e C-2') e, posterior, ciclizacdo do anel B (tipo
condensacao de Claisen) o qual se funde ao anel C.

Foi isolado um rotenoide de D. glaziovii: DG6.

OCH3

O espectro de RMN de 'H (Tabela 23, E64-E66, Anexo, pag. 137-139)
apresentou sinais em 6 4,63 (1H; dd; J = 12,1 e 2,5 Hz, H-6 pseudoaxial), em & 4,57
(1H; dd; J = 2,5 e 0,7 Hz, H-6a) e em & 4,49 (1H; dd; J = 12,1 e 0,7 Hz, H-6
pseudoequatorial), cujos deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acoplamento sédo tipicos dos hidrogénios H-6a, H-6ax e H-6eq e juntamente com o
sinal em & 4,39 (1H, sl) o qual é referente a hidroxila em C-12a (d 67,5) caracterizam
o anel B do esqueleto de rotenoide. Além disso, observou-se através de correlacao
no HMBC o sinal em & 191,4 referente a carbonila em C-12.

Foram observados sinais em 6 3,82 (3H, s) correlacionado com & 151,0 (C-
3) e em & 3,73 (3H, s) correlacionado com & 144,0 (C-2), sinais estes referentes as
metoxilas. Juntamente com os sinais em & 6,56 (1H, s, H-1) e em & 6,48 (1H, s, H-4),
0S guais corroboraram com o esqueleto do anel A. O anel 2',2'-dimetilcromeno foi
confirmado pelos sinais em & 6,60 (1H; d; 10,0Hz, H-4") e & 5,56 (1H; d; 10,0Hz, H-
3'), juntamente com os sinais referentes aos carbonos & 129,0 (C-3'), 115,4 (C-4"),
109,2 (C-8) e 160,8 (C-9). Pelo acoplamento orto observado para os hidrogénios do
anel C em &6 6,47 (1H; d; J = 8,8 Hz, H-10) e 6 7,73 (1H; dd; J = 8,8 Hz, H-11),
definiu-se a posicao deste grupo no esqueleto do rotenoide.

De acordo com os dados obtidos e por comparacéo destes com a literatura,

DG6 foi determinado como tefrosina, isolada de Tephrosia purpurea (Ahmad et al.,
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1999), de Amorpha fruticosa (Li e Wang, 1993), de Lonchocarpus aff. fluvialis (Blatt
et al., 2002) e Tephrosia toxicaria (Nunes e Vasconcelos et al., 2012), sendo inédita
no género Dahlstedtia. De acordo com Nunes e Vasconcelos et al., 2012, a jungao
dos anéis B/C apresenta uma relacdo cis entre o hidrogénio e a hidroxila,

configuracéo Z, sendo definida a estereoquimica R para 6a e 12a.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA IN VITRO

Devido a resisténcia de patégenos aos farmacos convencionais tem-se
buscado novas substancias de origem natural com atividades biolégicas. Diferentes
linhagens de células possuem comportamentos especificos diante de cada
composto quimico, fazendo-se necessaria a realizacao de testes nos mais diversos
tipos de linhagens de células cancerigenas. Neste trabalho os valores para atividade
antitumoral sdo expressos em termos da concentracdo necessaria para inibir o
crescimento total das células (TGI — total growth inhibition) em pg.mL™.

Os extratos (éter de petroleo, diclorometanico e metandlico) das raizes de D.
glaziovii e a substancia karanjina (DG1) foram submetidos a ensaios para verificacao
de sua atividade antitumoral. Os resultados da TGl foram avaliados em onze

linhagens de células tumorais humanas, conforme Tabela 4.

Tabela 4: Valores de TGl para karanjina e os extratos de D. glaziovii.

Inibicio Total do Crescimento — TGI (ug mL™)

2 u m a 7 4 p o] h k q

Doxorrubicina 0,29 0,081 1,0 1.8 0,33 0,25 2,1 >25 6,3 0,23 0,19

Extrato etéreo 24,2 2,1 11,4 8,2 11,1 14,9 13,2 11,0 15,8 250 3,8
Extrato 25,1 1,5 8,2 8,4 13,5 18,4 11,5 21,9 18,3 1,9 3,5
diclorometanico
Extrato >250 37,6 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 110,0
metanélico
Karanjina >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

2 = U251 (glioma, SNC); u = UACC-62 (melanoma); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovario, com
fendtipo de resisténcia a multiplas drogas); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células); p
= PC-3 (préstata); o = OVCAR-3; h = HT29 (coloretal); k = K562 (leucemia); g = HaCat (queratinécito humano,
célula normal imortalizada).
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A atividade antiproliferativa é considerada inativa quando TGl > 50 pg.mL™;
fraca quando TGI entre 15 pg.mL™ e 50 pg.mL™; moderada quando TGl ocorre entre
6,25 ug.mL™ e 15 pg.mL™; e potente quando TGl < 6,25 pg.mL™ (Fouche et al.,
2006).

De acordo com esta classificacdo, o extrato de éter de petrdleo (Figura 16)
apresentou-se potente contra a linhagem de células de melanoma e atividade
moderada contra linhagens de cancer de mama, ovario, rim, pulmao e prostata.

O extrato diclorometanico (Figura 17) apresentou-se potente contra as
linhagens de células de melanoma e leucemia. Atividade moderada para as
linhagens de células de cancer de mama, ovario, rim e prostata. Mostrando-se fraco
para as demais linhagens.

O extrato metandlico (Figura 18) apresentou-se fraco para linhagens de
melanoma e inativo para o restante das linhagens. A substancia Karanjina (Figura
19) ndo apresentou atividade para as linhagens testadas.

Com os dados obtidos pode-se verificar que o extrato diclorometanico
apresenta atividades antitumorais promissoras. E, ao avaliar a linhagem nao-tumoral
(HaCat) a qual € usada como indicativo de acdo sobre o tecido normal (ndo-

tumoral), observou-se que tanto para EP quanto para DCM demonstraram-se menos
toxicos que o padrao doxorrubicina.
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Figura 16: Grafico da atividade antiproliferativa do extrato de étereo.
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Figura 18: Grafico da atividade antiproliferativa do extrato metandlico.
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Figura 19: Grafico da atividade antiproliferativa de karanjina.

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

Os extratos brutos foram avaliados quanto a atividade antibacteriana e anti-
Candida, entretanto n&do apresentaram atividade significativa contra nenhum dos

micro-organismos testados.

4.9 PROPOSTA DA BIOGENESE DOS FLAVONOIDES DE D. glaziovii

Diante da variedade de flavonoides isolados de D. glaziovii e semelhanca
estrutural entre os de mesma classe, propbéem-se a biogénese destes compostos.
Embora tenham muitos estudos na literatura relacionados a biossintese dos
flavonoides, ndo se pode afirmar ao certo como as derivacdes dos esqueletos
principais ocorrem em cada espécie. Sendo assim, apresentamos possiveis passos
para a rota biossintética dos flavonoides isolados neste trabalho.

E possivel desenhar trés propostas, a primeira (1), inclui os flavonoides que
apresentam o grupo 2”,2” — dimetilcromeno e a segunda (Il) e a terceira propostas se

referem aos flavonoides contendo o substituinte furano, conforme as figuras 20, 21 e
22.



Figura 20: Proposta de biogénese I.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Dentre as espécies ja estudadas dos géneros Dahlstedtia e Lonchocarpus
observa-se, predominantemente, a biossintese de flavonoides.

O estudo fitoquimico do extrato diclorometanico das raizes de D. glaziovii
resultou no isolamento de dezenove flavonoides, dos quais duas chalconas: DG16 e
DG19; duas flavanonas: DG15 e DG13; oito flavonas, sendo quatro furanoflavonas:
DG4, DG1, DG2 e DG9 e quatro cromenoflavonas: DG5, DG3, DG7 e DG8; seis
derivados de dibenzoilmetano: DG17, DG12, DG10, DG11, DG14 e DG18, sendo
este ultimo inédito; e um rotenoide: DG6.

A avaliacdo da atividade antitumoral do extrato diclorometéanico apresentou
forte atividade contra as células de melanoma e leucemia, e, ainda, atividade
moderada para células de cancer de mama, ovario, rim e prostata. Estes resultados
indicam que a espécie D. glaziovii apresenta substédncias com potencial
farmacoldgico.

O isolamento de flavonoides prenilados corroboram com a nova
reclassificacdo realizada por Da Silva et al.,, 2012. De acordo com Garcez et al.,
1988, flavonoides com a presenca de grupos prenilas ciclizados, como anel furano e
2”,2”-dimetilcromeno, s&o indicadores da evolucdo do género Dahlstedtia, sendo
estes encontrados na disposigao ‘angular’ no esqueleto principal.

Muitos compostos isolados de D. glaziovii foram encontrados nas espécies de
Dahlstedtia pinnata (D. erythrina) e D. penthaphylla, sendo Lancolatina B (DG4) e
Pongachalcona (DG19) encontradas em ambas. Os compostos 3',4'-metilenodioxi-
2",2"- dimetilcromeno-[8,7:5",6"]-flavona (DG8) e Pongaglabrona (DG9), sao
encontrados em D. glaziovii e em D. pinnata, o que leva a semelhanca quimica entre
ambas espécies, além da afinidade morfologica conforme citada por Da Silva, 2010.
Os compostos (-)-isolonchocarpina (DG15), Karanjacromeno (DG3), Pongacromeno
(DG7) e Karanjin (DG1), sdo encontrados em comum com D. pentaphylla, o que é
de grande relevancia quimiotaxonbmica para a sistematica deste género,
corroborando para a nova reclassificagéao.

Aléem disso, outras espécies reclassificadas como Dahlstedtia, ja estudadas,
possuem semelhanca quimica com D. glaziovii, como D. floribunda (Lonchocarpus
subglaucescens) (Magalhées et al., 1996) e D. muehlbergiana (L. muehlbergianus)

(Magalhaes et al., 2004). Apesar de D. araripensis (Lima et al., 2009) n&o possuir
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substancias em comum com D. glaziovii, segue o0 padrdo de prenilacao,
apresentando compostos com grupos furano e 2,2-dimetilcromeno.

Os compostos DG16, DG2, DG14 e DG6 foram isolados pela primeira vez no
género Dahlstedtia, sendo a segunda ocorréncia na natureza do dibenzoilmetano
(DG14), o qual foi isolado pela primeira vez de Muellera montana M.J.Silva &

A.M.G.Azevedo (Lonchocarpus monatnus) (Magalhaes et al., 2007).
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RELACAO DE TABELAS E ESPECTROS
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Tabela 5: Dados de RMN de 'H (CDCl,;, 400 MHz), de **C (CDCls, 50 MHz), mapa de correlacéo

direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia (HMBC), da substancia DG16.

C/H B¢ 'H he e
1 129,3
2 106,9 7,17 (1H; d; 1,7 Hz) 106,9 125,5 (C-6) e 144,2 (C-7)
3 148,5
4 150,2
5 108,8 6,85 (1H:; d; 8,0 Hz) 108,8 129,3 (C-1) e 148,5 (C-3)
106,9 (C-2); 144,2 (C-7) e
6 1255 7,13 (1H; dd; 8,0 e 1,7 Hz) 1255 150,2 (C-4)
7 1442 7,80 (1H; d; 15,3 Hz) 144,2 106,9 (C-2) e 191,9 (C-9)
8 118,5 7,40 (1H; d; 15,3 Hz) 118,5 129,3 (C-1) e 191,9 (C-9)
9 191,9
1 114,0
2 160,5
3 109,5
4 159,7
5' 108,4 6,38 (1H; dd; 9,0 e 0,6 Hz) 108,4 109,5 (C-3) e 114,0 (C-1)
6' 130,6 7,70 (1H; d; 9,0 Hz) 130,6 160,5 (C-2") e 191,9 (C-9)
2" 77,8
3" 128,3 5,59 (1H; d; 10,0 Hz) 128,3 77,8 (C-2") e 109,5 (C-3)
4" 116,1 6,75 (1H; dd; 10,0 e 0,6 Hz) 116,1 77,8 (C-2") e 159,7 (C-4)
2" 101,8 6,04 (2H; s) 101,8 148,5 (C-3) e 150,2 (C-4)
CHs 28,6 1,47 (6H; s) 28,6 77,8 (C-2") e 128,3 (C-3")
109,5 (C-3"); 114,0 (C-1) e
OH (C-2Y) 13,73 (1H; s) 160,5 (C-2")

=

DG16 — Glabracromeno-li

Oleo laranja
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Tabela 6: Dados de RMN de 'H (CDCl,;, 400 MHz), de **C (CDCls, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia (HMBC), da substancia DG19.

C/H Bc H e P3uc
1 135,6
2 128,5 7,61 (2H; m) 128,5 130,0 (C-4)
3 129.4 129,4
4 130,0 7,40 (3H; m) 130,0 1285 (C-2 & C-6)
5 129.4 129,4 129,3 (C-1) e 148,5 (C-3)
106,9 (C-2); 144,2 (C-7) e
6 128,5 7,61 (2H; m) 128,5 150,2 (C-4)
127,7 (C-8), 128,4 (C-2 e C-6)
1423 7,78 (1H; d; 15,7 Hz) 142,3 e 192,7(C-9)
8 1278 7,89 (1H; d; 15,7 Hz) 127,7 135,6 (C-1) e 192,7 (C-9)
9 192,7
1 106,0
2 162,5
3 103,0
4 160,4
103,0 (C-3'), 106,0 (C-1),
5' 91,6 5,93 (1H; s) 91,6 160,4 (C-4) e 162,5 (C-6')
6 162,5
4" 116,2 6,69 (1H; d; 10,0 Hz) 116,2 78,3 (C-2") e 160,4 (C-4)
3" 125,6 5,47 (1H; d; 10,0 Hz) 125,6 78,3 (C-2") e 103,0 (C-3)
2" 77,8
28,4 (CHs), 78,3 (C-2") e
CHa 28,4 1,46 (6H; s) 28,4 125,6 (C-3")
OCHjs 55,8 3,92 (3H; s) 55,8 55,8 (CHs) e 162,5 (C-2)
103,0 (C-3"), 106,0 (C-1) e
OH (C-2Y) 14,52 (1H; s) 162,5 (C-6")

DG19 - 2*-hidroxi-6’-methoxi-2",2"-
dimetilcromeno-[3’,4’: 5”,6”]-chalcona

Oleo amarelo intenso
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Tabela 7: Dados de RMN de 'H (CDCl,;, 400 MHz), de **C (CDCls, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia (HMBC), da substancia DG17.

C/H Bc H e P3uc
1 135,4
2 127.4 7,98 (2H, m) 127,4 132,0 (C-4) e 184,6 (C-7)
3 128,6 128,6
4 132,0 7,51 (3H, m) 132,0 127,4 (C-2 e C-6); 135,4 (C-1)
5 128,6 128,6
6 127.4 7,98 (2H, m) 127,4 132,0 (C-4) e 184,6 (C-7)
7 184,6
8 98,0 7,17 (1H; s) 98,0 184.6 (C-7)
9 186,3
1 1221
2' 153,7
3 119,6
4 158,2
5 107,3 7,32 (1H; d; 8,8 Hz) 107,3 122,1 (C-1)
153,3 (C-2'); 158,7 (C-4) e
6' 126,7 7,88 (1H; d; 8,8 Hz) 126,7 186,3 (C-9)
105,4 (C-3"); 119,6 (C-3") e
o" 145,1 7,63 (1H; d; 2,2 Hz) 145,1 158,7 (C-4')
119,6 (C-3"); 145,1 (C-2") e
3" 105,4 7,00 (1H; d; 2,2 Hz) 105,4 158,7 (C-4")
OCHjs 61,2 4,14 (3H; s) 61,2 153,7 (C-2Y)
98,0 (C-8); 135,4 (C-1) e
OH (C-7) 16,91 (1H, s) 184.6 (C-7)

DG17 — Pongamol

Oleo alaranjado
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Tabela 8: Dados de RMN de 'H (CDCl,;, 400 MHz), de **C (CDCls, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia (HMBC), da substancia DG12.

C/H B¢ 'H Yhe P
1 130,4
2 107,4 7,46 (2H, m) 107,4
3 148,3
4 151,0
5 108,3 6,90 (1H; d; 8,2 Hz) 108,3 130,4 (C-1) e 148,3 (C-3)
6 122,8 7,59 (1H; dd; 8,2 e 1,8 Hz) 122,8 107,0 (C-5) e 151,0 (C-4)
7 184,8
8 97,3 7,06 (1H; s) 97,3 184,9 (C-7)
9 184,0
1 1221
2 153,6
3 119,8
4
5 107,0 7,31 (1H; d; 8,8 e 1,0 Hz) 107,0 119,8 (C-3) e 122,1 (C-1)
6' 126,4 7,86 (1H; d; 8,8 Hz) 126,4 153,6 (C-3") e 184,0 (C-9)
2" 144,8 7,63 (1H; d; 2,3 H2) 144,8
3" 105,2 7,00 (1H; d; 2,3 e 1,0 Hz) 105,2
2" 101,9 6,01 (2H; s) 101,9 151,1 (C-4) e 148,2 (C-3)
OCH3 61,2 4,14 (3H; s) 61,2 153,6 (C-2)
OH 17,00 (1H, s)

DG12 — Ovalitenona

Oleo amarelo
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Tabela 9: Dados de RMN de 'H (CDCl,;, 400 MHz), de **C (CDCls, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia (HMBC), da substancia DG10.

C/H

13C

'H

1
Jh-c

LDJ

H-C
1 138,6
128,9 (C-2 e C-6), 132,7 (C-4)
128,9 8,02 (2H; m) 128,9 e 195,4 (C-7)
128,5 128,5
128,9 (C-2 e C-6); 128,5 (C-3
132,7 7,50 (3H; m) 132,7 e C-5) e 138,6 (C-1)
5 128,5 128,5
128,9 (C-2 e C-6), 132,7 (C-4)
128,9 8,02 (2H; m) 128,9 e 195,4 (C-7)
1954
26,4 (CHg), 25,8 (CHag), 41,7
(C-1"), 67,0 (C-8), 146,1 (C-
8 67.0 5,74 (1H: 5) 67.0 2"), 195,4 (C-7) e 197,7 (C-9)
9 197,7
1 127,0
2 152,4
3 117,4
4 158,8
5 106,8 7,18 (1H; dd; 8,6 e 0,8 Hz) 106,8 117,4 (C-3') e 127,0 (C-1)
152,4 (C-2'), 158,8 (C-4) e
6' 126,9 7,44 (1H; d; 8,6 Hz) 126,9 197,7 (C-9)
117,4 (C-3), 1446 (C-2") e
3" 105,6 6,93 (1H; dd; 2,3 € 0,8 Hz) 105,6 158,8 (C-4)
2" 144,9 7,59 (1H; d; 2,3 Hz) 144,9 117,4 (C-3) e 158,8 (C-4)
1" 41,6
2" 146,1 6,10 (1H; dd; 17,4 e 10,8 Hz) 146,1 26,2 (CHs) e 41,7 (C-1")
3a™ 111,7 4,90 (1H; dd; 17,4 e 1,0 Hz) 41,7 (C-1"), 11,7 (C-3"),
3b™ 111,7 4,87 (1H; dd; 10,8 e 1,0 Hz) 111,7 146,1 (C-2")
26,4 (CHg), 41,7 (C-1"), 67,0
CHs 25,8 1,23 (3H; s) 25,8 (C-8) e 146,1 (C-2")
25,8 (CHs), 41,7 (C-1"), 67,0
CHs 26,4 1,21 (3H; s) 26,4 (C-8) e 146,1 (C-2")
OCHs 60,2 3,84 (3H; s) 60,2 60,2 (OCH3) e 152,2 (C-2)

DG10 - 2'-metoxi-8-(a-a-dimetilalil)-[3',4":
4" 5"]-furanodibenzoilmetano

Oleo amarelo intenso
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Tabela 10: Dados de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo

direta *H-*C (HSQC) e mapa de correlagdo ‘H-"*C a longa distancia (HMBC), da substancia DG11.

CIH 13¢ 4 e PInc
1 133,6
125,2 (C-2), 148,1 (C-3),
2 108,8 7,49 (1H: d; 1,8 Hz) 108,8 1515 (C-4) e 193,3 (C-7)
3 148,1
4 1515
5 107,8 6,83 (1H: d; 8,2 Hz) 107,8 133,6 (C-1) e 148,1 (C-3)
108,8 (C-2), 151,5 (C-4) e
6 125,2 7,64 (1H; dd; 8,2 e 1,8 Hz) 125,2 193,3 (C-7)
7 1933
25,8 (CHa), 26,4 (CHa), 41,5
(C-1"), 146,2 (C-2"), 193.3
8 66,7 5,63 (1H: s) 66,7 (C-7) e 197,6 (C-9)
9 197,6
1 127,3
2 152,2
3 117,7
4 158,7
5 126,9 7,18 (1H; dd: 1,0 e 8,6Hz) 126,9 117,4 (C-3) e 127,0 (C-1)
152,4 (C-2), 1588 (C-4) e
6 106,8 7,41 (1H: d; 8,6 Hz) 106,8 197,7 (C-9)
117,4 (C-3), 1446 (C3") e
3" 105,6 6,94 (1H; dd; 2,3 e 1,0 Hz) 105,6 158,8 (C-4)
2" 1448 7,59 (1H: d; 2,3 Hz) 144,9 117,4 (C-3) e 158,8 (C-4)
6,02 (1H; d; 1,4 Hz)
o 101,9 6.03 (1H: d: 1.4 Hz) 101,9 148,1 (C-3) e 151,5 (C-4)
1 16
o 1461 | 6,10 (1H; dd; 17,4 10,8 Hz) |  146,1 26,2 (CHs) € 41,5 (C-1")
3a™ 111,7 | 4,91 (1H; dd; 17,3 e 1,0 H2) 415 (C-1™), 1116 (C-57),
3™ 111,7 | 487 (1H;dd:10,7e1,0Hz) | 1116 146,2 (C-2")
26,4 (CHs), 41,5 (C-1"), 67,0
CHa 25,8 1,22 (3H; s) 25,8 (C-8) e 146,2 (C-2")
25,8 (CHz), 41,5 (C-1"), 67,0
CHs 264 1,20 (3H; 5) 264 (C-8) e 146,2 (C-2")
OCHs 60,2 3,94 (3H: 5) 60,4 60,4 (OCHs) e 152,2 (C-2)

DG11 - 3,4-metilenodioxi-2'-metoxi-8-

(a-a-dimetilalila)-[3',4": 4",5"]-
furanodibenzoilmetano

Oleo alaraniado
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Tabela 11: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo

direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia (HMBC), da substancia DG18.

C/H Bc H e P3uc
128,4 (C-2 € 6), 133,2 (C-4) e
2 128,4 7,95 (2H, m) 128,4 193,9 (C-7)
3 128,7 7,42 (2H; m) 128,7 128,8 (C-3 e 5) e 137,9 (C-1)
4 133,2 7,53 (1H; m) 133,2 128,4 (C-2 € 6)
5 128,7 7,42 (2H; m) 128,7 128,8 (C-3 e 5) e 137,9 (C-1)
128,4 (C-2 € 6), 133,2 (C-4) e
6 128,4 7,95 (2H, m) 128,4 193,9 (C-7)
7 193,9
26,1 (CH3), 41,6 (C-1"),
145,7 (C-2"), 193,9 (C-7) e
62,0 5,57 (1H; s) 62,0 200,0 (C-9)
200,0
1 41,6
2 160,0
3 114,6
4 159,9
5' 104,0 7,07 (1H; dd; 9,0 e 0,9 Hz) 104,0 114,7 (C-3") e 118,1 (C-1)
6' 126,7 7,83 (1H; d; 9,0 Hz) 126,7 1160,0 (C-2') e 200,0 (C-9)
4" 105,1 6,99 (1H; dd; 2,2 e 0,9 Hz) 105,1 144,7 (C-5") e 159,9 (C-4")
5" 144.7 7,57 (1H; d; 2,2 Hz) 1447 159,9 (C-4')
1 41,6
o 1456 6,20 (1H; dd; 17,5 e 10,7 Hz) 145.6
3a" 112,2 5,02 (1H; dd; 17,5 e 0,9 Hz) 112,2 41,6 (C-1") e 145,6 (C-2")
3b™ 1122 4,98 (1H; dd; 10,7 e 0,9 Hz) 112,2
26,1 (CH3), 41,6 (C-1"), 62,0
CHs 26,1 1,34 (3H; s) 26,1 (C-8) e 145,6 (C-2")
CHs 1,33 (3H; s)
114,6 (C-3'), 118,1 (C-1) e
OH 160,0 13,30 (1H; s) 160,0 160,0 (C-2))

DG18 — 2’-hidroxi-8-dimetilalil-[3’,4": 47,5"]-
furanodibenzoilmetano - Glaziovione

Oleo amarelo
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E 27: Mapa de correlagéo direta H-8¢ (CDCl3, 400 MHz) de DG18.
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Tabela 12: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia (HMBC), da substancia DG14.

C/H 13C lH l\J H-C LDJ H-C
1 138,9
128,7 (C-3 e C-5), 132,8 (C-4)
2 129,0 7,97 (2H; m) 129,0 e 195,6 (C-7)
3 128,7 7,43 (2H; m) 128,7 138,9 (C-1)
4 132,8 7,52 (1H; m) 132,8 129,0 (C-2 e C-6)
5 128,7 7,43 (2H; m) 128,7 138,9 (C-1)
128,7 (C-3), 132,8 (C-4) e
6 129,0 7,97 (2H; m) 129,0 195,6 (C-7)
7 195,6
25,8 (CH3), 26,3 (CH3), 41,6
(C-1"), 146,0 (C-2"), 195,6
8 66,3 5,65 (1H:; s) 66,3 (C-7) e 196,4 (C-9)
9 196,4
1 127,9
2' 155,2
3 114,5
4' 157,2
5' 113,2 6,54 (1H; dd; 8,5 € 0,7 Hz) 113,2 114,5 (C-3) e 127,9 (C-1")
155,2 (C-2), 157,1 (C-4) e
6' 130,8 7,26 (1H: d: 8,5 Hz) 106,8 196,4 (C-9)
4" 116,6 6,52 (1H; dd; 10,0 e 0,7 Hz) 116,6 76,7 (C-2") e 157,2 (C-4))
3" 130,9 5,65 (1H; d: 10,0Hz) 130,9 76,7 (C-2")
2" 76,7
i 41,6
2" 146,0 6,08 (1H; dd; 17,5 e 10,8 Hz) 146,0
3a™ 4,91 (1H; dd; 17,5 e 1,0 Hz)
3b™ 111,8 4,87 (1H; dd; 10,8 e 1,0 Hz) 111,8 41,6 (C-1")
26,3 (CHz), 41,6 (C-1"), 66,3
CHs 25,8 1,21 (3H; s) 258 (C-8) e 146,0 (C-2")
25,8 (CH3), 41,6 (C-1"), 66,3
CHs 26,3 1,19 (3H; s) 26,3 (C-8) e 146,0 (C-2")
28,0 (CHa), 76,7 (C-2") e
CHs 28,3 1,43 (3H; s) 28,3 130,9 (C-3")
28,3 (CHa), 76,7 (C-2") e
CH3 28,0 1,38 (3H; s) 28,0 130,9 (C-3")
OCHs, 63,8 3,51 (3H: s) 63,8 152,2 (C-2))

DG14 — 2'-metoxi-8-(a-a-dimetilalila)-2",2"-
dimetilcromeno-[3',4":5",6"]- dibenzoilmetano

Oleo amarelo
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E 30: Mapa de correlagio direta *H-"3C (CDCls, 400 MHz) de DG14.
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E 31: Mapa de correlagdo *H-"3C a longa distancia (CDCls, 400 MHz) de DG14.
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Tabela 13: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlagdo *H-"*C a longa distancia (HMBC), da substancia DG15.

C/H Bc H e P3uc
2 79,8 5,48 (1H; dd; 13,1 e 3,1 Hz) 79,8 126,1 (C-2' eC-6")
79,8 (C-2), 139,1 (C-1) e
3 ax 44.4 3,01 (1H; dd; 16,8 e 13,1 Hz) 44.4 190,6 (C-4)
3eq 44,4 2,84 (1H:; dd: 16,8 e 3,1 Hz) 44,4 190,6 (C-4)
4 190,6
157,8 (C-9), 159,6 (C-7) e
5 128,0 7,75 (1H; d; 8,7 Hz) 128,0 190,6 (C-4)
109,6 (C-8), 114,8 (C-10) e
6 111,3 6,50 (1H; d; 8,7 Hz) 111,3 159,8 (C-7)
7 159,8
8 109,6
9 157,8
10 114,8
1 139,1
2' 126,1 126,1
79,8 (C-2), 126,1 (C-2'e C-
128.,6 128,7 ",
128.8 7,44 (5H; m) 128,9 128,6 (C-3' e C-5),
128.,6 128,7 128,8 (C-4") e 139,1 (C-1))
6' 126,1 126,1
2" 77,6 2" 77,6
28,4 (CH3), 77,6 (C-2" e
3" 129,1 5,57 (1H; d; 10,0 Hz) 129,1 109,6 (C-8)
77,6 (C-2"), 157,8 (C-9) e
4" 116,1 6,65 (1H; dd; 10 e 0,6 Hz) 116,1 159,6 (C-7)
28,2 (CHs), 77,6 (C-2") e
CHs 28,4 1,47 (3H, s) 28,4 109,6 (C-8)
28,4 (CHs), 77,6 (C-2") e
CHs 28,2 1,45 (3H, s) 28,2 109,6 (C-8)

DG15 — (-)-Isolonchocarpina

Sélido amorfo branco
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E 33: Mapa de correlagio direta *H-"*C (CDCls, 400 MHz) de DG15.
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E 34: Mapa de correlacdo *H-"3C a longa distancia (CDCls, 400 MHz) de DG15.
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Tabela 14: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlagdo *H-">C a longa distancia (HMBC), da substancia DG13.

C/H B¢ 'H he e

2 79,5 5,38 (1H; dd; 13,2 e 3,0Hz) 79,5
3 ax 43,8 2,98 (1H; dd; 16,8 e 13,2Hz) 43,8 79,5 (C-2)
3eq 43,8 2,79 (1H; dd; 16,8 3 3,0Hz) 43,8 190,8 (C-4)

4 190,8

5 127,5 7,74 (1H: d; 8,7Hz2) 1275 157,8 (C-9) e 159,3 (C-7)

6 110,8 6,50 (1H; dd: 8,7 e 0,5 Hz) 110,8 119,4 (C-8) e 114,8 (C-10)

7 159,3

8 109,4

9 157,8

10 114,8

1 132,9

106,5 7,00 (1H; d; 1,8 Hz) 106,5

3 148,1

q 1478

5' 108,0 6,84 (1H; d; 8,0 Hz) 108,0 132,9 (C-1) e 148,1 (C-3)

6' 119,5 6,91 (1H; dd; 8,0 e 1,8 Hz) 119,5 106,5 (C-2") e 147,8 (C-4)

2" 77,6

3" 128,6  |5,57 (1H; d; 10,0Hz) 128,6 77,6 (C-2") e 109,4 (C-8)

4" 115,5 6,63 (1H; dd; 10,0 e 0,5 Hz) 1155 77,6 (C-2")

6,01 (1H; d; 1,5 Hz)
2" 101,0 6,00 (1H:; d; 1,5 Hz) 101,0 148,1 (C-3)
27,8 (CH3), 77,6 (C-2") e
CHs 28,1 1,47 (3H, s) 28,1 128,6 (C-3")
28,1 (CH3), 77,6 (C-2") e

CHs 27,8 1,44 (3H, s) 27,8 128,6 (C-3")

B

O

DG13 — Ovalicromeno B

Solido amorfo esbranquicado
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E 36: Mapa de correlacéo direta *H-"*C (CDCls, 400 MHz) de DG13.
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Tabela 15: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo

direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlacdo *H-">C a longa distancia (HMBC), da substancia DG5.

C/H Bc H e P3uc
2 162,5
117,8 (C-10); 132,0 (C-1);
3 107,3 6,76 (1H; s) 107,3 162,5 (C-2) e 177,9 (C-4)
4 177,9
152,3 (C-9); 157,4 (C-7) e
5 126,0 7,99 (1H: d; 8,8 Hz) 126,0 177,9 (C-4)
6 114,9 6,87 (1H: d; 8,8 Hz) 114,9 109,3 (C-8) e 117,9 (C-10)
7 157,4
8 109,3
9 152,3
10 117,9
1 132,0
2' 126,0 7,91 (2H; m) 126,0 131,1 (C-4") e 162,5 (C-2)
3 128,8 128,8
4 131,1 7,54 (3H, m) 131,1 126,0 (C-2' e C-6) e
5 128,8 128,8 132,0 (C-1Y)
6' 126,0 7,91 (2H; m) 126,0 131,1 (C-4") e 162,5 (C-2)
4" 115,0 6,94 (1H; d; 10 HZ) 115,0 77,6 (C-2") e 157,5 (C-7)
28,0 (CHs); 77,6 (C-2") e
3" 130,2 5,76 (1H; d; 10 Hz) 130,2 109,3 (C-8)
2" 77,6
CHs 28,0 1,52 (6H, s) 28,0 77,6 (C-2") e 130,2 (C-3")

DG5 — 27,2”-dimetilcromeno-[7,8:

2”,3”]-flavona

Oleo amarelo
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Tabela 16: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlacdo *H-">C a longa distancia (HMBC), da substancia DG3.

C/H B¢ 'H he e
141,3
4 174,6
151,5 (C-9); 157,3 (C-7) e
5 126,3 8,03 (1H; d; 8,8 Hz) 126,3 174,6 (C-4)
6 115,1 6,85 (1H; d; 8,8 Hz) 115,1 109,3 (C-8) e 118,0 (C10)
7 157,3
8 109,3
9 151,5
10 118,0
1
2' 128,5 8,08 (2H; m) 128,5 130,5 (C-4)
3 128,8 128,8
4 130,5 7,53 (3H; m) 130,5
5 128,8 128,8
6 128,5 8,09 (2H; m) 128,5 130,5 (C-4)
2" 77,8
4" 115,3 6,89 (1H; d; 10 Hz) 115,3 77,8 (C-2") e 157,5 (C-7)
3 130,5 5,73 (1H; d; 10 Hz) 130,5 77,8 (C-2") e 109,3 (C-8)
CHs 28,2 1,51 (6H; s) 28,2 77,8 (C-2") e 130,5 (C-3")
OCHs 60,3 3,89 (3H; s) 60,3 141,3 (C-3)

DG3 — Karanjacromeno

Sélido amorfo amarelado




115

[SseY [52] [STTe) ™ S —
S o L0 o ~ 9] rs)
oG © ~ © © o) o —
= o 323 = 0 ]
o oo ~ © o 7o)

L L. AL . JLL&“L_

T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
B B
™ ©

i
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E 42: Mapa de correlacao direta *H-"*C (CDCls, 400 MHz) de DG3.
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Tabela 17: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo

direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlacdo *H-">C a longa distancia (HMBC), da substancia DG7.

C/H B¢ 'H he e
2
3 140,7 3,88 (3H; s) 140,7 140,7 (C-3)
4 177,8
5 126,3 8,00 (1H: d; 8,8 Hz) 126,4 152,5 (C-9) e 177,8 (C-4)
6 155,2 6,84 (1H; dd; 8,8 e 0,7 Hz) 115,4 109,2 (C-8) e 118,1 (C-10)
7 157,4
8 109,1
9 1514
10 118,1
1 1251
2' 108,8 7,60 (1H; d; 1,8 Hz) 108,8 125,1 (C-1") e 149,5 (C-3)
3 147,9
q 149,5
5' 108,7 6,95 (1H; d; 8,3 Hz) 108,7 125,1 (C-1') e 147,9(C-3)
6' 123,7 7,68 (1H; dd; 8,3 e 1,8 Hz) 123,7 108,8 (C-2); 149,5 (C-4)
2" 77,7
4" 115,3 6,87 (1H; dd; 10 e 0,7 Hz) 115,3 157,3 (C-7)
3" 130,5 5,73 (1H; d; 10 Hz) 130,5 77,7 (C-2") e 109,2 (C-8)
CHs 28,2 1,50 (6H; s) 28,2 77,7 (C-2") e 130,5 (C-3")
2" 101,9 6,07 (2H;s) 101,9 147,9 (C-3") e 149,5 (C-4)

Cristais seda amarelo-esverdeado

DG7 — Pongacromeno
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E 46: Mapa de correlacio *H-'*C a longa distancia (CDCls, 400 MHz) de DG7.
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Tabela 18: Dados de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo

direta *H-*C (HSQC) e mapa de correlagdo ‘H-"*C a longa distancia (HMBC), da substancia DGS.

CH 3¢ H Yhe B IS
2 1615
117,3 (C-10); 126,5 (C-1);
3 106,8 6,63 (1H; s) 106,8 161,5 (C-2) e 177,8 (C-4)
4 177,8
5 126,4 7,98 (1H; d; 8,8 Hz) 126,4 152,5 (C-9) e 177,8 (C-4)
6 1154 6,85 (1H; d; 8,8 Hz) 115,4 109,2 (C-8) e 117,3 (C-10)
7 158,5
8 109,2
9 152,5
10 117,3
1' 125,7
2 106,5 7,33 (1H; d; 1,8 H2) 106,5 150,0 (C-4") e 161,5 (C-2)
3 148,0
q 150,0
5' 109,3 6,95 (1H; d; 8,3 Hz) 109,3 125,7 (C-1") e 148,0 (C-3)
106,5 (C-2Y); 150,0 (C-4') e
6' 121,6 7,47 (1H; dd; 8,3 € 1,8 Hz) 121,6 161,5 (C-2)
2" 77,8
3" 130,7 5,76 (1H: d; 10 Hz) 130,7 77,8 (C-2") e 109,2 (C-8)
4" 115,6 6,91 (1H: d; 10 Hz) 115,6 77,8 (C-2") e 158,5 (C-7)
CH3
CH3 28,3 1,51 (6H; s) 28,3 77,8 (C-2") e 130,7 (C-3")
2" 102,2 6,09 (2H; s) 102,2 148,0 (C-3")

DG8 — 3’,4’-metilenodioxi-2”,2"-
dimetilcromeno-[7,8:6”,5”]-flavona

Sélido branco amorfo
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E 49: Mapa de correlagdo *H-"3C a longa distancia (CDCls, 400 MHz) de DGS.
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Tabela 19: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlacdo *H-">C a longa distancia (HMBC), da substancia DG4.

C/H Bc H e P3uc
2 162,2
119,3 (C-10); 132,0 (C-1));
3 108,6 6,89 (1H; s) 108,6 162,6 (C-2) e 178,2 (C-4)
4 178,2
151,0 (C-9); 158,5 (C-7) e
5 1222 8,18 (1H; d; 8,8 Hz) 1222 178,2 (C-4)
6 110,6 7,57 (1H; dd; 8,8 e 0,8 Hz) 110,6 117,3 (C-8); 119,3 (C-10)
7 158,5
8 117,3
9 151,0
10 119,3
1 132,0
2' 126,6 7,98 (2H; m) 126,6 131,6 (C-4)
3 129,6 129,6
126,6 (C-2' e C-6'); 129,5 (C-
4 131,8 7,57 (3H; m) 131,8 3
5' 129,6 129,6 e C-5) e 132,0 (C-1)
6' 126,6 7,98 (2H; m) 126,6 131,6 (C-4')
o" 146,0 7,79 (H; d; 2,2 HZ) 146,0 117,3 (C-8) e 158,5 (C-7)
117,3 (C-8); 146,0 (C-2") e
3" 104,5 7,22 (1H; dd; 2,2 e 0,8 Hz) 104,5 158,5 (C-7)

DG4 — Lanceolatina B

Cristais agulha transparente
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E 50: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) em CDCI; de DGA.
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E 51: Mapa de correlaco direta *H-"C (CDCls, 400 MHz) de DGA4.
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E 52: Mapa de correlagdo *H-"3C a longa distancia (CDCls, 400 MHz) de DGA4.
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Tabela 20: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlacdo *H-">C a longa distancia (HMBC), da substancia DG1.

C/H 13C lH l\J H-C LDJ H-C
2 154.8
3 1418
Z 175.0
5 1219 8,19 (1H; d; 8,8 H2) 121.9 149.9 (C-9); 1581 (C-7) e
175.0 (C-4)
6 1100 7,54 (1H; dd; 8,8 € 0,9 H2) 110,0 117,0 (C-8); 119,7 (C-10);
149,9 (C-9) e 158,1 (C-7)
7 1581
8 117.0
9 149.9
10 119,7
T 131,0
2 128.4 8,14 (2H; m) 128.4 130,6 (C-4) e 154,8 (C2)
3 128.6 1286 131,0 (C-1)
T 130.6 7,53 (3H; m) 1306
5 128.6 1286
6 1284 8,14 (2H; m)
2" 1458 7,75 (1H; d; 2,2 H2) 1458 117,0 (C-8) e 158,1 (C-7)
3 1043 7.17 (1H; dd; 2,2 € 0,9 Hz) 1043 117,0 (C-8), 1458 (C-2") e
158,1 (C-7)
OCH; 60.2 3,93 (3H; 5) 60.2 141,0 (C-3)

DG1 - Karanjina

Cristal agulha esbranquicado
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E 53: Espectro de RMN de H (400 MHz) em CDCl3; de DG1.
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E 54: Espectro de RMN de *C{1H} (50 MHz) em CDCls de DG1.
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E 55: Mapa de correlacdo direta *H-"C (CDCls, 400 MHz) de DG1.
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E 56: Mapa de correlagdo *H-"3C a longa distancia (CDCls, 400 MHz) de DG1.
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Tabela 21: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlacdo *H-">C a longa distancia (HMBC), da substancia DG2.

C/H B¢ 'H he e

2 148,2

3 141,2

4 175,0

5 122,0 8,19 (1H; d; 8,8 Hz) 122,0 149,7 (C-9) e 175,0 (C-4)

6 110,0 7,55 (1H; dd; 8,8 e 0,9 Hz) 110,0 116,9 (C-8) e 119,6 (C-10)

7 158,2

8 116,9

9 1497

10 119,6

1 124,7

2 108,7 7,68 (1H; d; 1,8 Hz) 108,7 149,5 (C-4") e 123,5 (C-6)
148,0

g 149,5

5' 6,99 (1H; d; 8,3 Hz) 108,5 124,7/ 148,0

6' 7,77 (1H; dd; 8,3 e 1,8 Hz) 123,5 108,7 (C-2") e 149,5 (C-4)

2" 1457 7,76 (1H; d; 2,2 Hz) 145,7 116,9 (C-8) e 158,2 (C-7)

3" 104,2 7,18 (1H; dd; 2,2 e 0,9 Hz) 104,2 145,7 (C-2") e 158,2 (C-7)

148,0 (C-3") e 149,5
2" 101,8 6,10 (2H; s) 101,8 (C-4)
OCHs 60,2 3,92 (3H; s) 60,2 141,2 (C-3)

DG2 - Ponganpina

Solido amorfo branco
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E 57: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em CDCls de DG2.
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E 58: Mapa de correlaco direta *H-"C (CDCls, 400 MHz) de DG2.
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E 59: Mapa de correlagdo *H-"3C a longa distancia (CDCls, 400 MHz) de DG2.
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Tabela 22: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo

direta *H-"*C (HSQC) e mapa de correlacdo ‘H-">C a longa distancia (HMBC), da substancia DG9.

C/H Bc H e S S
2 162,3
119,2 (C-10); 125,7 (C-1));
3 107,2 6,76 (1H, s) 107,2 162,3 (C-2) e 178,3 (C-4)
4 178,2
5 121,9 8,16 (1H; d; 8,8 Hz) 121,9 158,3 (C-7) e 178,2 (C-4)
6 110,2 7,56 (1H; dd; 8,8 € 0,8 Hz) 110,2 117,1 (C-8) e 119,2 (C-10)
7 158,3
8 117,1
9 145.8
10 119,2
1 125,7
121,4 (C-6"); 148,5 (C-3);
2' 106,3 7,40 (1H; d; 1,8 Hz) 106,3 150,5 (C-4") e 162,3 (C-3)
3 148,5
4 150,5
5 108,9 6,97 (1H; d; 8,3 Hz) 108,9 125,7 (C-1') e 148,5 (C-3)
106,3 (C-2"); 150,5 (C-4) e
6' 121,4 7,53 (1H; dd; 8,3 e 1,8 Hz) 121,4 162,3 (C-2)
2" 145,9 7,78 (1H: d; 2,2 Hz) 145,9 117,1 (C-8) e 158,3 (C-7)
3" 104,2 7,20 (1H; dd; 2,2 e 0,8 Hz) 104,2 145,8 (C-9) e 158,3 (C-7)
o 102,0 6,10 (2H; s) 102,0 148,5 (C-3"); 150,5 (C-4))

DG9 - Pongaglabrona

Cristais amorfo rosa claro
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E 60: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) em CDClI; de DGS9.
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E 61: Mapa de correlacdo direta *H-"C (CDCls, 400 MHz) de DGO.
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E 62: Mapa de correlacio *H-'*C a longa distancia (CDCls, 400 MHz) de DG9.
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E 63: Sobreposicao e ampliagdo da regido dos hidrogénios de dupla ligacéo e aromaticos
(5,50-8,20 ppm) dos espectros de DG8 e DG9.
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Tabela 23: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 400 MHz), de **C (CDCl;, 50 MHz), mapa de correlacéo
direta "H-"*C (HSQC) e mapa de correlacdo *H-">C a longa distancia (HMBC), da substancia DG6.

C/H B¢ 'H (H-C, 1) V(H-C, "J)
67,5(C-12a); 144,1 (C-2);
1 109,4 6,56 (1H, s) 109,4 48,4 (C-4a) e 151,0 (C-3)
la 108,8
144,0
151,0
108,8 (C-1a); 144,0 (C-2) e
4 101,1 6,48 (1H, s) 101,1 148,4 (C-4a)
4a 148,4
6a 76,3 4,57 (1H; dd; 2,5 e 0,7 Hz) 76,3 108,8 (C-1a)
67,5 (C-12a); 76,3 (C-6a) e
6 ax 63,9 4,63 (1H; dd; 12,1 e 2,5 Hz) 63,9 148,4 (C-4a)
6 eq 63,9 4,49 (1H; dd; 12,1 e 0,7 Hz) 63,9 76,3 (C-6a)
7a 156,7
109,2
160,8
10 111,8 6,47 (1H; d; 8,8 Hz) 111,8 111,0 (C-11a) e 109,2 (C-8)
156,7 (C-7a); 160,8 (C-9) e
11 128,8 7,73 (1H; d; 8,8 Hz) 128,8 1914 (C12)
12 1914
12a 67,5
3 129,0 5,56 (1H; d; 10,0 Hz) 129,0 78,0 (C-6) e 109,2 (C-8)
4 115,4 6,60 (1H; d; 10,0 Hz) 115,4 78,0 (C-6') e 160,8 (C-9)
28,4 (CH3), 78,0 (C-6') e
CHs 28,6 1,45 (3H, s) 28,6 129,0 (C-3)
28,6 (CH3), 78,0 (C-6') e
CHs 28,4 1,39 (3H, s) 28,4 129,0 (C-3)
OCH;z-3 56,4 3,82 (3H, s) 56,4 151,0 (C-3)
OCH3-2 55,9 3,73 (1H, s) 55,9 144,0 (C-2)
OH-12a 4.4 (1H, sl) 76,3 (C-6a)

DG6 — Tefrosina

Sélido incolor

OCH3

OCH3
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E 64: Espectro de RMN de *H (400 MHz) em CDCls de DG6.
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E 65: Mapa de correlacio direta *H-"3C (CDCls, 400 MHz) de DG6.
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E 66: Mapa de correlagdo *H-"3C a longa distancia (CDCls, 400 MHz) de DG6.
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