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RESUMO

Lonchocarpus filipes Benth € uma espécie vegetal brasileira, pertencente a familia
Leguminosae e sub-familia Papilionoideae, sem nenhum estudo quimico descrito na
literatura. O género Lonchocarpus possui 150 espécies das quais 24 sdo nativas do Brasil e
tem se destacado pelo nimero de espécies que sdo utilizadas na medicina popular, sendo os
flavondides os metabdlitos secunddrios mais comuns e importantes encontrados nesse
género. O estudo fitoquimico do extrato de diclorometano das cascas das raizes de
Lonchocarpus filipes Benth, resultou no isolamento de oito flavondides incluindo sete
derivados de dibenzoilmetanos e uma flavona. Trés dessas substancias sdo inéditas na
literatura e foram determinadas como (E)-3,4-metilenodiéxido-2’-metoxi-2’",2"’-
dimetilpirano-(5°’,6°’:3’,4’)-7-metoxichalcona (LFS), 2’-hidroxi-5’-(3°"",3""’-
dimetilalil)-8-(o,-dimetilalil)-furano-(4’’,5°’:3’4’)-dibenzoilmetano  (LF7) e 2’-O-
(37,3’ -dimetialil)-8-(o,0i-dimetilalil)-furano-(4°,5":3’4’)-dibenzoilmetano  (LF8). O
composto (E)-9-O-metoxipongamol (LF4) é conhecido como produto de sintese e estd
sendo relatado pela primeira vez como produto natural. Enquanto lancealotina B (LF1),
pongamol (LF2), (E)-7-O-metoxipongamol (LF3) e 2’-metoxi-(2°°,3"’,4°,3’)-
furanodibenzoilmetano (LF6) ja foram isolados de outras fontes vegetais. As estruturas
moleculares das substancias isoladas foram determinadas por técnicas espectroscopicas de
RMN 1D (RMN 'H, °C, NOE 1D) e RMN 2D (HSQC e HMBC) e comparagio com 0s
dados espectrais descritos na literatura. No ensaio de atividade antimicrobiana, o extrato de
éter de petrdleo das cascas das raizes mostrou-se ativo contra a bactéria Rhodococcus equi.
Pongamol (LF2) apresentou atividade antioxidante frente ao radical DPPH. Os extratos de
EP, CH,Cl, e MeOH das cascas e do cerne das raizes, lancealotina B LF1, pongamol LF2,
(E)-7-O-metoxipongamol (LF3), 2’-metoxi-(2’°,3°,4’,3”)-furanodibenzoilmetano (LF6) e
2’-0-(3"’,3”’-dimetialil)-8-(at,a-dimetilalil)-furano-(4°",5°’:3’4’)-dibenzoilmetano  (LF8)

mostraram-se ativos no ensaio de letalidade contra Artemia salina.
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ABSTRACT

Lonchocarpus filipes Benth is a native specie of Brazil, belonging to Leguminosae
family and Papilonoideae sub-family. The genus Lonchocarpus encompasses 150 species
including 24 native to Brazil, contain a great number of species which has been used in
folk medicine and the flavonoids have been far the most common and important secondary
metabolites found in this genus. The analysis of dichloromethane extract from
Lonchocarpus filipes Benth bark roots yielded seven dibenzoylmethanes and a flavone.
Three of them are novel and were determined as (E)-3,4-methylenedioxy-2’-methoxy-
2°,2”’-dimethylpyrano-(5’’,6’:3’,4’)-7-methoxychalcone ~ (LFS),  2’-hydroxy- 5’-
(377,37~ dimethylallyl)-8-(a,,a- dimethylallyl)-furan-(4°*,5°":3’°4’)- dibenzoylmethane
(LF7) and 2’-0-(3,3’- dimethylallyl)-8-(a,,0- dimethylallyl)-furan-(4’",5’:3°4’)-
dibenzoylmethane (LF8). Compound (E)-9-O-methoxypongamol (LF4) is known as
synthesis product and related first time as natural product. Lancealotin B (LF1), pongamol
(LF2), (E)-7-O-methoxypongamol (LF3) and 2’-methoxy-(2°,3°,4°,3’)-
furandibenzoylmethane (LF6) has been previously isolated from other sources. The
molecular structures of the isolated compounds were determined by spectral analysis of
NMR-1D (NMR 'H, °C, NOE 1D) and NMR-2D (HSQC and HMBC) and by comparison
of spectral data described in the literature. In the antimicrobial assay, the petrol extract
from bark roots was active against bacteria Rhodococus equi. The extracts and compounds
lancealotin B (LF1), pongamol (LF20), (E)-7-O-methoxypongamol (LF3), 2’-methoxy-
(2,3,4°,3’)-furan dibenzoylmethane (LF6) and 2’-O-(3’’,3’’- dimethylallyl)-8-(a,0o-
dimethylallyl)-furan-(4°’,5°’:3’4’)- dibenzoylmethane (LLF8) showed high toxicity in the
brine shrimp lethalithy assay and only pongamol (LF2) showed antioxidant activity in

DPPH.



1. INTRODUCAO

Os vegetais fazem parte da vida do homem desde seus primérdios como fonte de
alimentos, de materiais para o vestudrio, habitacdo, utilidades domésticas, defesa e ataque,
na producdo de meios de transporte, como utensilios para manifestacdes artisticas,
culturais, religiosas e como meio restaurador da saide (Schenkel et. al., 2004).

As plantas produzem grande variedade de produtos naturais cuja maioria parece
ndo participar diretamente do seu desenvolvimento e crescimento. No entanto, essas
diversas substancias, geralmente com efeitos bioldgicos, sdo tradicionalmente
denominadas de metabdlitos secunddrios ou produtos naturais e estdo distribuidas
diferentemente entre os grupos taxondmicos limitados dentro do reino vegetal (Croteau,
2000; Macedo et. al., 2007).

Algumas funcdes desses metabdlitos sao desconhecidas, mas vém sendo elucidadas
com uma freqii€ncia crescente. Sabe-se que alguns compostos desenvolvem importantes
funcdes na planta como defesas contra plantas parasitas e patdgenos (virus, bactérias,
fungos e insetos). Por outro lado, os metabdlitos secundarios das plantas podem facilitar a
interacdo animal-planta produzindo pigmentos ou substancias volateis, cuja fungdo é atrair
os polinizadores (Dewick 2001; Wink ef. al, 2003). Os metabdlitos primdrios em
contraste, como os fioesterdides, lipideos, aminodcidos e dcidos organicos sao encontrados
em todas as plantas e exercem fungdes essenciais e usualmente evidentes (Croteau, 2000).

Importantes substancias ativas foram desenvolvidas a partir de bactérias e fungos,
como a maioria dos antimicrobianos atualmente em uso como as penicilinas,
cefalosporinas, tetraciclinas, entre outros (Schenkel et. al., 2004).

Mas, dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal € o que tem contribuido
de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos secundarios. O
reconhecimento das propriedades bioldgicas destes metabdlitos tem alimentado uma busca

intensa por novos medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos (Pinto et. al.,



2002; Macedo, 2007). Como exemplo, pode-se citar alguns farmacos que sdo
comercializados atualmente, obtidos exclusivamente de matérias-primas vegetais, como a
vimblastina (Velban®), vincristrina (Oncovin®), que sdo vendidos como antitumorais.
Muitas dessas substancias isoladas de plantas constituem-se, sobretudo, em modelos para o
desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos tais como os farmacos taxol
(Paclitaxel; Taxol®), usado como antitumoral; etoposideo (VP-16-213; Vepeside®),
utilizado no tratamento de cancer de prostata e pulmao, entre outros com participagdo em
um mercado que movimenta cerca de 50 bilhdes de d6lares anualmente (Pinto et. al., 2002;
Schenkel et. al., 2004).

Mais interessante ainda € o actimulo de substancias enantiomericamente puras,
pelas plantas. A preocupacdo da industria farmac€utica com produtos quirais intensificou-
se da metade dos anos 90 em diante e o mercado de farmacos cardiovasculares,
antibidticos, hormoénios, vitaminas, antiinflamatorios e antitumorais, vém aumentando a
cada ano (Pinto et. al., 2002).

Ainda de acordo com Pinto e colaboradores (2002), depois da descoberta desses e
outros medicamentos de origem vegetal, é possivel entender a corrida entre algumas
industrias, principalmente de nagdes ricas, pela busca de novas substancias bioativas.

Portanto, se o rdpido desmatamento das florestas naturais existentes na superficie
terrestre, nao for controlado a tempo, algumas espécies que compdem as florestas
brasileiras e que ainda ndo foram estudadas quimicamente embora sejam amplamente
exploradas como fonte de matérias-primas, talvez continuem para sempre desconhecidas

(Gottlieb, 1990; Schenkel et. al., 2004).

1.1 Familia Leguminosae (Fabaceae)
A familia Leguminosae ou Fabaceae € a segunda maior dentre as dicotiledOneas,

composta por 750 géneros e mais de 18.000 espécies mundialmente distribuidas desde



florestas tropicais até desertos quentes (Hegnauer et. al., 1993; Wink et. al., 2003). Esta
subdividida em trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae, as quais
sdo consideradas familias independentes por alguns taxonomistas. A subfamilia
Papilionoideae é considerada a mais evoluida e mais amplamente distribuida dentre as trés,
sendo facilmente diferenciada do grupo pelos caracteres vegetativos, florais e frutiferos
(Dutra et. al., 2005; Perez, 2005).

Leguminosae é de grande importancia econdmica, pois apresenta vasta variedade
de espécies alimenticias, além de fornecer madeira de boa qualidade, racdo para animais,
latex, resinas, matéria-prima na fabricacdo de tintas, inseticidas, drogas medicinais no seu
estado bruto e drvores ornamentais (Hegnauer et. al., 1993). As espécies mais conhecidas e
empregadas como fontes alimenticias, sdo: o grao-de-bico (Cicer arietnum), ervilha (Pisum
sativum), feijao (Phaseolus vulgaris), lentilha (Lens cultivaris) e a soja (Glycine max)
(Sannomiya, 2001).

Uma caracteristica comum da maioria das espécies pertencentes a essa familia € a
presenca de nddulos nas raizes contendo bactérias do género Rhizobium, as quais sao
capazes de captar nitrogénio atmosférico e converté-lo em outros compostos nitrogenados.
Por esta razdo, um grande nimero de leguminosas sdo adaptadas a habitats aridos ou
semidesérticos, além de algumas espécies da subfamilia Papilionoideae como Trifolium
repens, Medicago sativa serem utilizadas como fertilizantes (Sannomiya, 2001; Wink et.
al., 2003).

As plantas de Leguminosae produzem uma variedade de metabdlitos secundarios
tais como alcaldides, aminodcidos ndo proteicos, aminas, fenilpropandides, flavondides,
isoflavondides, antraquinonas, di-, sesqui- e tri-terpenos. Entre essas classes de
substancias, destacam-se os flavonodides, devido a freqiiéncia e diversidade de esqueletos

com que sdo encontrados nas trés subfamilias. Deste modo, como sdo produtos naturais



encontrados em quase todas as familias estudadas, sdo de importancia taxondmica restrita
apenas a essa familia (Wink, 2003).

Para Hegnauer e colaboradores (1993) a ocorréncia de flavondides na familia
Leguminosae esta relacionada ao uso etnobotanico das espécies como tintura, inseticidas e
drogas medicinais; a quimiotaxonomia os quais podem ser utilizados na determinagdo de
parentesco de hibridos e de novos cultivares e; fun¢des quimioecoldgicas, como defesa da

planta contra herbivoros ou agentes patoldgicos e atragao de polinizadores.

1.2 Flavonoéides

Os flavondides representam um dos grupos fendlicos bioativos mais importantes
entre os produtos de origem natural. Eles apresentam muitas variacdes estruturais
resultando na grande diversidade de classes de flavondides encontrados na natureza como
flavonas, flavanonas, isoflavonas, dibenzoilmetanos, flavanondis, antocianidinas,
chalconas entre outros (Pietta, 2000; Cushine et. al., 2005).

Esses metabdlitos secundérios desempenham importantes fungdes na natureza e
apresentam diversas atividades bioldgicas (Rije et. al., 2006). Nas plantas, sao fontes de
pigmento para a coloracdo de flores e frutos, componentes importantes para 0 armamento
quimico da planta contra insetos, fungos, virus e bactérias e ainda fornecem elementos
importantes na protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel
(Harborne et. al., 2000; Riije et. al., 2006).

Os flavonodides sao uma das mais importantes fontes de pigmento para a coloracao
de pétalas de flores e frutos da maioria das espécies de vegetais. As chalconas (1, figura 1)
e auronas (2, figura 1), sdo grupos de flavondides, geralmente identificados nas mesmas
plantas, responsdveis pela coloracdo amarela. Enquanto as antocianidinas (3, figura 1) sdao
substincias derivadas de sais flavilicos, soluveis em dgua, as quais proporcionam

coloracdo escarlate, vermelha, azul e violeta, além de conferirem cor vermelha ao vinho.



Uma das mais importantes funcdes desses pigmentos € de atrair polinizadores e dispersores
de sementes, resultando na disseminacdo de espécies vegetais através da interacdo entre

plantas e animais (Dewick, 2001; Schenkel et. al., 2004).
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Figura 1 — Esqueleto basico de algumas classes de flavondides com funcdo de

pigmentacao na planta (Fonte: Schenkel et. al., 2004)

Os isoflavonoéides, constituem uma classe de flavonédides cuja ocorréncia € limitada
a familia Leguminosae (Schijlen et. al., 2004). Estes metabdlitos secundarios se dividem
em vdrias subclasses tais como as isoflavonas, pterocarpanos, cumestanos, entre outros
(Souza, 2003). Nos vegetais, a maioria destas substancias comporta-se como fitoalexinas,
como os pterorcapanos faseorlina (4, figura 2) e medicarpina (5, figura 2), cujos
componentes sdo produzidos pela planta como defesa contra agentes patogénicos, como

virus, fungos e bactérias (Hegnauer et. al., 1993; Firmino, 1998).



Figura 2 — Pterocarpanos como defesas quimicas (Fonte: Firmino, 1998)

Flavondides tém apresentado diversas atividades bioldgicas, agindo como
antialérgicos, antivirais e fungicidas. As atividades anticancer, antiinflamatdrias e redugcdo
de risco de doencas cardiovasculares tém sido atribuidas as propriedades antioxidantes
destes produtos naturais (Cushine et. al., 2005; Magalhaes et. al., 2007).

Testes desenvolvidos in vitro ttm demonstrado que flavondides sdo excelentes
captadores de radicais livres, pois sdo altamente reativos como doadores de hidrogénios e
elétrons (Seyoum et. al., 2006; Vellosa et. al., 2007). Sendo que, quanto maior 0 nimero
de hidroxilas na estrutura do flavondide maior a atividade como agente doador de
hidrogénio e elétrons. Por este motivo, t€ém sido considerados antioxidantes mais efetivos
que as vitaminas C e E (Barreiros et. al., 2006).

Devido a vasta diversidade de esqueletos de flavondides encontrados na natureza,
serdo apresentados a seguir a via biossintética de alguns destes compostos, divididos em

classe de substancias de acordo com suas estruturas quimicas.

1.2.1 Biossintese
Flavonéides sdo caracterizados pela presenga de quinze atomos de carbono em seu

esqueleto bdsico, arranjado na forma Cg¢-C3-Cg que corresponde a dois anéis aromaticos A



e B interligados por uma unidade de trés dtomos de carbono, que podem vir ou nao dar
origem a um terceiro anel (Pietta, 2000).

Os flavonoéides sdo originados de uma via biossintética mista, onde através de uma
seqiiéncia de reacdes de condensacdo, mediadas por enzimas, trés moléculas de malonil-
CoA derivadas da via do acetato sdo condensadas juntamente com uma molécula de 4-
hidroxicoumaril-CoA, derivada da via do chiquimato. As unidades oriundas da via do
acetato ddo origem ao anel A enquanto a unidade proveniente da via do chiquimato, da
origem ao anel B e aos trés dtomos de carbono que interligam os anéis A e B. O primeiro
flavonoide formado é uma chalcona que se equilibra com a flavanona correspondente

(Figura 3) (Andersen et. al., 2006).
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Figura 3 - Biossintese de flavonéides (Fonte: Andersen et. al., 2006).



A flavanonona € formada por uma adi¢do de Michael, no qual o grupo hidroxilico
age como nucledfilo e ataca a cetona o,B-insaturada, sendo o intermedidrio biossintético da
maioria das classes de flavondides. Em alguns casos, tem sido mostrado através de estudos
de incorporacao de precursores que os flavondides sdo biossintetizados a partir da chalcona
(Wong, 1968; Dewick, 2001; Schenkel et. al., 2004). Apés a formagdo deste metabdlito
secunddrio, uma série de reacOes enzimdticas envolvendo oxidagdes, reducdes e
alquilagdes originam os mais distintos esqueletos de flavonoides. As diversas classes de
flavonodides diferem principalmente no nivel de oxidacdo e no padrdao de substitui¢do do
anel C. Quando da mesma classe, estes compostos diferem no padrdo de substituicdo dos
anéis A e B (Figura 4) (Hegnauer et. al., 1993; Pietta, 2000).

O padrao de hidroxilagcdo do esqueleto basico dos flavondides, geralmente ocorre
nas posicoes 5, 7 e 4’. Entretanto, podem ocorrer modifica¢des, como perda do grupo OH
da posicdo 5, cujo processo € realizado pela enzima redutase a qual quando atua
simultaneamente com a enzima chalcona sintase promove redu¢do deste grupo, antes da
formacdo do primeiro flavondide na via biossintética (Figura 3). Esta alterag¢do, € uma das
principais caracteristicas de flavondides isolados de espécies da familia Leguminosae
(Hegnauer et. al., 1993; Dewick, 2001).

Nas espécies da familia Leguminosae, a grande diversidade estrutural de
flavondides ocorre devido a quatro fatores: 1) introdug¢do de grupos hidroxilicos nas
posicdes 6, 8 e 2° dos anéis A e B respectivamente, no esqueleto bésico, o qual geralmente
apresenta um padrdo de substituicdo 5, 7 e 4’-triidroxi; 2) perda do grupo hidroxila na
posicdo 5, como citado anteriormente; 3) metilacdo de grupos hidroxilicos ou formagao de
grupos metilenodidxidos; e 4) insercdo de grupos C-alquilicos, tais como metil e
especialmente grupos C-prenil os quais podem sofrer diversas modificacdes, resultando em

anéis de cinco ou seis membros (Hegnauer et. al., 1993).
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Figura 4 - Algumas classes de flavondides e suas rotas biossintéticas (Fonte: Sales, 1994)
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Os grupos prenila sdo derivados da via do mevalonato e flavondides prenilados
ocorrem quase que exclusivamente na subfamilia Papilionoideae da familia Leguminosae
(Hegnauer et. al., 1993; Dewick, 2001).

As reagoes de ciclizagdes do C-prenila, ocorrem por ataque nucleofilico do grupo
hidroxila ao epdxido inicialmente formado pela oxidacdo da ligacdo dupla deste grupo
alquilico. Dependendo da orientacdo do ataque nucleofilico, o produto serd um anel de seis
membros, o dimetilpirano ou um anel de cinco membros; o furano (Figura 5). O anel
furano dissubstituido, € biossinteticamente formado pela a¢do da enzima monooxigenase
citocromo P450 dependente que utiliza os cofatores NADPH e oxigénio molecular para a
clivagem do grupo hidroxiisopropila cujo fragmento € liberado em forma de acetona. Nesta
etapa, nao ocorre a formagao de nenhum intermedidrio hidroxilado e o processo € iniciado

por um mecanismo via radicalar (Figura 6) (Dewick, 2001).
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Figura 5 - Transformagdes do grupo prenila (Fonte: Dewick, 2001)
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Figura 6 - Transformacgdes do grupo prenila: formacdo do anel furano dissubstituido

(Fonte: Dewick, 2001)

Algumas classes de flavondides como chalconas, diidrochalconas e flavanonas,
tendem a serem encontradas na sua forma livre, ou seja, ndo associadas a moléculas de
acucares, altamente metiladas e preniladas nas raizes, sementes e madeira de espécies de
plantas da familia Leguminosae. Enquanto estruturas mais simples e glicosiladas sao

encontradas em folhas, flores e frutos de espécies desta familia (Hegnauer et. al., 1993).

1.3 Género Lonchocarpus
O género Lonchocarpus Kunth pertence a subfamilia Papilionoideae dentro da
familia Leguminosae. E considerado um tdxon bastante complexo dentro desta familia com
cerca de 150 espécies registradas, e no Brasil sua ocorréncia esta restrita a 24 espécies
(Magalhaes et. al., 1996 e 2007). Apresenta distribuicdo predominantemente neotropical
sendo um importante componente das formagdes florestais da América Central e do Sul

enquanto apenas duas espécies, L. sericeus e L. capassa, sdo encontradas na Africa do Sul

(Aganga et. al., 2001; Tozzi et. al., 2007).
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Considerando a necessidade de uma definicdo sistemdtica para o género
Lonchocarpus especialmente devido a importancia econdmica revelada por algumas de
suas espécies, como L. urucu que possui a rotenona cuja substancia € um inseticida natural,
realizou-se um estudo de revisdo taxondmica deste género no Brasil (Tozzi, 1989). As
vdarias posicOes sistemdticas propostas para o género Lonchocarpus mostram auséncia de
um consenso entre alguns taxonomistas devido a grande semelhanca dos caracteres
vegetativos de plantas de sua espécie com aquelas pertencentes a outros géneros como
Deguelia, Tephrosia, Milletia, Pongamia, entre outros (Tozzi, 1989).

No entanto de acordo com Tozzi (1992), Lonchocarpus apresenta-se como um
grupo natural, constituido de espécies muito relacionadas entre si. Neste contexto, pode-se
citar a inclusdo da espécie Lonchocarpus utilis como pertencente ao género Deguelia. A
distin¢ao de D. utilis das demais espécies de Lonchocarpus, foi baseada no conhecimento
das caracteristicas florais e da inflorescéncia desta espécie cujos caracteres morfologicos
tém sido utilizados como um excelente diagndstico na classificagao de espécies do género
Lonchocarpus e Deguelia, além de outras espécies destes géneros que também foram
reclassificadas (Tozzi, 1998; Magalhaes et. al., 2007).

As espécies de Lonchocarpus sao agrupadas em dois subgéneros: Lonchocarpus
subgénero Punctati o qual ndo estd subdividido em se¢des, e Lonchocarpus subgénero
Lonchocarpus subdividido em cinco se¢des: Laxiflori, Unguiflori, Pubiflori, Lonchocarpus
e Densiflori (Tozzi, 1989; Magalhaes, et. al., 1996). As espécies da secdo Laxiflori e
Unguiflori apresentam grandes semelhancas vegetativas e florais entre si, sendo que a
primeira também exibe afinidades morfolégicas com espécies alocadas em Lonchocarpus
subgénero Punctati (Tozzi, 1989).

Dados fitoquimicos obtidos de vdrias espécies de Lonchocarpus previamente
investigadas permitiram a caracterizacdo de muitos metabolitos secundarios, incluindo os

estilbenos, triterpenos e derivados de dcido benzdéico. Mas, encontrou-se, principalmente



13

uma grande diversidade estrutural de flavondides, o qual € caracteristica dominante neste
género (Hostettmann et. al., 2001; Magalhaes et. al., 1996, 2004).

O conjunto de dados morfolégicos e fitoquimicos tem resultado em uma excelente
ferramenta para a caracterizacdo de familias, tribos e géneros de espécies vegetais. Por essa
razdo, a presenga ou auséncia de certos produtos naturais tem sido amplamente utilizada
para construir uma classificacio quimiotaxondmica, sempre tentando estabelecer uma

correlagdo da quimica com a morfologia das plantas (Sales 1994; Wink, 2003).

1.3.1 Dibenzoilmetanos

Os dibenzoilmetanos sdo substincias pertencentes a classe dos flavondides,
raramente encontrados na natureza e té€m sido isolados de algumas espécies de
Lonchocarpus (Magalhaes et. al., 1996, 1997; Nogueira et. al., 2003).

Um levantamento bibliografico realizado na tese de doutorado de Sales em 1994,
mostrou que entre as 32 espécies de Lonchocarpus estudadas até aquela data, somente L.
costaricensis € L. subglaucescens apresentavam dibenzoilmetanos em sua composicao
quimica. Estes metabdlitos foram denominados de [P-hidroxichalconas (Sales, 1994;
Magalhaes et. al., 1996, 1997). A atualizacdo deste levantamento bibliogrifico até 2008,
juntamente com o de Sannomiya em 2001, revelou a descri¢do de apenas treze derivados
de dibenzoilmetanos em Lonchocarpus desde seu primeiro relato no género até a presente
data, cujas substancias com substituicdo no C-8 foram isoladas na natureza, apenas de
espécies deste género (Tabela 1) (Figura 7).

Deste modo pdde-se mostrar a raridade da ocorréncia desses produtos naturais em
plantas, sendo registradas ocorréncias isoladas somente em géneros da familia
Leguminosae que possuem afinidades com o género Lonchocarpus como Tephrosia,

Milletia e Pongamia (Gupta et. al., 1977; Pelter et. al., 1981; Parmar et. al.,1989; Tanaka

et. al., 1992, Mbafor et. al., 1995).
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Tabela 1 — Atualizagao da revisdo dos dibenzoilmetanos isolados do género Lonchocarpus

realizada por Sales (1994) e Sannomiya (2001)

Espécie Parte da Dibenzoilmetano Referéncia
planta isolado
estudada
L. costaricensis Semente 6 Waterman et. al., 1985
L. subglaucescens Raiz 7,8,9¢ 10 Magalhaes et. al., 1996
L. latifolius Raiz 1lel2 Magalhaes et. al., 2000
L. muehlbergianus Raiz 7-10,13 e 14 Sannomiya, 2001
Magalhaes et. al., 2004
L. montanus Raiz 7,11,15, 16, 17 e 18 | Magalhaes et. al., 2007
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Figura 7 - Revisdo bibliografica dos dibenzoilmetanos isolados de Lonchocarpus até 2008
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Os dibenzoilmetanos apresentam fortes atividades fotoprotetoras e anticancer em
células humanas (Jackson et. al., 2002; Nogueira et. al., 2003). Por esta razdo, sdo
potencialmente fontes de medicamentos e cosméticos. A producao comercial dessas drogas
como filtros protetores tem tido fundamentalmente como matéria prima o Eusolex® 8020
(19, figura 8) e Parsol® 1789 (20, figura 8), derivados sintéticos de dibenzoilmetanos que
previnem a penetracdo da energia solar em tecidos humanos externos, dificultando assim a
danificagdo de tecidos mais internos pela radiacao ultravioleta (Nogueira et. al., 2003).

Testes realizados in vitro revelaram que o dibenzoilmetano sintético 1,3-difenil-2-
alill-1,3-propanodiona (21, figura 8) tem inibido o crescimento de células do cancer de
mama, melanoma e pulmao (Nogueira et. al., 2003). Enquanto que testes in vivo com 1,3-
difenil-propanodiona, outro andlogo sintético (22, figura 8), mostraram atividade contra

células do cancer de prdéstata (Jackson et. al., 2002).
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Figura 8 — Dibenzoilmetanos sintéticos bioativos (Fonte: Nogueira et. al., 2003)

A ocorréncia de dibenzoilmetanos, principalmente em Lonchocarpus, amplia a

importancia de estudos fitoquimicos com espécies deste tidxon, pois estes metabolitos
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fornecem importante ferramenta na classificacao sistemédtica do género, além de servirem

como fonte de material com potencial bioativo.

1.3.2 Aplicacades e atividades biologicas de algumas espécies do género Lonchocarpus

Como citado anteriormente, os flavondides sdo os principais metabdlitos
secunddrios isolados de espécies de Lonchocarpus. O emprego terapéutico de plantas
contendo flavondides € vasto e, em muitos casos, ainda empirico (Schenkel et. al., 2004;
Cushine et. al., 2005).

A medicina tradicional mexicana tem utilizado diversas partes de plantas desse
género como raizes, folhas e frutos no tratamento de tumores, como medicamento
estomacal, dores nas costas, convulsdes, escorbuto, chagas, como diuréticos, laxantes e
parasiticidas. Como exemplo, pode-se citar a espécie L. oaxacensis a qual tem sido
utilizada por essa populagdo no tratamento de problemas gastricos. Estudos quimicos e
farmacoldgicos demonstraram que as flavanonas mundulina (23, figura 9) e minimiflorina
(24, figura 9), isoladas desta espécie, possuem propriedades gastroprotetoras. Testes
realizados in vitro revelaram que estes componentes reduzem a atividade da enzima
ATPase, cujo aumento da atividade estd relacionado a distirbios gastricos (Chilpa et. al.,
2006).

Testes desenvolvidos in vitro indicaram que a chalcona (25, figura 9), isolada de L.
xuul, exibiu significativa atividade na inibi¢cdo do crescimento de células do céancer de
prostata e atividade leishmanicida. Ja4 a flavana (26, figura 9) apresentou atividade
bioldgica in vitro na inibi¢cao do desenvolvimento do Trypanossoma cruzi (Borges-Argaez
et. al., 2007).

Até metade do século XX, no norte do Brasil, algumas espécies de Lonchocarpus
eram amplamente utilizadas na medicina popular sendo conhecidas comumente como

“Timbd6”. As raizes eram trituradas e o p6 usado como inseticida no combate a carrapatos,
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£ 9

bernes, piolhos, pulgas, pragas agricolas e doencas de pele humana. Os “Timbds” foram
objeto de largo comércio no Brasil, incluindo-se vultuosas exportagdes principalmente para
os Estados Unidos na década de 1930-40, os quais aos poucos, foram substituidos por
inseticidas quimicos (Tozzi, 1989; Schenkel et. al., 2004). Estudos posteriores
demonstraram que a atividade bioldgica destas raizes era atribuida a rotenona (27, figura
9). Os rotendides, sao uma classe de flavondides, responsaveis pela atividade inseticida de

muitas plantas de Lonchocarpus além de agirem como veneno para peixes (Chilpa et. al.,

2006).

Figura 9 - Alguns exemplos de flavonéides com atividade bioldgica isolados de espécies

de Lonchocarpus

Em geral, as espécies de Lonchocarpus possuem as mais diversas finalidades. Entre
elas pode-se citar a madeira de L. xuul utilizada na construcdo civil e as flores da espécie L.
yucatanensis, as quais sdo enormemente apreciadas pelas abelhas para a produ¢do de mel

por apresentarem flores vistosas e perfumadas (Borges-Argaez et. al, 2002). L. leucanthus,
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produz madeira branca e é recomendado na fabricacdo de papel jornal. Enquanto que L.
nitidus fornece madeira amarelada, compacta, pouco elastica, pesada e de grande
durabilidade em obras internas como portas e rodapés (Tozzi, 1989).

Estes relatos demonstram a importancia deste género principalmente na medicina
popular, onde como citado anteriormente, muitas de suas espécies ainda podem ser
estudadas para a descoberta de novas substancias ativas. Sendo assim, apesar da espécie
Lonchocarpus filipes ser caracteristica da flora brasileira, existem poucas informacdes na

literatura e até o presente momento nenhum estudo fitoquimico foi realizado.

1.4 Lonchocarpus filipes Benth
L. filipes Benth € uma espécie brasileira, cuja distribui¢ao parece restrita ao estado
do Rio de Janeiro. E encontrada em matas e bosques da capital, estendendo-se até
Petrépolis (Tozzi, 1989). Atualmente € cultivada no Parque Ecoldgico da Universidade

Estadual de Campinas (UNICAMP).

1.4.1 Dados botanicos (Tozzi, 1989)

E uma espécie arbérea de médio porte (figura 10) a qual atinge cerca de 2 a 4 m de
altura. Apresenta ramos finos, nitidamente estriados, glabros, quando jovens puberulentos
e quando velhos subverrucosos. As folhas apresentam peciolo e raquis finos, nitidamente
estriados, foliolos elipticos, os laterais largos ou oval-elipticos e o terminal eliptico-
obovado, 4pice caudada, base arrendondada, glabros em ambas as faces, margem
levemente revoluta e sinuosa, com 3 a 5 nervuras secunddrias levemente proeminentes na
face inferior.

Inflorescéncia pseudo-racemosa, axilar e subterminal, laxa, pauciflora, péndula.
Eixo principal fino, lenticelado. Glabro de 11 a 18 cm de comprimento, eixo com 2 a 3

flores, com 2 a 3 bracteas menores que 1 mm de comprimento, uma para cada flor.
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Pedicelo fino, estriado, longo, de 9 a 13 mm de comprimento. Célice campanulado
subtruncado, membrandceo, curto-sericeo na face externa e no dpice da face interna, de 2 a
3 mm de comprimento. Corola branca, membranicea, de 7 a 12 mm de comprimento.
Androceu com tubo glabro, com as margens da abertura basal ndo calosas e esparsos pélos
longos. Flores de estandarte glaberescente e ovdrio biovulado. Os frutos possuem
aparéncia sub-rOmbica, coloragdo amarelada, geralmente monospermo. A floragdo ocorre

de outubro a fevereiro e a frutificacio em margo.

Figura 10 - Fotos de L. filipes no momento da coleta: (a) Espécie vegetal (b) Raizes

superficiais da planta (c¢) Raiz



1.4.2 Classificacao Botdnica (Tozzi, 1989)
Nome cientifico: Lonchocarpus filipes Benth
Familia: Leguminosae (Fabaceae)
Sub-Familia: Papilionoideae
Género: Lonchocarpus Kunth
Subgénero: Lonchocarpus
Secao: Laxiflori

Espécie: filipes

20
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Ampliar o conhecimento acerca da composicdo quimica das espécies de plantas
caracteristicas da flora brasileira, tendo em vista a sua importancia para o aproveitamento

racional e a preservagao da biodiversidade.

2.2 Especificos
A proposta envolve o estudo quimico de Lonchocarpus filipes, através do
isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos presentes nas raizes. Avaliacdo da

atividade bioldgica dos extratos e das principais substancias isoladas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Analises cromatograficas por CC, CCD e CCDP

A andlise dos extratos e de algumas fragdes foi realizada em CC de vidro, com
comprimento e diametro de acordo com as massas de amostras a serem fracionadas.
Utilizou-se como fase estaciondria gel de silica 60 com 0,063 — 0,200 mm (70-230 mesh
ASTM) da Merck. A propor¢do de silica utilizada para empacotar a coluna foi de
aproximadamente 20 vezes a massa da amostra a ser purificada.

As andlises via CCD foram efetuadas em placas da Merck, gel de silica 60, com
indicador de fluorescéncia F2s54, com suporte em aluminio de espessura 0,2 mm. As anélises
em CCDP foram desenvolvidas em placas de vidro de tamanho 20 x 20 cm, espessura de
1,0 mm de gel de silica 60 da Merck e indicador de fluorescéncia F2s4. As placas foram
reveladas sob luz ultravioleta com comprimentos de onda 254 e 366 nm e nebulizadas com
solugdo de anisaldeido, seguida por aquecimento.

Como eluente cromatogréafico, foram utilizados os solventes das marcas Vetec e

Synth P.A..

3.2 Equipamentos
3.2.1 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear foram realizadas no Departamento
de Quimica da Universidade Federal do Parand (DQ — UFPR). Os espectros de RMN 'H,
RMN "*C, NOE 1D e RMN 2D HSQC (H, C, 'T), HMBC (H, C, "J) foram registrados em
aparelho Avance Bruker (IH: 400 MHz; Bc: 100 MHz) e/ou Bruker AC200 (IH: 200
MHz; Bc: 50 MHz) com campo de 9,4 e 4,7 Tesla, respectivamente. As amostras foram
solubilizadas em cloroférmio deuterado, tendo o TMS como padrdo interno de referéncia
(0 = 0 ppm). Os deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm (J) e sdo dados em

relacdo ao TMS. As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz).
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3.2.2 Rotagdo optica

Os valores de rotacdo Optica especifica foram obtidos no polarimetro Rudolph
Research, modelo Autopol III com lampada de sédio (589 nm), a temperatura de ambiente,
sendo as amostras solubilizadas em cloroférmio de grau analitico. Os valores de rotagdo
Optica especifica foram calculados utilizando-se a seguinte féormula:

[a]p=0.100/1.c

[a] = Valor da rotacdo Optica especifica
o = Rotacdo observada
¢ = Concentragdo da substincia em g.mL"

I = Caminho 6ptico da cela (1 dm)

3.2.3 Espectrofotometro

No teste da atividade antioxidante, as leituras de absorbincia das amostras e
padrdes juntamente com o controle foram obtidas no espectrofotometro UV-Vis modelo
Shimadzu 2401PC Spectrophotometer, a temperatura de 25°C, sendo as amostras e padroes
foram solubilizadas em etanol de grau analitico. As medidas espectroscOpicas foram

realizadas em 517 nm.
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3.3 Estudo fitoquimico
3.3.1 Coleta e identificacdo do material botdnico

As raizes de Lonchocarpus filipes foram coletadas em setembro de 2006 no Parque
Ecolégico da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP pela botanica Dra. Ana
Maria Tozzi (Instituto de Biologia, UNICAMP), especialista em taxonomia do género
Lonchocarpus. A exsicata da espécie encontra-se depositada no herbario da Universidade

Estadual de Campinas, Campinas, Sdo Paulo, Brasil, sob o niimero 143605.

3.3.2 Obtencgdo dos Extratos

Ap6s a coleta das raizes superficiais de individuos jovens, estas foram pré-secas a
sombra a temperatura ambiente e depois secas em estufa de ar circulante a 40°C, sendo as
cascas trituradas separadamente do cerne em moinho de quatro facas.

Depois de secas, pesadas e moidas, as cascas (137,1 g) e o cerne (467,5 g) foram
respectivamente, submetidos a extracdo em Soxhlet e por maceragdo com solventes de
ordem crescente de polaridade; EP, CH,Cl, e MeOH. Na extrac¢do via Soxhlet deixou-se o
material vegetal extraindo por dois dias com cada um dos solventes, sendo que em
intervalos de 24 horas trocava-os pelo mesmo solvente. Seguiu-se 0 mesmo procedimento
para extracdo por maceracdo deixando cada um dos solventes durante cinco dias
(Esquemas 1 e 2). Os extratos resultantes, foram filtrados e concentrados em evaporador

rotativo a pressdo reduzida e a temperatura de 50°C.



Esquema 1 - Extracdo por Soxhlet das cascas das raizes de L. filipes

Cascas (137,10 g)

Eter de Petroleo

EXT. EP (3,29 g)

TORTA I

Dicloromet

ano

EXT. CHxCl, (4,27 2)

TORTA 11

Metanol

EXT. MeOH (22,45 g)

TORTA III

Esquema 2 - Extracdo por Maceracao do cerne das raizes de L. filipes.

Cerne (467,5 g)

Eter de Petroleo

EXT. EP (2,69 g)

TORTA I

Diclorometano

EXT. CH;Cl; (4,78 g)

TORTA 11

Metanol

EXT. MeOH (16,50 g)

TORTA III

25
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A andlise comparativa por CCD dos trés extratos (EP, CH,Cl,, MeOH) das cascas e
do cerne, mostrou que os extratos EP e CH,Cl, das cascas eram mais ricos em substancias
que os demais. Sendo que o extrato de diclorometano apresentou maior letalidade frente ao

teste da Artemia salina, sendo, portanto o extrato escolhido para a andlise.

3.3.3 Cromatografia em coluna do extrato de diclorometano das cascas

O extrato CH,Cl, (4,27 g) das cascas das raizes de L. filipes foi fracionado em uma
coluna cromatografica (50,0 cm x 4,0 cm de diametro interno), empacotada com 80,0 g de
gel de silica 60 (0,063 — 0,200 mm).

Iniciou-se a elui¢do com éter de petréleo 100%, aumentando-se gradativamente a
polaridade do eluente pela adicdo de AcOEt seguida da adicdo de MeOH até 100%.
Obtiveram-se 201 fracdes de cerca de 30 mL cada, as quais foram reunidas em 32 grupos,
ap6s andlise por CCD sob lampada de UV e nebulizacdo com anisaldeido (revelador
universal) (Tabela 1).

Com base na massa de material disponivel e complexidade da mistura, determinou-

se a ordem de prioridade para a purificagao via CCDP ou CC de cada frag¢ao agrupada.

Tabela 2 - Relacdo entre Fragdes agrupadas / Substancias isoladas do extrato de

diclorometano das cascas de raizes de L. filipes.

Fracoes Fracao (F) Massa (mg) Substancias Massa (mg)
agrupadas isoladas

F1-12 F1 8,3

F 13-16 F 13 4,2

F17-19 F 17 10,5

F 20-24 F 20 60,6 LF7 10,0

F 25-31 F 25 215,7*

F 32-38 F 32 183,7 LF2 36,7

LF 8 53,4
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F 39-46 F 39 197,0 LF 6 58,1
F 47-53 F 47 100,8*
F 54-56 F 54 61,9%
F 57-60 F 57 286,3 LF 3 14,8
LF 4 6,6
LF5 8,5
F 61-64 F 61 287.4%
F 65-68 F 65 254 4%
F 69-70 F 69 141,5 LF1 85,2
F71-77 F71 310,8"
F 78-81 F 78 49,3
F 82-86 F 82 90,5
F 87-95 F 87 69,9
F 96-103 F 96 21,1
F 104-109 F 104 16,5
F 110-115 F 110 9,8
F 116-124 F 116 9,3
F 125-126 F 125 13,2
F 127-129 F 127 13,3
F 130-136 F 130 175,1
F 137-141 F 137 242
F 142-144 F 142 10,7
F 145-151 F 145 452
F 152-155 F 152 15,3
F 156-168 F 156 9,3
F 169-176 F 169 52
F 177-188 F 177 4,4
F 189-201 F 189 2,9

*Fracoes bastante semelhantes as estudadas (CCD); "Fracdes estudadas mas com

substancias repetidas
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3.3. 4 Analise das fracoes agrupadas
Os esquemas a seguir correspondem as purificacdes por CC e/ou CCDP,
resultando no isolamento de oito substancias, cujas subfracdes destacadas € o produto

natural isolado e os dados espectroscopicos estao descritos apds cada um dos esquemas.

Esquema 3 - Isolamento da flavona LF1

F-69
(141,5 mg)

2 CCDP (70,0 mg cada)
CH,CI, 100% (3x)

(8F5 o ) F 69-2 F 69-3
< e (40,1 mg) (2,5 mg)
LF1
Aspecto Fisico: agulhas amarelas
o — Ponto de fusao: 138,4-138,9 °C Lit.: 138 °C
(0]

RMN'H (400 MHz, CDCls): Tabela 6 (Anexo A)

e E1 (Anexo B)

(0] RMN"C (100 MHz, CDCIl3): Tabela 6 (Anexo A)
Lanceolatina B (LF1)

e E2 (Anexo B)




Esquema 4 - Isolamento dos derivados de dibenzoilmetanos LF2 e LF8

F-32°
(140,1 mg)

2 CCP (60,0 mg cada)
CH,Cl, 100% (2x)

F 32-1a
(1,6 mg)

F 32-1 F 32-2
F 32-3
(36,7 mg) (53,4 mg) (21.2 mge)
LEF2 LEFS8
CCP
EP: CH,ClI, 80% (3x)
F 32-3(1) F 32-3(2) F 32-3 (3)
(0,5 mg) (5,0 mg) (1,8 mg)

"Apenas parte da fracdo foi purificada por CCDP.




0 OCH,4

X

0] o

"0,"'H /

Pongamol (LF2)

/
0 o |
(0] (0]
Derivado de Dibenzoilmetano (LF 8)
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Aspecto Fisico: 6leo viscoso vermelho
RMN'H (200 MHz, CDCl3) §: Tabela 7
(Anexo A) e E3 (Anexo B)

RMN"C (50 MHz, CDCls) §: Tabela 7

(Anexo A) e E4 (Anexo B)

Aspecto Fisico: sélido amorfo amarelo
escuro

RMN'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 18
(Anexo A) e E26 (Anexo B)

RMN"C (100 MHz, CDCl3): Tabela 18
(Anexo A) e E27 (Anexo B)

HSQC (H-C, JY): Tabela 19 (Anexo A) e

E28 (Anexo B)

HMBC (C-H, J") (H 400 MHz, C 100 MHz, CDCIl3): Tabela 19 (Anexo A) e E29 (Anexo

B)

op = -4,82 (CHCl3; ¢ = 0,435 g¢.mL™)



Esquema S - Isolamento dos derivados de dibenzoilmetanos LF 3, LF 4 e LF 5§

(286,3 mg)

F-57

CcC

EP 100%; EP:CH,Cl, a CH,Cl,: MeOH 10%

31

F 57-1 F 57-24 F 57-31 F 57-33* F 57-37* F 57-41
(7,3 mg) (8,7 mg) (95,8 mg) (32,3 mg) (70,0 mg) (34,9 mg)
CCP
EP:CH,Cl, 80% (2X)
F 57-31(1) F 57-31(2)
(14,8 mg) (6,0 mg)
LF3 LF4
CCP
EP:CH,Cl, 80% (3X)
F 57-41(1) F 57-41(2) F 57-41(3)
(3,2 mg) (1,8 mg) (4,0 mg)
(LFS)

*SubfracOes iguais a F 57-31.
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Aspecto Fisico: 6leo amarelo palido
RMN'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 8
(Anexo A) e E5 (Anexo B)

RMN"C (100 MHz, CDCl3): Tabela 8
(Anexo A) e E6 (Anexo B)

HSQC (H-C, J"): Tabela 9 (Anexo A) e

(E)-7-O-metoxipongamol (LF3)

E7 (Anexo B)

HMBC (C-H, J") (H 400 MHz, C 100 MHz, CDCl3): Tabela 9 (Anexo A) e E8 (Anexo

B)

Aspecto Fisico: 6leo amarelo palido

K —\ ocH, RMN'H (400 MHz, CDCls): Tabela 10
()
(Anexo A) e E9 (Anexo B)
/ RMN'C (100 MHz, CDCl;): Tabela 10
OCH; (Anexo A) e E10 (Anexo B)

HSQC (H-C, JY): Tabela 11 (Anexo A)

(E)-9-O-metoxipongamol (LF4)

e E11 (Anexo B)

HMBC (C-H, J") (H 400 MHz, C 100 MHz, CDCls): Tabela 11 (Anexo A) e E12 (Anexo

B)

Aspecto Fisico: 6leo amarelo palido
RMN'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 12
(Anexo A) e E13 (Anexo B)

RMN"C (100 MHz, CDCl;): Tabela 12

(Anexo A) e E14 (Anexo B)

1.
(E)-3 4-metilenodiéxido-2-metoxi-227- | HOQC (H-C, J): Tabela 13 (Anexo A) e

dimetilpirano-(5°’,6’’:3°,4’)-7-

metoxichalcona (LF5) E15 (Anexo B)
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HMBC (C-H, J") (H 400 MHz, C 100 MHz, CDCl3): Tabela 13 (Anexo A) e E16 (Anexo

B)

Esquema 6 - Isolamento do derivado de dibenzoilmetano LF6

F-39

(197,0 mg)

CC
EP:CH,Cl, 30% a CH,Cl,:AcOEt 60%

F 39-10 F 39-11% F 39-13 F 39-16 F 39-19 F 39-21
(3,0 mg) (35,2 mg) (62,3 mg) (52,4 mg) (37,3 mg) (5,3 mg)
CCP
EP:CH,CL, 80% (2
F 39-13(1) F 39-13(2) F 39-13(3)
(5,0 mg) (40,1 mg) (3,0 mg)
LF6
CCP
EP: CH,Cl, 85% (4X)
F39-16 (1) F 39-16 (2) F 39-16 (3)*
(3,2 mg) (1,8 mg) (30,3 mg)

*Igual substancia LF3

*Continua na préxima pagina




F 39-11
(35,2 mg)

CH,Cl, 100% (3x)

F 39-11 (1)
(8,1 mg)
Mistura de
esterdides

*Igual substancia LF 6

F 39-11(2)*
(18,2 mg)

o 0]

Derivado de Dibenzoilmetano (LF 6)

E19 (Anexo B)

F 39-113
(2,5 mg)

Aspecto Fisico: 6leo amarelo

(Anexo A) e E17 (Anexo B)

(Anexo A) e E18 (Anexo B)
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RMN'H (400 MHz, CDCl;): Tabela 14

RMNC (100 MHz, CDCl;): Tabela 14

HSQC (H-C, JY): Tabela 15 (Anexo A) e

HMBC (C-H, J") (H 400 MHz, C 100 MHz, CDCl3): Tabela 15 (Anexo A) e E20 (Anexo

B)

op = +14,83 (CHCl3; ¢ = 0,350 g.mL™")



Esquema 7 - Isolamento do derivado de dibenzoilmetano LF7
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F-20
(60,0 mg)
2 CCP (com 30,0 mg cada)
EP:AcOEt 20%
F 20-1 F 20-2 F 20-3 F 20-4 F 20-5
(1,8 mg) (9,4 mg) (1,4 mg) (3,3 mg) (30,0 mg)
CCP
EP:AcOEt 2,5%
F 20-5(1) F 20-5(2) F 20-5(3)
(5,2 mg) (10,0 mg) (4,0 mg)
(LF7)

O
Ny

Derivado de Dibenzoilmetano (LF7)

Aspecto Fisico: 6leo amarelo

RMN'H (400 MHz, CDCl3): Tabela 16
(Anexo A) e E21 (Anexo B)

RMN"C (100 MHz, CDCl3): Tabela 16
(Anexo A) e E22 (Anexo B)

HSQC (H-C, Jl): Tabela 17 (Anexo A) e

E23 (Anexo B)

HMBC (C-H, J") (H 400 MHz, C 100 MHz, CDCl3): Tabela 17 (Anexo A) e E24 (Anexo

B)

olp = -9,04 (CHCl3; ¢ = 0,365 g.mL™)
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3.4 Ensaios bioldgicos e quimicos
3.4.1 Ensaio de letalidade contra Artemina salina

O ensaio da letalidade contra a Artemia salina foi desenvolvido de acordo com a
metodologia de Meyer et. al.,1982. Os ovos do crustidceo Artemia salina foram aquecidos
em um recipiente contendo solucdo de sal marinho (38 g.L™"), protegidos da luz durante 48
horas para eclosao dos mesmos em larvas do tipo nauplli.

As amostras utilizadas no ensaio de toxicidade sobre Artemia salina foram os
extratos de EP, CH,Cl, e MeOH das cascas e do cerne das raizes de L. filipes e as
substancias puras LF1, LF2, LF3, LF6 e LF8. As amostras foram feitas em triplicata em
frascos de 10 mL, dissolvidas em solventes apropriados nas concentracdes de 200, 100, 50,
25 e 10 ng.mL™" para os extratos e nas concentracdes de 125, 100, 50, 25 ¢ 10 pg.mL™" para
as substancias puras. Todas as etapas foram acompanhadas utilizando-se a cafeina como
controle positivo.

Apos total evaporacdo dos solventes, cada um dos frascos (para cada amostra
testada) recebeu uma gota de dimetilsulféxido (DMSO), 3 mL de solu¢@o de sal marinho
(38 gL', 10 larvas de Artemia salina e o volume foi ajustado para 5 mL. Os frascos
foram deixados em repouso por 24 horas, sendo em seguida efetuada a contagem das
larvas vivas e calculadas as concentragdes letais a 50% (CLsp) das amostras, por meio de

um teste estatistico denominado Probit.

3.4.2 Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante das substancias puras LF1, LF2, LF3, LF6,
LF7 e LF8 foram desenvolvidas de acordo com a metodologia de Andrade et. al., 2007.
Aliquotas destas substancias, dcido ascorbico e dcido cafeico (padrdes), foram diluidos em

etanol nas concentragdes de 0,5, 25, 50, 75 e 100 ug.mL'l. A cada 3mL de cada uma das

amostras foram acrescentados 100 pL de solugdo etandlica de 1,1-difenil-2-picrilhidrazina
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(DPPH) ImM. Apés 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz,
foi realizada leitura da absorbancia em 517 nm, contra um branco especifico em cada
avaliacdo, formado somente pelas amostras em suas respectivas diluicdes. Como controle,
foram utilizados 100 pL de solucao etandlica de DPPH 1 mM e 3 mL de etanol.

Para avaliar a atividade captadora do radical, foi obtida a porcentagem de inibic¢ao,

de acordo com a equagao:

% de inibicdo: [(absorbancia do controle - absorbancia da amostra)/ absorbancia do

controle) x100

A determinagdo da concentracdo de amostra ou padrdo que causa 50% de inibi¢cdao
da concentragdo (ICsp) inicial de DPPH, foi obtida por regressao linear dos pontos plotados
graficamente. Para a plotagem dos pontos, foram utilizados os valores das médias obtidas

de triplicatas realizadas para cada um dos testes.

3.4.3 Atividade antimicrobiana (antifiingica e antibacteriana)

Os extratos de EP, CH,Cl, e MeOH das cascas e do cerne das raizes de L. filipes,
foram avaliados quanto a sua atividade antifingica e antibacteriana contra o0s
microrganismos mostrados na tabela 3 nas concentragdes de 1,0 a 0,015 mg.mL'l, de
acordo com o método da microdilui¢io proposto por Eloff, 1998. Este método avalia a
atividade antimicrobiana através da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) de cada extrato testado contra fungo ou bactéria, cujo método € definido como a
menor concentragdo do extrato ou substincia pura capaz de impedir o aparecimento de
coloragao vermelha de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium).

Na primeira etapa deste ensaio foram depositados 100 puLL de caldo Mueller-Hinton

(MH) em uma microplaca esterilizada de 96 orificios, com excecdo da coluna 12, que foi
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utilizada para os controles. Em seguida, na coluna 1 — linha A foram acrescentados 50 uL
do extrato a ser testado, de concentragdo conhecida (uma amostra diferente para cada
ndmero ou coluna), até a concentracio de 1,0 mg.mL"'. Em seguida, 100 puL do contetddo
do orificio foram homogeneizados com o meio e transferidos para o orificio da linha
seguinte (B), repetindo-se este procedimento até a linha H, de modo a obter uma

concentracao decrescente do extrato. Os 100 uL finais foram desprezados.

Tabela 3 - Microrganismos utilizados no teste antimicrobiano

Levedura

Candida albicans CCT 776

Bactérias

Bacillus subtilis CCT 2576

Staphylococcus aureus CCT 2740

Staphylococcus epidermides ATCC 12228

Salmonella choterasuis CCT 4296

Micrococcus luteus CCT 2692

Escherichia caule CCT 0547

Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388

Rhodococcus equi CCT 0541

Enterococcus faecium CCT 5079

Enterococcus hirae CCT 5073

Na segunda etapa, foram adicionados nos orificios contendo MH 100 puL. de uma
suspensdo dos microrganismos, de crescimento recente (24 horas), diluidos para

~ . 4 . . -1 .
concentracao final de 10” microrganismos.mL ™. As placas foram seladas com parafilme e
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incubadas por 24 h a 37°C. Apés este periodo foram acrescentados 50 UL de uma solucdo
aquosa de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5%, e a placa re-incubada por 3 h na
referida temperatura. A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi detectada com o
desaparecimento da coloracdo vermelha da soluc¢do (reducdo do TTC), de cada um dos
extratos testados.

Nos ensaios com as bactérias foram utilizados o meio Nutriente Agar, € para a
levedura C. albicans, meio Agar Sabouraud Dextrose. Os antibidticos nistatina e
cloranfenicol (Merck) foram utilizados para confirmacdo da esterilidade do meio de cultura

e do crescimento do microrganismo, nas concentragoes de 0,25-0,002 mg.mL'l.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico do extrato de diclorometano das cascas das raizes de L. filipes
resultou no isolamento de 8 flavondides, sendo sete deles pertencente a classe dos
dibenzoilmetanos e apenas a substancia LF1 pertencente a classe das flavonas. Com base
nas andlises de RMN e comparagdo desses dados com os de substincias andlogas na
literatura, constatou-se que as substancias LFS, LF7 e LF8 sdo inéditas como produto

natural e o composto LF4 conhecido como produto de sintese, agora é relatado pela

primeira vez como isolado de fonte natural.

4.1 Determinacao estrutural da substincia LF1

O espectro de RMN 'H (Tabela 6, Anexo A; El, Anexo B) apresentou sinais
correspondentes a um anel aromético monossubstituido em 8 7,54 (3H, m, H-3’, H-4’ e H-
5%), 8 7,96 (2H, m, H-2’ e H-6’). Verificou-se um singleto intenso em 6,87 (1H, s, H-3)
cujo sinal € caracteristico do H-3 de flavonas e este foi confirmado pelo espectro de
RMN"’C (Tabela 6, Anexo A; E2, Anexo B) com o sinal em § 107,9. Os sinais em & 7,20
(1H,dd,J=2,0e 0,8 Hz, H-3"") e 7,77 (1H, d, J = 2,0, H-2"’) indicaram a presenca de um
anel furano, o qual foi confirmado pelos deslocamentos em & 117,1 (C-8) , & 158,3 (C-7),
145,8 (C-27") e & 104,1 (C-3"") no RMN "°C . Ainda no espectro de RMN"’C verificou-se

a presenca de 17 carbonos, sendo 10 CH e 7 C,,.
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A estrutura foi comprovada por comparacio dos seus dados de RMN'H e RMN'*C
com os da literatura sendo determinada como [2’°, 3°°; 7, 8] furanoflavona, também
conhecida como Lanceolatina B (Tanaka et. al., 1992; Mbafor, et. al., 1995). Esta
substancia foi isolada previamente de Pongamia glabra (Tanaka et al., 1992),
posteriormente de L. subglaucescens (Magalhaes et. al., 1996), L. latifolius (Magalhaes et.

al., 2000) e L. montanus (Magalhaes et. al., 2007).

4.2 Determinacao estrutural da substancia LF2

O espectro de RMN 'H (Tabela 7, Anexo A; E3, Anexo B) da substiancia LF2,
mostrou um singleto bastante desprotegido em 6 16,92 (1H, s, 7-OH) sugerindo a presenca
de uma hidroxila endlica quelada e um sinal em o 7,16 (1H, s, H-8) referente ao hidrogénio
caracteristico deste tipo de esqueleto, o qual existe em um equilibrio ceto-endlico, estando
preferencialmente na forma endlica.

A presenga de um sinal referente a um hidrogénio endlico em & 16,92 é coerente
com a forma enol do composto, pois quando um grupo carbonila estd presente em uma
posicdo P, a forma endlica é estabilizada por ligacdo de hidrogénio intramolecular (Costa
et. al., 2003).

Ainda no espectro de RMN lH, verificou-se um anel aromatico monossubstituido

através dos sinais em & 7,48 (3H, m, H-3, H-4 e H-5) ¢ 6 7,99 (2H, dd, J = 7,6 ¢ 1,4 Hz,
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H-2 e H-6), um anel aromadtico tetrassubstituido pelos seguintes grupos: um anel furano &
6,99 (1H, d, J=2,0 Hz, H-3""), 8 7,62 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2"") ¢ um grupo metoxila em o
4,13 (3H, s, 2’-OCH3). A localizagdo destes grupos foi determinada pelos acoplamentos
ortoem 87,30 (1H, d, J = 8,6, H-5") e 8 7,87 (1H, d, J = 8,6, H-6").

O espectro de RMN Bc (Tabela 7, Anexo A; E4, Anexo B) mostrou sinais
referentes a 7 Cy, 10 CH e 1 OCHj3, sendo que dois Cy apresentaram deslocamentos
quimicos em & 184,6 e & 186,0 referente aos sinais das carbonilas C-7 e C-9. A estrutura
foi confirmada por comparacdo com dados espectroscopicos da literatura e determinada
como B-hidroxibenzenofuranochalcona (Parmar et. al., 1989). Este composto é conhecido
como Pongamol o qual foi isolado pela primeira vez das raizes de Pongamia glabra

(Parmar et. al., 1989) e posteriormente de L. montanus (Magalhaes et. al., 2007).

4.3 Determinacao estrutural da substancia LF3

Na literatura, existem poucos relatos de B-metoxichalconas. Entretanto, Fumiyuki
et. al., 1990 relata estudos de isomerizacdo de B-metoxichalconas em gel de silica e

propriedades espectrais dos isomeros E e Z , incluindo estudos de raio-x. Desta classe de

flavondides, isolaram-se trés substancias; LF3, LF4 e LF5.
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O espectro de RMN 'H (Tabela 8, Anexo A; E5, Anexo B) da substancia LF3
mostrou sinais referentes aos seguintes substituintes: um anel furano em 6 7,57 (1H, d, J =
2,1 Hz, H-3") e 6,91 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2""), dois grupamentos OCH3 sendo um ligado a
anel benzénico § 4,09 (3H, s, 2°-OCH3;) e outro a cadeia aciclica 6 3,88 (3H, s, 7-OCHj),
dois acoplamentos de hidrogénios aromaticos em posi¢io orfo & 7,15 (1H, dd, J=8,4¢ 0,8
Hz, H-6’) e 7,50 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5’) e um anel aromdtico monossubstituido em &
7,30 (3H, m, H-3, H-4 ¢ H-5), 8 7,44 (1H, m, H-2 e H-6). O espectro de RMN Bc (Tabela
8, Anexo A; E6, Anexo B) mostrou sinais referentes a 2 OCH3, 9 CH e 7 C,.

Através da andlise no mapa de contorno de HMBC (Tabela 9, Anexo A; E8, Anexo
B), pode-se determinar corretamente a posicao das metoxilas na estrutura pelas correlacdes
dos sinais entre o grupo metoxila em 9 3,88 (7-OCH3) com & 170,5 (C-7) e entre o grupo
metoxila em & 4,09 (2°-OCH3) com & 152,7 (C-2’). Estes resultados confirmaram que os
sinais das metoxilas sdo referentes a uma -metoxila (7-OCH3) e uma metoxila aromatica
(2’-OCH3). Ainda pelo mapa de contorno HMBC, observou-se a correlagao entre os sinais
em & 7,50 (H-6") com & 190,9 (C-9) e com & 152,7 (C-2’), comprovando que ambos, a
carbonila e o grupo metoxila aromatico, estdo ligados a0 mesmo anel aromatico da B-

metoxichalcona (Figura 11).

Figura 11 — Algumas correlacdes observadas no mapa de contorno HMBC (H, C, "J) para

a substancia LF3
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Diante desses resultados e comparacao com os dados espectroscépicos da literatura
(Fumiyuki et. al., 1990), determinou-se a estrutura da (E)-7-O-metoxipongamol a qual foi
isolada pela primeira vez de Tephrosia purpurea (Pelter et. al., 1981) e posteriormente no

género Lonchocarpus, de L. montanus (Magalhaes et. al., 2007).

4.4 Determinacao estrutural da substancia LF4

No espectro de RMN 'H (Tabela 10, Anexo A; E9, Anexo B) da substancia LF4
observaram-se os mesmos substituintes do composto LF3, sendo um anel furano em & 7,55
(1H,d,J=2,0Hz, H-3"") ¢ 6,90 (1H, dd, J =2,0 ¢ 0,8 Hz, H-2""), dois grupamentos OCHj3
sendo um ligado a anel benzénico d 3,98 (3H, s, 2’-OCH3) e outro a cadeia aciclica § 3,93
(3H, s, 9-OCH3;), dois acoplamentos de hidrogénios arométicos em posi¢do orto & 7,15
(1IH, d, J = 8,4 Hz, H-5) e 7,20 (1H, dd, J = 8,4 ¢ 0,8 Hz, H-6’) e um anel aromatico
monossubstituido em & 7,35-7,39 (2H, m, H-3 e H-5), 6 7,45 (1H, m, H-4) ¢ 6 7,88 (2H, m,
H-2 e H-6). A presenca destes substituintes, também foi confirmada por comparacdo com
os dados de RMN "°C (Tabela 10, Anexo A; E10, Anexo B) e com dados espectroscopicos
da literatura (Fumiyuki et. al., 1990).

A principal diferenca entre as duas substancias LF3 e LF4 ¢ a localizacdo das
metoxilas. Pela andlise do mapa de contorno de HMBC para o composto LF4 (Tabela 11,

Anexo A; E12, Anexo B), pdde-se observar as correlacdes dos sinais entre o grupo
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metoxila em 8 3,93 (9-OCH3) com & 169,3 (C-9) e entre o grupo metoxila em & 3,98 (2’-
OCHj3) com 9 150,9 (C-2%). Ainda analisando o mapa de contorno HMBC, observou-se a
correlagdo entre os sinais em & 7,20 (H-6’) com & 169,3 (C-9) e com & 150,9 (C-2°)
comprovando que contrariamente a substancia LF3 ambas as metoxilas agora estdo ligadas

ao mesmo anel aromatico da B-metoxichalcona (Figura 12).

Figura 12 — Algumas correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC (H, C, "J) para

a substancia LF4

Esta substancia é conhecida na literatura como produto de sintese, da metiliacao de
Pongamol com diazometano e foi determinada como (E)-9-O-metoxipongamol (Pelter et.

al., 1981) a qual, estd sendo relatada pela primeira vez como produto natural.

4.4.1 Isomerizacdo Z-E das metoxichalconas LF3 e LF4
Para Fumiyuki e colaboradores (1990), as substancias LF3 e LF4 sdo isdmeros
de posicdo (regioisdmeros) € ndao isdmeros configuracionais (Z e E), pois quando um
regioisomero € submetido a andlise em CCD bidimensional observa-se apenas uma
substancia. Isto foi verificado ao examinar ambas substancias via CCD bidimensional, cuja
andlise foi confirmada pelos espectros de RMN'H e RMN"*C que se tratava apenas uma
Unica substancia em cada caso. Os isOmeros configuracionais se interconvertem em silica

observando-se duas substincias na CCD.
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O fato do isdmero E ser considerado o produto termodinamico é devido a auséncia
da forte repulsdo estérica entre a metoxila e a carbonila quando estas estdo do mesmo lado
da ligacdo dupla (isomero Z) (Figura 13). A metoxila deve procurar uma posicdo que
minimize a repulsdo entre os pares de elétrons livres dos oxigénios e a repulsdo dipolo
entre as duas func¢des oxigenadas, interconvertendo-se no isomero E mais estavel

(Fumiyuki et. al., 1990).

Figura 13 - Representacdo do isomero Z quanto a repulsio estérica (Fonte: Fumiyuki et.
al., 1990)

No entanto, a isomerizagdo de B-metoxichalconas de Z para E ocorre quando o isdbmero Z

estd em contato com gel de silica, solventes polares ou expostos a luz cujas condigdes

favorecem a interconversdo por mecanismos i0nicos e/ou radicalares, conforme Figura 14

(Fumiyuki et. al., 1990).

/w\
L

O- OCH;

s ‘\p‘y‘
/

(Z) OH OCH;

Figura 14 - Isomerizagdo Z-F de -metoxichalconas (Fonte: Fumiyuki ez. al., 1990)
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Comparando os espectros de RMN 3C das substancias LF3 (Tabela 8, Anexo A;
E6, Anexo B) e LF4 (Tabela 10, Anexo A; E10, Anexo B), verificou-se uma diferenca
significativa no deslocamento quimico do C-8 de ambas as substancias. No regioisomero
LF3 observou o sinal em 8 103,1 e no regioisdmero LF4 em 6 99,7.

Ainda de acordo com Fumiyuki e colaboradores (1990) no isdmero E, o anel B faz
um angulo de 25° com a carbonila e esta faz outro angulo de 25° com a ligacao dupla.
Entretanto, o anel A é girado 50° em torno da ligacdo dupla, resultando na perda de
coplanaridade da molécula. Como o anel A esta fora do plano da ligacdo dupla, deixa o C-
8 na sua regido de protecdo e este anel, permanece na regido de desprotecdao do anel B.
Portanto, os carbonos dos substituintes em posicdo orfo ao anel B ficam na regido de
desprotecdo deste anel, além de possuirem uma desprotecdo adicional da carbonila,
resultando no deslocamento do C-8 para campo baixo em relacdo ao C-8 do regioisdmero
LF4 (Pavia et. al., 2001; Silverstein et. al., 20006).

Na substancia LF4 o anel A também estd fora do plano da ligacao dupla entretanto,
o grupo metoxila ligado a cadeia aciclica o qual faz parte do substituinte em posi¢do orto
no anel B, protege o carbono olefinico (C-8) da desprotecao do anel B. Este efeito, provoca
um deslocamento quimico do carbono olefinico (C-8) para campo alto em relagdo ao C-8

da substancia LF3 (Fumiyuki et. al., 1990).
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4.5 Determinacao estrutural da substancia LF5

O espectro de RMN 'H (Tabela 12, Anexo A; E13, Anexo B) da substancia LF5 se
diferenciou da substancia LF3 por apresentar sinais em & 1,42 (6H, s, 2”’-CH3), 8 5,66
(1H, d, J = 10,0 Hz, H-3"") ¢ 8 6,57 (1H, dd, J = 10,0 € 0,5 Hz, H-4"") caracteristicos de
um anel 2,2-dimetilcromeno e um singleto em & 5,94 (2H, s, H-2""") indicando a presenca
de um grupo metilenodiéxido. A posi¢do deste grupo no anel A foi confirmada através do
espectro de RMNIH, pelos sinais referentes a um acoplamento orto; em 0 6,72 (1H, d, J =
8,0 Hz, H-5), um acoplamento orto € meta em 6 7,00 (1H, dd, J = 8,0 ¢ 1,6 Hz, H-6) e um
acoplamento meta em 6 6,92 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-2). Enquanto a localizagdo do grupo
2,2-dimetilcromeno no Anel B foi definida pelos sinais em & 6,54 (1H, dd, J = 8,4 ¢ 0,8
Hz, H-5’) e 6 7,40 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-6’) os quais correspondem aos sinais de dois
hidrogénios acoplando em orfo. Esses substituintes foram confirmados pelo espectro de
RMN B¢ (Tabela 12, Anexo A; E14, Anexo B) o qual mostrou sinal referente a carbonila

em 0 190,0 (C-9) e do carbono ligado a metoxila em cadeia aciclica em & 170,2 (C-7).
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Através de uma andlise andloga ao das substancias LF3 e LF4 no mapa de
contorno HMBC (Tabela 13, Anexo A; E16, Anexo B), verificou-se as correlagdes dos
sinais entre o grupo metoxila em & 3,85 (7-OCH3) com & 170,2 (C-7) e entre o grupo
metoxila em & 3,80 (2°-OCHj3) com & 155,4 (C-2’). Estas andlises confirmaram que os
sinais das metoxilas sdo referentes a uma B-metoxila (7-OCHj3) e uma metoxila aromatica
(2’-OCHj3;). Ainda pelo mapa de contorno HMBC, observou-se a correlagdo entre os sinais
em 0 7,40 (H-6") com & 190,0 (C-9) e com 6 155,4 (C-2’), comprovando que a carbonila e
o grupo metoxila aromatico estdo ligados ao mesmo anel aromdtico B da 3-metoxichalcona

(Figura 15).

Figura 15 — Algumas correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC (H, C, "J) para

a substancia LF5

Diante desses resultados concluiu-se que a substancia em questdo é da classe dos
dibenzoilmetanos, denominada (E)-3,4-metilenodidéxido-2’metoxi-2’’,2"’-dimetilpirano-
(577,67°:3,4’)-T-metoxichalcona. Através de um minucioso levantamento bibliografico no

banco de dados Scinfinder, verificou-se que a substincia € inédita na literatura.
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4.6 Determinacao estrutural da substancia LF6

O espectro de RMN 'H (Tabela 14, Anexo A; E17, Anexo B) mostrou sinais
referentes a um anel aromdtico monossubstituido em 6 7,95 (2H, m, H-2 ¢ H-6), 6 7,44
(3H, m, H-3, H-5 e H-6’) ¢ 6 7,53 (1H, dt, J = 7,2 e 2,0 Hz, H-4), um hidrogénio metinico
em 0 5,74 (1H, s, H-8), um anel furano em 6 7,58 (1H, d, J =24, H-2"") ¢ 6 6,93 (1H, dd,
J=24¢0,8, H-3""), um grupo a,o-dimetilalil em d 6,08 (1H, dd, J = 17,1 ¢ 10,4 Hz, H-
2%), 8 4,86 (1H, dd, J = 10,4 ¢ 0,8 Hz, H-3""’b), 6 4,93 (1H, dd, J = 17,1 ¢ 0,8 Hz, H-
3’a), 8 1,21 (3H, sl, 1’’-CH3 ) e 6 1,23 (3H, sl, 1’”’-CH3 ) e um grupo metoxila ligado
ao anel aromatico em 3,84 (3H, s, 2’-OCHj3 ). O espectro de RMN Bc (Tabela 14, Anexo
A; E18, Anexo B) indicou a presenca de 3 CHs, 1 CH,, 11 CH e 8 Cy, sendo dois dos
carbonos quaterndarios (Cy) referentes as carbonilas em & 195,4 (C-7) e 8 197,6 (C-9).

Os dados dos mapas de contorno HSQC (Tabela 15, Anexo A; E19, Anexo B) e
HMBC (Tabela 15, Anexo A; E20, Anexo B) e comparagdo destes resultados com os da
literatura (Magalhdes et. al., 1997), possibilitaram definir a estrutura proposta para o
derivado de dibenzoilmetano LF6. Pelo HSQC verificou-se a correlagdo entre os sinais &
5,74 (1H, s, H-8) e 8 66,8 (CH; C-8) o qual mostrou que o deslocamento em d 5,74, refere-
se a0 hidrogénio ligado a um carbono sp’ entre as duas carbonilas. Através do mapa de

contorno HMBC, observou-se as correlagoes também em 6 5,74 (1H, s, H-8) com & 195,4
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(C-7) e & 197,6 (C-9) referentes as duas carbonilas além dos carbonos em 6 25,8 (1°’-
CHj3), 0 41,6 (C-1""") e & 146,1 (C-2’"’) pertencentes ao grupo o,o-dimetilalil. Diante do

exposto, confirmou-se a posi¢ao deste grupo no C-8 (Figura 16).

Figura 16 - Algumas correlagdes verificadas no mapa de contorno HMBC (H, C, "J) para
a substancia LF6

O valor da rotagdo dptica observada para esta substancia foi de [(X]zoD =+14,83 na
concentracio de 0,35 g.mL".

A presenca do grupo «,0-dimetilalil localizado no carbono de posi¢dao 8 ja €
conhecida, e sabe-se que este grupo neste sitio promove uma interagao relativamente forte
com os substituintes do anel aromético resultando na ndo enolizacdo do composto, devido
a perda de coplanaridade na molécula (Magalhaes et. al., 1997).

A substincia foi determinada como 2’-metoxi-[2’’, 37, 4’, 3’]-
furanodibenzoilmetano sendo isolada pela primeira vez das raizes de L. latifolius

(Magalhaes et. al., 1997) e posteriormente de L. montanus (Magalhaes et. al., 2007).
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4.7 Determinacao estrutural da substancia LF7

O espectro de RMN 'H (Tabela 16, Anexo A; E21, Anexo B) apresentou sinais
referentes a um anel aromdtico monossubstituido em 6 7,95 (2H, m, H-2 e H-6), 6 7,53
(1H, dt, J = 7,2 ¢ 2,0 Hz, H-4) e 8 7,42 (2H, m, H-3 e H-5), um grupo metinico em 8 5,54
(1H, s, H-8), um hidrogénio aromdtico ndo acoplado em & 7,56 (1H, sl, H-6") e um sinal
em O 13,16 (1H, s, 2’-OH) sugerindo a presenga de uma hidroxila quelada. O anel furano
foi evidenciado pelos sinais em & 6,97 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-3") ¢ § 7,58 (1H, d, J = 2,0
Hz, H-2’") e um grupo isoprenila em 6 3,50 (2H, d, /= 7,6 Hz, H-1""""), 8 5,33 (1H, ts, J =
7,2e 1,6 Hz, H-2""""), 8 1,73 (3H, s,4°’-CH3) ¢ 6 1,79 (3H, s, 5°>”’-CH3).

Ainda pelo espectro de RMN 'H confirmou-se a presenca do grupo o, 0--dimetilalil,
pelos deslocamentos em & 6,20 (1H, dd, J = 17,6 e 10,8 Hz, H-2"""), 8 4,98 (1H, dd, J =
10,8 e 0,8 Hz, H-3""’b), 6 5,03 (1H, dd, J = 17,6 e 0,8 Hz, H-3"""a), 6 1,31 (3H, sl, 1""’-
CH; )e 01,33 (3H, sl, 1’’-CH3 ). Os dados espectroscépicos deste composto estdo de
acordo com os da literatura, pois foram comparados com um derivado andlogo isolado de
L. latifolius (Magalhaes et. al.,1997). Assim o C-8 deve ser o centro estereogénico o qual

foi constatado pela sua atividade 6ptica [oc]zoD =-9,04 (c=0,365 g.mL'l, CH,CL).
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O espectro de RMN Bc (Tabela 16, Anexo A; E22, Anexo B) indicou a presenca
de 27 atomos de carbono que juntamente com o mapa de contorno HSQC (Tabela 17,
Anexo A; E23, Anexo B), mostraram ser: 4 CH3, 2 CH,, 11 CHe 10 C,.

Através do mapa de contorno HSQC pdde-se correlacionar todos os carbonos
metinicos, metilénicos e metilicos com seus respectivos hidrogénios como, por exemplo,
os sinais em 6 5,54 (1H, s, H-8) com o sinal em & 62,1 (CH; C-8) novamente confirmando
que esta correlagcdo refere-se ao hidrogénio ligado a um carbono sp3 entre as carbonilas
como na substancia LF6.0 mapa de contorno HMBC (Tabela 17, Anexo A; E24, Anexo
B) mostrou correlagio entre o sinal em 8 7,95 (H-2 e H-6) com o sinal da carbonila em o
194,0, indicando a posi¢do da mesma no C-7. Observou-se a correla¢do do sinal em & 3,50
(H-1"""") com os sinais em o 117,5 (C-5"), 8 125,6 (C-6’) e 0 158,7 (C-4’) assegurando
assim a presenca do grupo isoprenila no anel benzénico B. Também verificou a correlacao
do sinal em & 7,56 (H-6’) com & 199,8, confirmando a posi¢do da carbonila no C-9
(Figura 17a). Diante destes resultados tém-se duas possibilidades de localizacdo dos

grupos isoprenila e do anel furano para a substancia LF7 (Figura 17).

Figura 17 - Regioisomeros propostos para a substancia LF7
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O experimento de diferenca de nOe (E25, Anexo B) mostrou que os grupos
isoprenila e o, o-dimetilalil estavam préximos espacialmente (Figura 18b), pois ao
irradiar o hidrogénio em & 3,50 (H-1""""), houve incrementos em & 7,56 (H-6’) além dos
hidrogénios em & 5,33 (H-2"""") e 1,74 (H-5""""). Realizou-se o procedimento inverso, ou
seja, ao irradiar o hidrogénio em & 7,56 (H-6") provocou incrementos em & 3,50 (H-1"""")
além do hidrogénio em 5,54 (H-8). Também se irradiou o hidrogénio em & 6,97 (H-3"’) e
observou apenas incremento em 7,58 (H-2’’). Diante destes resultados, foi proposta a

estrutura A para a substancia isolada (LF7) (Figura 17).

(a) (b)

Figura 18 - (a) Algumas correlagdes verificadas no mapa de contorno HMBC (H, C, "))
para LF7 (b) Alguns dos incrementos observados no experimento de

diferenca de nOe

Esta substiancia também € um derivado de dibenzoilmetano, denominada de 2’-
hidroxi-5’-(3’""",3’""’-dimetilalil)-8-(o,a’ -dimetilalil)-furano-[4°’,5":3 4’ -
dibenzoilmetano. Ap6s minucioso levantamento bibliografico no banco de dados Scifinder,
verificou-se que o composto estd sendo relatado pela primeira vez na literatura.

Vale ressaltar, que derivados de dibenzoilmetanos com o grupo prenila modificado

localizado no carbono entre as duas carbonilas (C-8), t€ém sido isolados apenas de espécies
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do género Lonchocarpus (Magalhaes et. al., 2000, 2004 e 2007). Este € o sexto relato desta

classe de substancias no género Lonchocarpus € na natureza.

4.8 Determinacao estrutural da substancia LF8

4

Os espectros de RMN 'H (Tabela 18, Anexo A; E26, Anexo B) e RMN'C (Tabela
18, Anexo A; E27, Anexo B) desta substincia, mostraram-se muito semelhantes ao da
substancia LF7, diferindo apenas que o grupo isoprenila agora estd ligado ao oxigénio. Isto
foi proposto baseado nos deslocamentos dos hidrogénios em & 4,74 (1H, m, H-1""""), &
4,65 (1H, m, H-1"""") e do carbono em & 70,4 (C-1"’""), caracteristico de carbono
metilénico ligado a oxigénio. No espectro de RMN 'H observou-se os demais sinais
referentes ao grupo isoprenila em & 5,31 (1H, tq, J = 7,0 e 1,3, H-2""""), 6 1,49 (3H, s,
4’’-CH;), o6 1,64 (3H, s, 5°”’-CHj) cujos deslocamentos foram confirmados pelo
espectro de RMN °C pelos sinais em & 139,3 (C-3">"), § 119,1 (C-2""""), § 17,9 (C-4"""")
e 25,6 (C-57).

O mapa de contorno HMBC (Tabela 19, Anexo A; E29, Anexo B) mostrou
correlagdo entre os sinais em o 8,01 (H-2 ¢ H-6) com o sinal da carbonila em & 195,8

indicando a posicdo da mesma no C-7. Ainda pelo mapa de contorno de HMBC verificou-



56

se a correlacdo dos sinais em 8 4,74 (H-1a’""") e 8 4,65 (H-1b’*"") com o carbono em &
151,3 (C-2’) e do sinal em 7,40 (H-6") com 8 106,8 (C-5"), 6 118,7 (C-3’), 8 151,3 (C-2°)
e 8 158,4 (C-4’) assegurando assim a posi¢do do grupo O-prenila no carbono C-2’ do anel
benzénico tetrassubstituido. Também se verificou a correlacdo deste sinal em 7,40 (H-6")
com o carbono em & 197,9 confirmando a posicdo da carbonila no C-9 (Figura 20a).

Diante dessas informagdes propos-se os isomeros A e B (Figura 19).

/ /kA
— N\ p—
0 o | o o_ |

A B

Figura 19 - Regioisdmeros propostos para a substancia LF8

A posi¢ao do grupo O-prenila no carbono C-2’ foi confirmada por experimento de
diferenca de nOe (E30, Anexo B), onde a irradiacdo dos hidrogénios metilénicos do grupo
O-prenila em & 4,74 (H-1""’a) e 4,65 (H-1"""’b) causou incrementos no sinal do
hidrogénio do anel furano em & 6,91 (H-3’") e nos hidrogénios metilicos do grupo «,0-
dimetilalil em & 1,19 (1’”’CHj3). O espectro de HMBC também confirmou a posi¢do deste
grupo, como citado anteriormente, pela correlagdo dos hidrogénios em & 4,74 (H-1a’*’")
com 6 151,3 (C-2’). Diante destes resultados, definiu-se como correta a estrutura A

(Figura 19).
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Figura 20 - (a) Algumas correlagdes verificadas no mapa de contorno HMBC (H, C, "J)
para LF 8 (b) Alguns dos incrementos observados no experimento de

diferenca de nOe

O valor da rotacdo 6ptica observada para esta substancia foi de [oc]zoD =-4,82 na
concentracio de 0,435 g.mL".

Esta substancia também € um derivado de dibenzoilmetano, denominada de 2’-O-
(37,3’ -dimetilalil)-8-(o,0i-dimetilalil)-furano(4°,5’:3’ 4’ )-dibenzoilmetano. ApOs
levantamento bibliografico no Scifinder, verificou-se que este produto natural também é
inédito na literatura. Como citado anteriormente, esta classe de compostos com o grupo
prenila modificado localizado no C-8, até o presente momento, foi isolado apenas de
espécies de Lonchocarpus. Este é o sétimo relato deste grupo de substancias neste género e

na natureza.
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4.9 Ensaios biologicos e quimicos

As plantas, representam uma das mais ricas fontes de substincias naturais com
potencial bioativo. Do ponto de vista farmacoldgico sdo inimeras as vantagens do uso
destes compostos, dentre elas estdo: alta diversidade estrutural, vasta variedade de efeitos
bioldgicos e servem como modelo para o desenvolvimento de novas drogas andlogas com
maior atividade e/ou menor toxicidade (Rancan et. al., 2002).

Apesar do avango da sintese organica e surgimento de novos processos
biotecnoldgicos, plantas medicinais e suas propriedades bioativas juntamente com seus
principios ativos puros, tém despertado o interesse de pesquisadores do mundo inteiro no
intuito de encontrar novos agentes contra microrganismos causadores de doencas
infecciosas, os quais adquirem resisténcia a antibiéticos utilizados clinicamente bem como
a descoberta de novos agentes quimioterdpicos usados no tratamento de doencas como
cancer e AIDS (Awal et. al., 2004; Cushine et. al., 2005).

Os flavondides constituem um dos grupos de metabodlitos secunddrios com grande
potencial terapéutico, curativo e preventivo de vdrias enfermidades (Schenkel et. al.,
2004). Pesquisas tém demonstrado que algumas classes destas substancias sdo
responsdaveis por acdo antitumoral considerdvel, podendo agir como antivirais, anti-
hemorragicos, antiinflamatérios, antimicrobianos e antivirais (Harborne et. al., 2000;
Cushine et. al, 2005), bem como atividades antialérgicas e prevencdo de doencas
corondrias (Pietta, 2000). Estes metabdlitos, como citado anteriormente, tém se destacado
por apresentarem atividades antioxidantes onde algumas de suas substancias naturais
possuem capacidade para proteger organismos e células de danos induzidos pelo stress
oxidativo o qual tem sido considerado o agente causador de doencas degenerativas e
cancer (El-Massry et. al., 2002; Wu et. al., 2005).

Diante do exposto, neste trabalho foram realizados ensaios de letalidade contra

Artemia salina o qual € considerado um teste preliminar para avaliar a capacidade de
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extratos ou substancias puras com atividades inseticidas e/ou antitumorais (Awal et. al,
2004) e teste antimicrobiano dos extratos de EP, CH,Cl, e MeOH das cascas e do cerne
das raizes e de algumas das substancias isoladas de L. filipes. Realizou-se o teste da

atividade antioxidante para algumas das substancias puras.
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4.9.1 Ensaio de letalidade contra Artemina salina
Os extratos EP, CH,Cl, e MeOH das cascas das raizes de L. filipes mostraram forte
letalidade contra larvas de Artemia salina, com 100% de mortalidade dos microcrustaceos.
Apés as 24 h de incubacdo, no frasco controle, nenhum microcrusticeo morreu,
confirmando a atividade dos extratos. A menor concentra¢do de extrato utilizada no teste
foi de 10 pgmL' e mesmo assim, verificou-se 100% de mortalidade, portanto sdo
considerados extratos super ativos (CLso < 10 ug.mL™). Para calcular a concentracio letal
para matar 50% da populacdo (CLsg) utilizou-se um teste estatistico denominado Probit.
Neste caso nao foi necessario utilizé-lo.
Os extratos EP, CH,Cl, e MeOH do cerne das raizes de L. filipes mostraram-se
téxicos para Artemia salina (Tabela 4), sendo que o extrato que apresentou maior atividade

foi o de diclorometano (CLsp= 0,51 ug.mL'l).

Tabela 4 - Resultados obtidos das concentragdes letais (CLsp) dos extratos e substancias

submetidos ao ensaio de toxicidade sobre a Artemia salina.

Amostras CLso (p,g.mL'l)

Extrato EP do cerne 2,76
Extrato CH,Cl, do cerne 0,51
Extrato MeOH do cerne 12,44
Extrato EP da casca <5,0
Extrato CH,Cl, da casca <50
Extrato MeOH da casca <50
Lanceolatina B (LF 1) 6,72
Pongamol (LF 2) 13,22
E-7-O-metoxipongamol (LF 3) 5,30
LF6 8,63

LF8 9,95
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De acordo com a literatura consultada sobre estudo fitoquimico do género
Lonchocarpus, na maioria das vezes, os flavondides sdo encontrados em uma concentragao
considerdvel no extrato de diclorometano. Uma vez que os flavonéides vém apresentando
uma infinidade de atividades bioldgicas, sugeriu-se que esta maior atividade do extrato de
CH,Cl; do cerne se deva a presenca desta classe de compostos no extrato.

Dentre as substancias puras testadas, todas se mostraram ativas frente ao ensaio de
letalidade contra Artemia salina sendo (E)-7-O-metoxipongamol LF3 a substincia que
apresentou maior atividade com CLsp=5,30 pg.mL’l, seguida da lanceolatina B LF1 com
CLsp=6,72 pg.mL’l, posteriormente a 2’-metoxi-[2’°, 37, 4°, 3’]-furnanodibenzoilmetano
LF6 com CLs;=8,63 pg.mL’l, 2’-0-(3"’,3’’-dimetialil)-8-(ot,a-dimetilalil)-furano-
(4°°,57:3’4’)-dibenzoilmetano LF8 com CL5(p=9,95 e pongamol LF2 exibindo CL5y=13,22
pg.mL'l. Estes dados mostram que todos os flavondides testados foram ativos contra o

teste de toxicidade contra a Artemia salina.

4.9.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pela determinacdo da captacdo do radical
DPPH (ICsp) pelas substancias puras LF1, LF2, LF3, LF6, LF7 e LF8 e pelos padrdes de
acido ascorbico e dcido cafeico. A porcentagem de inibicdo do radical DPPH para as
amostras e padrdes (0,5 a 100 pg.mL") esté representada na Figura 21.

O padrio de 4cido ascérbico apresentou ICsy = 0,531 pug.mL™’ demonstrando que
possui atividade antioxidante mais significante que o padrao de 4cido cafeico ICsp = 0,827
ug.mL'1 (Tabela 5). Ao analisar a figura 21, verificou-se que dentre os flavonodides
testados, apenas Pongamol LF2 apresentou moderada atividade antioxidante ICsy = 30,22
ug.mL'1 quando comparado com as concentracdes dos padroes DPPH. Para as outras

substincias, ndo observou atividade antioxidante significativa uma vez que possuem
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atividade abaixo dos niveis de deteccdo quando comparados aos padrdes 4cido cafeico e

ascorbico (Tabela 5) (Figura 22).

Tabela 5 — Atividade antioxidante dos padrdes e das substancias puras

Amostras/Padroes ICs (ug.mL'l)

Acido ascérbico 0,531

Acido cafeico 0,827
Lanceolatina B (LF 1) 2323
Pongamol (LF 2) 30,22
E-7-O-metoxipongamol (LF 3) 310,55
LF 6) 233,20

LF7 154,13

LF 8° 135,98

#2’-methoxy-(2°’,3”,4’,3’)-furandibenzoylmethane
*2’-hydroxy-5’~(3"""",3""’- dimethylallyl)-8-(c,o- dimethylallyl)-furan-(4>*,5°*:3°4’)- dibenzoylmethane
@2.0-(37,37- dimethylallyl)-8-(o,0- dimethylallyl)-furan-(4’",5°":3°4’)- dibenzoylmethane

Inibicao do radical DPPH

120,0
. 100,0 —e— Ac. ascorbico
) —m—Ac. cafeico
T 8001 4 LFT
& 60,0 ——LF2
3 40,0 ) LF3
il 20,0 —e—LF6
2 — —+—LF7
= 0,0 &=——= ‘ ‘

-—m—LF8
20,0 5/ 50 100 150
Concentracao (ug/mL)

Figura 21 - Porcentagem de inibi¢do do DPPH pelas amostras e padroes
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Estes resultados estdo de acordo com a literatura, pois quanto maior o ndimero de
hidroxilas livres na estrutura do flavondide maior a atividade como agente doador de
hidrogénio e elétron e conseqiientemente maior a sua capacidade como agente
antioxidante. Sendo que flavon6ides monoiidroxilados apresentam atividade antioxidante

muito baixa (Cooper-Driver, 1998; Barreiros et. al., 2006).

LF6 LF7 LF8

Figura 22 — Substancias submetidas ao teste de atividade antioxidante

A maior atividade apresentada por pongamol LF2 (Figura 22) em relacdo as outras
substancias testadas, pode ser justificada pelo equilibrio ceto-endlico aliado a ocorréncia de
ligacdo de hidrogénio intramolecular, tornando o hidrogénio da hidroxila em C-7 ou C-9
mais labil que o habitual de ligagdes de hidrogénio. Com a saida deste hidrogénio como
radical, ocorre a estabiliza¢do do radical flavanoil formado através da ressonincia com a
carbonila e com as liga¢des duplas conjugadas da estrutura (Barreiros et. al., 2006; Hansen
et. al., 2000).

A atividade antioxidante dos flavonoides também esté relacionada a estabilidade do

seu radical formado, pois quando o flavondide doa um hidrogénio radicalar, sua estrutura
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fica como radical, o qual ndo deve ser reativo para nao propagar a reacdo em cadeia. No
caso dos flavonodides estes radicais s@o estabilizados pela presenca dos grupos 4-carbonila
e grupos hidroxilicos nas posi¢des 5 ou 3. A insaturacdo do anel C ou localizada entre os
trés atomos de carbono que interligam os anéis A e B também influencia na estabilidade

deste radical (Cooper-Driver et. al,1998; Barreiros et. al., 2006).

4.9.3 Atividade antimicrobiana (antifiingica e antibacteriana)

Os extratos de EP, CH,Cl, e MeOH do cerne e das cascas das raizes de L. filipes
foram testados contra 10 bactérias e um fungo (Tabela 3), sendo que apenas o extrato de
EP das cascas apresentou moderada atividade antimicrobiana na concentragao de 0,5
mg.mL™’ somente contra a bactéria Rodococus equi. Os extratos foram testados nas
concentracdes de 1,0 a 0,015 mg.mL’l, sendo que neste teste sdo consideradas ativas as

amostras com CIM < 1,0 mg.mL'1 (Ellof, 1998).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As espécies de Lonchocarpus que ja foram quimicamente estudadas possuem um
predominio de flavondides. Os dibenzoilmentanos constituem uma classe de flavondides
raramente encontrados na natureza (Magalhaes et. al., 1997, Nogueira, et. al., 2003).

O estudo fitoquimico do extrato de diclorometano das cascas das raizes de L. filipes
resultou no isolamento de oito flavondides. Com excecdo da flavona, todas as demais
substancias pertencem a classe dos dibenzoilmetanos dos quais LFS, LF7 e LF8 sao
inéditos na literatura e a substancia LF4 ¢ descrita agora como produto natural.

A presenca de derivados de dibenzoilmetanos em L. filipes € de importante
relevancia quimiotaxondmica para a sistemdtica do gé€nero Lonchocarpus, pois estes
metabolitos secunddrios apresentam ocorréncias isoladas somente em géneros da familia
Leguminosae que possuem afinidades com Lonchocarpus como Tephrosia, Milletia e
Pongamia. Estes resultados confirmam a proximidade cladistica destes quatro géneros.

O isolamento de Lanceolatina B (LF1), Pongamol (LF2), (E)-7-O-metoxipongamol
(LF3) e 2’-metoxi-[2"’,3"",4’,3’]-furanodibenzoilmetano (LF6) confirma as afinidades
existentes entre as espécies L. filipes e L. montanus. A primeira estd alocada na secdo
Laxiflori enquanto L. montanus pertence a se¢ao Unguiflori as quais de acordo com Tozzi
(1989) possuem caracteristicas morfoldgicas bastante semelhantes. Estes resultados
mostram que além da proximidade vegetativa destas duas secdes hd também uma
proximidade na composi¢dao quimica das espécies que as compde. L. campestris, Firmino
(1998) esta classificada na mesma se¢do que L. filipes e, no entanto ndo hda nenhuma
proximidade quimica dos componentes isolados de tais espécies. Estes dados sdo de grande

importancia quimiotaxondmica para uma posterior reclassificacdo das espécies.
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Tabela 6 - Dados de RMN *C (CDCls;, 50 MHz) e RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) da

substancia LF1
C/H 5 *H
1 - -
2 162,6 -
3 107,9 6,87 (1H, s)
4 178,2 -
5 121,7 8,15 (1H, d, 8,8 Hz)
6 110,1 7,54 m
7 158,3 -
8 117,1 -
9 150,7 -
10 119,2 -
I 131,6 -
2’e6 126,1 7,96 (2H, m)
3es 129,0 7,54 m
4 131,5 7,54 m
2 145,8 7,77 (1H, d, 2,0 Hz)
37 104,1 7,20 (1H, dd, 2,0 ¢ 0,8 Hz)
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Tabela 7 - Dados de RMN "°C (CDCl;, 50 MHz) e RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) da

substincia LF2
C/H 5 *H
1 135,6 -
2e6 127,0 7,99 (2H, dd, 7,6 e 1,4 Hz)
3e5 128,6 7,50 m
4 132,1 7,50 m
7 184,2 -
8 97,8 7,16 (1H, s)
9 186,0 -
I 122,1 -
2’ 153,7 -
3 119,5 -
4 158,6 -
5 107,0 7,30 (1H, d, 8,6 Hz)
6’ 126,0 7,87(1H, d, 8,6 Hz)
2 144,8 7,62 (1H, d, 2,0 Hz)
37 105,2 6,99 (1H, d, 2,0 Hz)
OCHj; 61,1 4,13 (3H, s)
OH - 16,92 (1H, s)
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Tabela 8 - Dados de RMN "°C (CDCls, 100 MHz) e RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da

substancia LF 3
C/H 3 *H
1 135,6 -
2e6 128,8 7,44 (2H, m)
3e5 127,5 7,30 (2H, m)
4 129,5 7,30 (1H, m)
7 170,5 -
8 103,1 6,30 (1H, s)
9 190,9 -
I 127,5 -
2’ 152,7 -
3 119,0 -
4 158,1 -
5 106,4 7,15 (1H, dd, 8,4 ¢ 0,8 Hz)
6’ 126,7 7,50 (1H, d, 8,4 Hz)
2 144.,5 7,57 (1H, d, 2,1 Hz)
37 105,0 6,91 (1H, d, 2,1 ¢ 0,8 Hz)
Ar-OCHj3 61,3 4,09 (3H, s)
R-OCHj; 56,3 3,88 (3H, s)
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Tabela 9 - Dados dos mapas de contorno HSQC (H-C, 1y ) e HMBC (C-H, "J) (H 400 MHz,

C 100 MHz, CDCls,) da substancia LF3

Su (H-C, J" (H-C, J")
3,88 56,3 103,1(C-8) e 170,5 (C-7")
4,09 61,3 152,7 (C-2")
6,30 103,1 127,5 (C-1°), 135,6 (C-1), 170,5 (C-7) e 190,9 (C-9)
6,91 105,0 119,0 (C-3’), 144,5 (C-2"") e 158,1 ( C-4)
7,15 106,4 119,0 (C-3), 144,5 (C-2""), 152,7f (C-2") e 158,1 (C-4")
7,30 127,5 128,8 (C-2 ¢ C-6) e 135,3 (C-1)
7,44 128,8 129,5 (C-5 e C-3), 135,3 (C-1) e 170,5 (C-7)
7,50 126,7 152,7 (C-2),158,1 (C-4’) e 190,9 (C-9)
7,57 144,5 119,0 (C-3’) e 158,1 (C-4").




Tabela 10 - Dados de RMN *C (CDCl3, 100 MHz) e RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) da

substincia LF4
C/H 3 *H
1 139,7 -
2e6 127,9 7,88 (2H, m)
3e5 128,1 7,35-7,39 (2H, m)
4 131,8 7,45 (1,m)
7 189,9 -
8 99,7 6,40 (1H, s)
9 169,3 -
I 121,1 -
2’ 150,9 -
3 1184 -
4 1574 -
5 106,1 7,15(1H, d, 8,4 Hz)
6’ 126,0 7,20 (1H, dd , 8,4 ¢ 0,8 Hz)
2 144,1 7,55 (1H, d, 2,0 Hz)
37 105,1 6,90 (1H, dd, 2,0 e 0,8 Hz)
Ar-OCHj3 60,3 3,98 (3H, s)
R-OCHj; 56,3 3,93 (3H, s)
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Tabela 11 - Dados dos mapas de contorno HSQC (H-C, 1J) e HMBC (C-H, "J) (H 400

MHz, C 100 MHz, CDCls,) da substancia LF4

Su (H-C,'J) (H-C,"J)

3,93 56,3 169,3 (C-9)

3,98 60,3 150,9 (C-29)

6,40 99,7 121,1 (C-17), 169,3 (C-9) e 189,9 (C-7)

6,90 105,1 118,4 (C-3), 144,1 (C-2’)e 157,4 (C-4*)

7,15 126,0 150,9 (C-2"), 157,4 (C-4’) e 169,3 (C-9)

7,20 106,1 118,4 (C-3), 121,1 (C-1"), 157,4 (C-4’) e 150,9 (C-27)
7,35-7,39 128,1 20) 127,9 (C-2 e C-6) e 139,7 (C-1)

7,45 131,8 127,9 (C-2 e C-6)

7,55 1441 118,4 (C-3’)e 1574 (C-4)

7,88 127,9 20) 128,1 (C-3 e C-5), 131,8 (C-4) e 189,9 (C-7)




Tabela 12 - Dados de RMN'*C (CDCl;, 100 MHz) e de RMN'H (CDCls, 400 MHz) da

substancia LF5
C/H 5 °*H
1 129,0 -
2 107,6 6,92 (1H, d, 1,6 Hz)
3 146,9 -
4 148,9 -
5 109,6 6,72 (1H, d, 8,0 Hz)
6 123,7 7,00 (1H, dd, 8,0 e 1,6 Hz)
7 170,2 -
8 101,9 6,24 (1H, s)
9 190,0 -
I 127,2 -
2 155,4 -
3 114,5 -
4 156,7 -
5 112,4 6,54 (1H, dd, 8,4 ¢ 0,8 Hz)
6’ 131,1 7,40 (1H, d, 8,4 Hz)
2”7 77,6 -
37 130,3 5,66 (1H, d, 10,0 Hz)
4 116,6 6,57 (1H, dd, 10,0 e 0,56 Hz)
2’ 101,2 5,94 (2H, s)
2’- CHj3 27,9 1,42 (6H, s)
R-OCH3; 56,4 3,85 (3H, s)
Ar-OCH3 63,3 3,80 (3H, s)
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Tabela 13 - Dados dos mapas de contorno HSQC (H-C, 1J) e HMBC (C-H, "J) (H 400

MHz, C 100 MHz, CDCls,) da substancia LF5

Su (H-C,'J) (H-C,"J)

1,42 27,9 77,6 (C-2") e 130,3 (C-3"")

3,80 63,3 155,4 (C-2)

3,85 56,4 170,2 (C-7) e 101,9 (C-8)

5,66 130,3 27,9 (27’- CH3), 77,6 (C-2") e 114,5 (C-3")
5,94 101,2 146,9 (C-3) e 148,9 (C-4)

6,24 101,9 129,0 (C-1) e 170,2 (C-7)

6,54 112,4 114,5 (C-37), 127,2 (C-1") e 156,7 (C-4’)
6,57 - 77,6 (C-2°), 114,5 (C-3°), 156,7 (C-4’) e 155,4 (C-2")
6,72 - 129,0 (C-1) e 148,9 (C-4)

6,92 - 123,7 (C-6), 146,9 (C-3) e 170,2 (C-7)
7,00 - 109,6 (C-5)

7,40 131,1 155,4 (C-2), 156,7 (C-4’) e 190,0 (C-9)
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Tabela 14 - Dados de RMN'*C (CDCl;, 100 MHz) e de RMN'H (CDCls, 400 MHz) da

substincia LF6
C/H 3 *H
1 138,7 -
2e6 128,8 8,02 (2H, m)
3e5 128,4 7,44 m
4 132,6 7,53 (1H, tt, 7,2 e 1,2 Hz)
7 1954 -
8 66,8 5,74 (1H, s)
9 197,6 -
I 127,2 -
2’ 152,3 -
3 1174 -
4 158,7 -
5 106,6 7,18 (1H, dd, 8,8 ¢ 0,8 Hz)
6’ 126,7 7,44 m
2 144,7 7,58 (1H, d, 2,4 Hz)
37 105,5 6,93 (1H, dd, 2,4 ¢ 0,8)
1 41,6 -
2’ 146,1 6,08 (1H, dd, 17,1 e 10,4 Hz)
3a’” 111,5 4,93 (1H, dd, 17,1 ¢ 0,8 Hz)
3b’”’ 111,5 4,86 (1H, dd, 10,4 ¢ 0,8 Hz)
1>’ — CHjs 26,4 1,21 (3H, s)
1>’ — CHjs 25,8 1,23 (3H, s)
2’ - OCHj3 60,1 3,84 (3H, s)
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Tabela 15 - Dados dos mapas de contorno HSQC (H-C, 1J) e HMBC (C-H, "J) (H 400
MHz, C 100 MHz, CDCl3,) da substancia LF 6

S H-C,')) (H-C,"J)

1,21 26,4 25,8 (1’°’-CH3), 41,6 (C-1"""), 66,8 (C-8) e 146,1 (C-2°"")

1,23 25,8 26,4 (1’°°-CH3), 41,5 (C-1"""), 66,8 (C-8) e 146,1 (C-2°"")

3,84 60,1 152,3 (C-2*), 105,5 (C-3’)e 117,4 (C-3™")

4,88 111,5 41,6 (C-1"") e 146,1 (C-2°")

4,93 111,5 41,6 (C-1""") e 146,1 (C-2""")

5,74 66,8 25,8 (1’°-CH3), 41,6 (C-1"""), 146,1 (C-2"""), 195,4 (C-T) e
197,6 (C-9)

6,08 146,1 26,4 (1’°’-CH3), 41,5 (C-1"""), 66,8 (C-8) e 111,5 (C-2°"")

6,93 105,5 117,4 (C-3), 144,7 (C-2"") e 158,7 (C-4")

7,18 106,6 117,4 (C-37), 126,7 (C-6"), 158,7 (C-4’) e 127,2 (C1’)

7,44 126,7 128,8*%(C-2), 138,7 (C-1), 132,6 (C-4)

7,44 128,4* (2C) | 106,6 (C-5"), 117,4 (C-3°), 152,3 (C-2"), 158,7 (C-4’) e 197,6

(C-9)

7,53 132,6 128,8* (C-2 e 6), 128,4* (C-3¢e5)

7,58 144,7 105,5 (C-3"), 117,4 (C-3’) e 158,7 (C-4’)

8,02 128,8* 128,4* (C-3e5), 132,6 (C-4) e 195,4 (C-7)

* Valores intercambiaveis
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Tabela 16 - Dados de RMN "*C (CDCl3, 100 MHz) e RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da

substancia LF7
CH 5 °H
1 1379 -
2e6 128,7 7,95 (2H, m)
3e5 128,4 7,42 (2H, m)
4 133,2 7,53 (1H, dt, 7,2 ¢ 2,0 Hz)
7 194,0 -
8 62,1 5,54 (1H, s)
9 199,8 -
I 114,6 -
2e & 158,5 -
3es 117,5 -
6’ 125,6 7,56 (1H, sl)
2” 1444 7,58 (1H,d, 2,0 Hz)
37 105,3 6,97 (1H, d, 2,0 Hz)
1 41,5 -
2’ 145,8 6,20 (1H, dd, 17,6 e 10,8 Hz)
3a’”’ 112,0 5,03 (1H, dd, 17,6 ¢ 0,8 Hz)
3b’” 112,0 4,98 (1H, dd, 10,8 ¢ 0,8 Hz)
1 27,3 3,50 (2H, d, 7,6 Hz)
27 120,9 5,33 (1H, tq, 7,2 e 1,3 Hz)
37 134,1 -
4>’ - CHs 17,8 1,73 (3H, sl)
5’ - CHj; 25,7 1,79 (3H, sl)
1"’- CH; 26,0* 1,31* (3H, sl)
1"’- CH; 26,3* 1,33* (3H, sl)
OH - 13,16 (1H, s)

*Valores intercambiaveis.
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Tabela 17 - Dados dos mapas de contorno HSQC (H-C, 1J) e HMBC (C-H, "J) (H 400
MHz, C 100 MHz, CDCl3,) da substancia LF7

8n H-C, ') (H-C,"J)

1,31 26,0%* *26,3 (1’”’-CHj3), 41,5 (C-1""7), 62,10 (C-8), 112,0 (C-3"") fe
145,8 (C-2°"")

1,33 26,3%* *26,0 (1’"’-CH3), 41,5 (C-1""), 62,1 (C-8), 112,0 (C-3’’) fe
145,8 (C-2°")

1,73 - 25,7 (C-5""""), 120,9 (C-2""") e 134,1 (C-3"")

1,79 25,7 17,8 (C-4°>"), 120,9 (C-2") e 134,1 (C-3"")

3,50 27,3 117,5 (C-57), 120,9 (C-2""""), 125,6 (C-6), 134,1 (C-3"") e
158,7 (C-4°)

4,98 112,0 41,5 (C-1""")e 145,8 (C-2°"")

5,03 112,0 41,5 (C-1"7), 62,10 (C-8) e 145,8 (C-2"")

5,33 120,9 17,8 (C-4°"),25,6 (C-57")e 27,3 (C-1"")

5,54 62,1 26,3 (1’"’-CH3), 41,5 (C-1"""), 114,6 (C-1°) , 145,8 (C-2""),

194,0 (C-7) e 199,8 (C-9)

6,20 145,8 26,3 (1’’-CH3), 41,5 (C-1""") ¢ 62,10 (C-8)

6,97 105,3 117,5 (C-3’), 144,4 (C-2’) e 158,5 (C-2°)

7,42 128,7 128,7 (C-2-e C-6), 137,9 (C-1)

7,53 133,2 128,4 (C-3 e C-5)

7,56 125,2 27,3 (C-1""),114,6 (C-1°), 117,5 (C-5"), 158,5 (C-4’ e C-2")
e 199,8 (C-9)

7,58 144.,4 158,5 (C-4’)e 117,5 (C-3"),

7,95 128,4 128,4 (C-3 e C-5), 133,2 (C-4) e 194,0 (C-7)

13,16 - 114,6 (C-1°), 117,5 (C-3’), 158,5 (C- 2°) ¢ 199,8 (C-9)

* Valores intercambiaveis
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Tabela 18 - Dados de RMN'*C (CDCl3, 100 MHz) e RMN'H (CDCls, 400 MHz) da

substancia LF8
CH 5 °H
1 138,7 -
2e6 128,8 8,01 (2H, m)
3e5 128,2 7,40 (2H, m)
4 132,5 7,50 (1H, tt, 7,3 e 1,2 Hz)
7 195,8 -
8 66,5 5,87 (1H, s)
9 197,9 -
I 128,3 -
2 151,3 -
3 118,7 -
4 158,4 -
5 106,8 7,18 (1H, dd, 8,6 ¢ 0,96 Hz)
6’ 126,7 7,40 (1H, m)
2 144,7 7,58 (1H, d, 2,2 Hz)
37 105,5 6,91 (1H, dd, 2,2 ¢ 0,9 Hz)
1 41,5 -
2 145,8 6,09 (1H, dd, 17,4 ¢ 10,7 Hz)
3a’”’ 111,4 491 (1H, dd, 17,4 e 1,1 Hz)
3b’” 111,4 4,83 (1H, dd, 10,7 e 1,1 Hz)
la”’ 70,4 4,74 (1H, m)
1b”” 70,4 4,65 (1H, m)
2 199,1 5,31(1H, tq, 7,0 e 1,3 Hz)
37 139,3 -
4>’ - CHs 17,8 1,49 (3H, s)
5"’ - CHj 25,6 1,64 (3H, s)
1”’- CH; 26,1 1,19 (3H, s)
1"’- CH; 26,1 1,19 (3H, s)
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Tabela 19 - Dados dos mapas de contorno HSQC (H-C, J 1) e HMBC (C-H, ") (H 400
MHz, C 100 MHz, CDCl3,) da substancia LF8

8n H-C,')) (H-C,"J)
1,19 26,1 26,1 2CH;-1""), 41,4 (C-1"""), 66,5 (C-8), 111,4 (C-
37)e 146,0 (C-2°")

1,49 17,9 25,6 (5°°°’-CH3), 119,1 (C-2"""") e 139,3 (C-37""")

1,64 25,6 17,9 (4°>>°-CHs3), 119,1 (C-2>"’) e 139,3 (C-3>")

4,70 70,4 119,1 (C-2""), 139,3 (C-3""") e 151,3 (C-2°)

4,83 11,4 41,4 (C-1°""), 66,5 (C-8)* e 146,0 (C-2""")

4,91 111,4 41,4 (C-1"") e 146,0 (C-2""")

5,31 119,1 17,9 (4°°’-CH3) ¢ 25,6 (5°°°’-CH3)

5,87 66,5 41,4 (C-1""), 146,0 (C-2"), 195,8 (C-7), 197,2 (C-9) e

26,1 (2CHs5-1")

6,09 146,0 26,1 2CH;5-1""), 41,4 (C-1""") e 66,5 (C-8)

6,91 105,5 118,7 (C-3%), 144,77 (C-2”’) e 158,4 (C-4*)

7,18 106,8 118,7 (C-3), 126,7 (C-6’), 128,3 (C-1°), 151,3 (C-2") e

158.,4 (C-4°).

7,40 | 128,2 (2C)e 126,7 128,2 (C-2 e C-6), 138,7 (C-1), 106,8 (C-3°), 118,7 (C-
3”),151,3 (C-2°), 158,4 (C-4’) e 197,9 (C-9)

7,50 132,5 128,8 (C-2 e C-6), 138,7 (C-1) e 128,2 (C-3 e C-5)

7,58 144,7 118,7 (C-3%), 158,4 (C4’), 105,5 (C-3*")

8,01 128,8 (20) 128,8 (C-2 ¢ C-6), 132,5 (C-4) e 195,8 (C-7)
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