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RESUMO

A utilizacdo de plantas como medicamentos, impulsionada por seu baixo custo, por sua menor
toxicidade e por seus menores efeitos colaterais, quando comparada aos farmacos sintéticos,
tem crescido junto a todas as classes sociais e € referendada cada vez mais pela comunidade
médica, em todo mundo. Extratos de plantas e seus componentes quimicos t€m apresentado
atividades bioldgicas relevantes, tornando o estudo fitoquimico de vital importancia na busca
de novas fontes de substancias potencialmente ativas. Tephrosia egregia pertence a familia
Fabaceae, que possui cerca de 300 espécies incluidas em seu género. No Brasil ocorre,
principalmente, na regido Nordeste sendo popularmente conhecida como anil-bravo. Plantas
do género Tephrosia apresentam em sua maioria compostos flavonoidicos como chalconas,
flavonas, flavondis, isoflavonas, rotendides, biflavonas, pterocarpanos e também esteroides;
muitos deles apresentam atividades bioldgicas relevantes, dentre as quais destacamos
atividade antitumoral, antiviral, inseticida, etc. A reinvestigacdo fitoquimica de Tephrosia
egregia, que trata o presente trabalho, compreende o isolamento e determinacdo de
metabolitos secunddrios, e a avaliagdo da atividade gastoprotetora e citotoxica dos extratos e

compostos isolados dessa espécie vegetal.

Palavras-chaves: Fabaceae, Tephrosia egregia, gastroprotetor, atividade citotoxica.



ABSTRACT

Actually, there is an increasing demand for plant-based drugs, especially by minor side effects
that they have compared to synthetic drugs. The use of medicinal plants has been well
accepted by the population, also because of its low cost, and is growing in the medical
community. Plant extracts have shown relevant biological activities. So, the phytochemical
study becomes vitally important in the search for potentially active molecules, as well as, the
characterization and identification of new molecules. Tephrosia egregia belongs to the
Fabaceae family, that has about 300 species included in its genus. In Brazil, it occurs mainly
in the Northeast region, where it “anil bravo”. Tephrosia genus is a source of chalcones,
flavones, flavonols, isoflavones, rotenoids, biflavones, pterocarpans and steroids. Many of
these metabolites are biologically active, showing antitumor activity, antiviral, insecticidal,
etc. Phytochemical investigation of Tephrosia egregia led the isolation and indentification of
secondary metabolites, and evaluation of gastroprotective and cytotoxic activities of extracts

and i1solated compounds of this plant.

Keywords: Fabaceae, Tephrosia egregia, gastroprotective, cytotoxic activity
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Introdugao

1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, as plantas sdo utilizadas para o tratamento de diversas doencgas, e
ao longo dos anos pesquisas em espécies vegetais ganham cada vez mais destaque, na busca
de novas fontes medicamentosas; por isso a elucida¢do dos seus constituintes, suas atividades
bioldgicas e seus mecanismos de acdo vém sendo um constante desafio para os pesquisadores

em todo mundo.

De acordo com a Organizacio Mundial da Satide (OMS, 2013) cerca de 80% da
populacdo mundial utiliza plantas para o combate de diversas doengas incentivado
principalmente pelo baixo custo e pela menor toxicidade, que geralmente apresentam os
farmacos sintéticos. A pratica do consumo de fitoterdpicos, validada por informacdes
terapéuticas através do tempo, vem despertando o interesse das pesquisas fitoquimica,

botanica e farmacoldgica.

Os vegetais sdo fontes inesgotdveis de substincias que podem agir sozinhas ou
sinergicamente em seus extratos, onde a presenca de compostos pertencentes a classes
diferentes ou com estruturas distintas contribuem para a mesma atividade (TOUQEER;

SAEED; AJAIB, 2013; MACIEL; PINTO;VEIGA et al., 2002).

O género Tephrosia (Fabaceae) possui cerca 400 espécies que ocorrem em regioes
tropicais, subtropicais e dridas, e € rico em compostos com grande diversidade estrutural,
onde se destaca a ocorréncia majoritaria de substancias flavonoidicas, que possuem diversas
atividades bioldgicas, como antioxidante, inseticida, antimicrobiana, dentre outras (NGADJUI

et al., 2008; VASCONCELOS, et al., 2012).

Na medicina popular, as espécies do géneto Tephrosia sdo tradicionalmente utilizadas
no tratamento de doencas, como asma, reumatismo, diarreias, inflamacOes, doencas
respiratdrias, renais, do figado e etc. Estudos farmacolégicos e fitoquimicos relatam para estas
plantas atividades citotoxicas e hipoglicemiante e a presenca de compostos fendlicos
especiais, os isoflavonoides rotenoides. Estas substancias além de propriedades medicinais
tais como antioxidante e antitumoral, possuem atividade inseticida e imobilizante de peixes

(ictiotoxica) (ANDREI, et al., 1997; KHALAFALAH et al., 2010).
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Introdugdo

Tephrosia egregia Sandwith, popularmente conhecida como “anil bravo”, apresenta-se

como arbusto e ocorre geralmente em regides arenosas, proximas ao mar.

Pesquisas anteriores realizados por nosso grupo demonstraram Tephrosia egregia
Sandwith como uma fonte de compostos estruturalmente diversificados como terpenos,

fenilpropanoides, chalconas, flavonas, rotenoides, pterocarpanos e esteroides (LIMA, 2010).

Tendo em vista o alto potencial bioldgico dos compostos existentes na planta e a
importancia, principalmente dos compostos fendlicos predominantes na espécie € no género,
na dieta e na saide humana, houve a necessidade de realizar um re-estudo fitoquimico dos

extratos 7. egregia.

Essa reinvestigacdo teve como objetivo a separagdo de novos metabodlitos e estudar
diferentes partes e extratos da planta, e envolveu também técnicas mais avangadas como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) na separacdo dos metabdlitos secunddrios de

alguns extratos. A avaliacdo da atividades bioldgicas de 7. egregia também ¢é relatada.

As estruturas dos compostos obtidos foram determinadas através da interpretacdo de
seus dados espectrais de RMN 'He 13C, incluindo experimentos bidimensionais como COSY,
HSQC e HMBC. A confirmacdo final de suas estruturas foi realizada por comparagdo com

dados espectroscdpicos e fisicos disponiveis na literatura.
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Consideragoes Botdnicas

2. CONSIDERACOES BOTANICAS

A familia Fabaceae também conhecida como Leguminosae apresenta mais de 600
geéneros, sendo que cerca de 490 espécies apresentam fins terapéuticos, colocando-a como a
segunda familia que mais possui plantas medicinais. Suas espécies possuem importantes
propriedades bioldgicas e sdo amplamente utilizadas como componentes farmacéuticos e na

medicina popular para o tratamento de varias doencas (GAO, et al., 2010).

As plantas dessa familia existem em diferentes latitudes e altitudes e podem ser
arvores grandes, arbustos ou subarbustos, ervas anuais ou perenes, também podem ser
trepadeiras. Podem ser divididas em trés subfamilias, s3o elas: Mimosoideae,

Caesalpinioideae e Papilionoideae (JOLY, 1985).

As Fabaceas ndo possuem apenas importancia medicinal, visto que a maioria dos
legumes pertence a sub-familia Papilionoideae, dentre os quais podemos destacar: Psium
(ervilha), Cajamus (ervilha-de-arvore), Glycine (soja) e Vicia (grao-de-bico) (WATSON,
2004).

Outras espécies sao utilizadas para recuperacdo de solos, como plantas do género,
Glicine e Dolichos por sua capacidade de fixar nitrogénio na presenca de bactérias nitricantes
em simbiose. O género Tephrosia também € utilizado para a reducdo da salinidade e do pH
dos solos. Algumas sdo toxicas para mamiferos, aves e peixes, como por exemplo, algumas
Crotalaria que contém alcaloides toxicos e as Tephrosias que possuem rotenoides (GAO, et

al.,2010; DALWADI; PATEL; PATANI, 2014; WATSON, 2004).

O género Tephrosia engloba cerca de 400 espécies e ocorre principalmente no
continente africano, mas hé relatos na América do Sul, Latina e Oceania. Apresentam-se
como arbustos ou subarbustos, com folhas imparipinadas ou seudorecemas terminais ou
auxiliar e sdo lateralmente comprimidas, suas vargens sdo longas contento muitas sementes.
Sua ocorréncia se dd em regides tropicais ou subtropicais (QUEIROZ; TOZZI; LEWIS, 2013;
TARUS, et al., 2002).

O género Tephrosia € rico em compostos bioativos principalmente flavonoides dentre
os quais destacam-se os rotenoides. Tephrosia egregia Sandwith (Figura 1) € conhecida

popularmente no Nordeste do Brasil como “anil bravo”, esta planta é um arbusto com folhas
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imparipinadas e foliolos de dez a vinte jugos. Apresenta flores lilds e dispostas em racemos

auxiliares ou terminais (BOLLAND, 1947).

Estudos anteriores relataram em 7. egregia a presenca de rotenoides, esteroides,
peterocarpanos, chalconas, flavonas dentre outros. Seus extratos apresentaram atividades
antioxidante, antimicrobiana, nematicida, alelopdtica e larvicida frente ao Aedes aegypti,

atividades estas que podem estar associadas a ampla diversidade estrutural existente nos

extratos dessa planta (AL-HAZIMI, et al., 2006; LIMA, 2010).

Figura 1 - Tephrosia egregia Sandwith
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

A pesquisa bibliogréfica acerca dos metabdlitos secunddrios do género Tephrosia
foi realizada no Chemical Abstract (SciFinder Scholar) e nos periddicos disponiveis no portal

da CAPES (http://periodicos.capes.gov.br), abrangendo o periodo de 2009 até o presente ano.

A partir dos dados obtidos pode-se observar que das aproximadamente 400
espécies existentes no género apenas 46 foram estudadas o que torna evidente a necessidade
de mais estudos sobre as Tephrosias, tendo em vista a presenca de compostos
farmacologicamente ativos nessas plantas.

A pesquisa revelou o isolamento e a caracterizacdo de 81 metabdlitos secunddrios,
no qual predomina a presenca de compostos flavonoidicos (85%), e apenas 15% foram
relacionados a outras classes de substincias, como lignanas, sesquiterpenos e esteroides.
Dentre os flavonoides isolados pode-se observar através da Figura 2 que o maior percentual
estd reservado as flavononas (18%), seguido pelas flavonas (16%), rotenoides (15%),

chalconas (10%), isoflavonas (5%), flavanois (6%), e pterocarpanos (4%).

Figura 2 - Gréfico referente aos compostos isolados de Tephrosia de 2009 a 2016
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Os flavonoides sdo de um extenso grupo de metabdlitos secunddrios, cuja
biossintese ocorre através de reacdes enzimdticas complexas a partir do dcido chiquimico e da
acetil coenzima A (Acetil-CoA). A adi¢ao posterior da coenzima A e de malonil-CoA ao
acido cinamico e seus derivados (4cidos cafeicos, fertlico, etc) formam a chalcona, que por
acdo de enzimas especificas levam a formacao de outros compostos flavonoidicos. A Figura 3

resume esses processos biossintéticos (KARAM, T. K. et al., 2013).

Figura 2 - Rota biossintética dos flavonoides
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Os flavonoides constituem o principal grupo de metabdlitos existentes nessa
planta. Mais de 5000 flavonoides foram isolados e caracterizados e, devido a sua ampla
diversidade estrutural levou a subdivisdo dessa classe de compostos que se distingue
principalmente pela posicdo do anel B em seu esqueleto bdsico. A Figura 4 mostra os
esqueletos bdsicos de diferentes subclasses de flavonoides (MARTH\IEZ—FLOREZ, et al.,
2002).

Figura 3 — Esqueleto bésico das subclasses dos flavonoides

Pterocarpano Isoflavona Isoflavanona

Rotenoide 2

As substancias isoladas do género Tephrosia estdo listadas na Tabela 1 e suas

respectivas estruturas podem ser conferidas na Tabela 2.
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Tabela 1 - Substincias isoladas do género Tephrosia no periodo de 2009 a 2016

SUBSTANCIAS REFERENCIAS
1, 36, 40, 43, 44, 45,79 PETHAKAMSETTY; SERU; KANDULA, 2010.
2,12,57 VASCONCELOS et al., 2009
3,4,51,75 MADHSUDHAMA et al., 2010
5,37, 56,73 GANAPATY et al., 2009
6 NAMRATHA, 2015
7,8, 9, 49, 60 REDDEPPA, ALURU, RACALAKUNTA, 2014
10, 15, 29, 31 SINGH et al., 2014
11, 50, 52, 55, 58, 59 YOUZHI et al., 2011
13, 14, 42 REDDY et al., 2009

16, 17, 35, 38, 39
18, 32, 33, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,69
19, 20, 21
22, 25,26
23,24
27,30
28, 54
34,70,71, 72, 80
41,75
46, 47, 48, 53
74,76,77,78
81

YAN et al., 2014
MALDINI et al., 2011
AMMAR, NENAAH, ABULHAMED, 2013
GEDARA; ADBEL; AHMED, 2009
JUMA et al., 2011
ABHMANYU et al., 2014
ARRIAGA et al., 2009
XAO-LI et al., 2014
KHALAFALAH et al., 2010
VASCONCELOS et al., 2012
WEI et al., 2009
AGNIHOTRY et al., 2011
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Tabela 2 - Metabdlitos secundarios de Tephrosia
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o T o O
O HO
o OH OH O

(14) (15)
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(17) R;=0CH; R,=O0CH,

(18) R;=0CH; R,=H

(16) (17-18)

(20) R,=C=0

1) R;=H
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o
@) Ri- g N R-H

(25) R,=OH R,=OH
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HO o
HO l ! OH O
OH OH O

29) 30)
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(32) R,=OH R,=0OH R3;=H R =OH
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(33)

CHALCONA
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(0]
(0]
° h J%@
///JL\T)
OCH;,
(41)

ISOFLAVONA

42) 43)

(44) R,=0OH

45) R;= ﬁ‘io></

(44 - 45)

ROTENOIDES

(47) R,-H R,=OH

(48) R;-OH R,=H

(46 - 48)
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34

(46) R,-H R,=H
(47) R;-H R,=0H

(48) R,-OH R,=H

(49)

(51-53)

(30)

(51) R;-OH R,=0OH R;-H
(52) Ry-H R,=H R;=0OH

(53) R;-H R,=H R;-H
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(54) (55)

(56) (57)

PTEROCARPANO

VOYE/OW/QOSH‘V <O

(38) 59)
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FLAVONOIDES GLICOSILADOS

(60) RIZSJ&V’\/OH R,=H R;=H
(61) R;=CH; R,=0OH Ry=H

(62) Rl = stj\/OH R2 =H R3 =OH

HO OH

(60 - 62)

OH
HO

HO

HO OH

(63 - 65)

(63) R] = CH3 R2 =H R3 = OCH3

64) R;= ygf\/OH R,=H R; = OH

(65) R] = CH3 R2 = OH R3 =H




Levantamento Bibliogrdfico 37

HO
HO
(o]
R2 :H
OH
(66 - 67) OH
(67) R,=H R,=H R;=H
OH
OH
HO (0) o
(0]

HO OH

OH (o)

(68)
OH
HO (0] (0)
(o)

HO

OH (o)

OH

(69)

R; = OH




Levantamento Bibliogrdfico 38

LIGNANAS

(70) R;-OH R,;=OCH; R;=0H R,=O0CH;
(71) R;-OCH; R,=0OH R;=0CH; R;=0OH

(72) R;-OCH; R,=0CH; Rj3;=O0CH; Ry=0CH;
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Resultados e Discussdes

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

O estudo quimico do extrato em AcOEt das raizes e etandlico dos talos de T.
egregia, utilizando métodos convencionais de cromatografia em gel de silica e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), culminou no isolamento e identificacido de duas chalconas a
2’,6’-dimetoxi-4’,5’-(2°’,2”’-dimetil)piranochalcona (TE-1) e a praecansona B (TE-2), duas
flavonas a 5-met6xi-2’,2’-dimetilpirano-[5°,6’:7,8]flavona (TE-3) e a 5-hidr6xi-8-(27,3"’-
epoxi-3’’-hidroxi-3’ metilbutil)-7-metoxiflavona (TE-5) e um rotenoide, a 12a-
hidroxirotenona (TE-4). Sendo o composto TE-1 relatado pela primeira vez na espécie e o
composto TE-5 relatado pela primeira vez na literatura. As estruturas das substincias isoladas

podem ser conferidas na Figura 5.

Figura 4 - Estruturas dos compostos (TE 1-5) isolados de Tephrosia egregia Sandwith
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4.1 Determinacao Estrutural de TE-1

O extrato AcOEt das raizes de 7. egregia apds sucessivos processos
cromatograficos e por tratamento em CLAE (Procedimento Experimental, p. 96) forneceu um
6leo avermelhado com valor de rotagio Optica [a]2OD =+ 8,8667 (c= 0,1; CHCIl3), solivel em
cloroférmio denominado TE-1. A férmula molecular igual a CyH»,04 é compativel com

espectro de massa (i. e. 70 eV, Figura 8) de m/z igual a 350,20 Daltons.

O espectro na regido do infravermelho (IV) (Figura 7) apresentou bandas em
2968 cm™ associado a banda de C-H de carbono spz. A banda intensa em 1603 cm™ foi
relacionada 2 deformagio axial da ligacio C=0O de cetonas, e as bandas em 1138 e 1100 cm™

foram atribuidas a deformacao axial da ligacao C-O de éteres.

O espectro de RMN Bc (125 MHz, CDCls, Figura 10 a) apresentou 19 sinais
espectrais. A andlise comparativa dos espectros de RMN BC e DEPT 135° (Figura 10 b)
permitiu identificar a presenca de oito carbonos ndo hidrogenados, entre os quais, uma
carbonila em ¢ 194,3 (C-9), atribuido a uma cetona o,B-insaturada. Também foram
observados sinais em d¢ 128,6 (C-2/6); 129,0 (C-3/5); 130,5 (C-4); 108,2 (C-3") € 96,4 (C-5)

s oo 2 . s
caracteristicos de carbono sp” de sistema aromatico.

Observou-se também trés sinais para carbono sp oxigenados em &¢ 77,1 (C-27);
53,1 (OMe-6); 63,5 (OMe-2’), sendo os dois ultimos caracteristicos de grupos metoxila.
Os sinais em d¢ 158,4 (C-6’); 155,1 (C-2°); 156,2 (C-4’) encontram-se na regido de carbono

sp” oxigenado. O sinal em & 28,2 foi atribuido a grupamento metila (CHs).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;, Figura 9) indicou a presenca de um

sistema olefinico caracteristico do substituinte 2”,2”-dimetilcromeno, através do sinal para

dois grupamentos metila em oy 1,5 (6H, s), presentes em ambientes
quimicos semelhantes, fato confirmado pela correlagdo heteronuclear
'"H x Bc - HSQC (Figura 11 b), onde o carbono em ¢ 28,2
correlaciona com o sinal em oy 1,5 (s). Além disso, os dupletos em oy

55H,d, J =99 Hz) e 6,5 (1H, d, J = 9,9 Hz) sugerem a presenca
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desse substituinte comum em substincias isoladas de espécies do gé€nero Tephrosia. A
confirmacdo do sistema 2”,2”-dimetilcromeno se deu também através de sinais caracteristicos

em d¢c 77,1 (C-27); 127,9 (C-3); 116,8 (C-47).

No espectro de RMN 'H x 'H - COSY (Figura 11 a), o hidrogénio 8y 5,5 (1H, d, J
= 9,9 Hz), o qual mostrou correlagdo com o carbono o¢ 127,9 no espectro de HSQC,

apresentou acoplamento com o hidrogénio 6y 6,5 (1H, d, /=9,9 Hz).

O espectro de correlacdo heteronuclear a longa distancia 'H x “C - HMBC
(Figura 12) mostrou a correlacdo a trés ligacoes ¢J) do hidrogénio em 6y 3,8 com o carbono
em d¢ 155,05 (C-2’) e do hidrogénio em &y 3,7 com o carbono em d¢ 158,4 (C-6’), estes sdao

os acoplamentos referentes aos grupos metoxila existentes na molécula.

Outra correlagdo importante foi a existente entre os sinais em oc 128,9 (C-8) e

144.9 (C-7) com os hidrogénios em 6y 7,0 (1H; d; J= 16 Hz) e
7,4 (1H; d; J= 16 Hz) respectivamente, que através do valor da
constante de acoplamento (J = 16 Hz) sugere a existéncia de

uma dupla ligagdo com geometria trans, assim, tem-se a

possibilidade de um esqueleto chalconico, também frequente no

género. A correlagio do hidrogénio em &y 7,4 (1H; d; J= 16 Hz) a trés ligacdes (*J) com o
carbono em o¢ 128,6 (C-2) e com a carbonila em d¢ 194,3 (C-9) e o hidrogénio em oy 7,0
(1H; d; J= 16 Hz) que correlaciona a duas ligagdes (ZJ) com o carbono em o¢c 194,3 (C-9) e a
trés ligacoes (J) com o carbono em ¢ 135,1 (C-1°), confirmaram a sugestdo de que TE-1

tratava-se de um flavonoide da classe das chalconas.

Destaca-se também que o hidrogénio em oy 6,3
correlaciona a duas ligacdes (2J) com os carbonos em o¢ 158,4 (C-

6’) e 156,2 (C-4’) e a trés ligagdes (*J) com o carbono 5¢ 116,5 (C-

\ 20| 17) e 108,2 (C-37).
6,27\\_A|®
OCH3 O Todas essas observagOes aliadas a comparagdo com

dados descritos na literatura permitiram apontar a identidade de TE-1 com a 2’°,6’-dimetoxi-

4°,5°-(2°,2°’-dimetil)-piranochalcona (Figura 6), ja isolada em Tephrosia pulcherrima mas
que estd sendo relatado pela primeira vez na espécie (GANAPATY, et al., 2008; ARRIAGA,
et al, 2009; CHEN, et al, 2014).
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Figura 5 - Estrutura proposta para TE-1

Tabela 3 - Dados espectrocépicos de TE-1

TE-1
C HSQC HMBC
d¢ Sy (mult.; J, Hz) “Jen *Jen

1 135,1 - H-3/H-5; H-8
2/6 128,6 7,53-7,56 (m) H-4; H-7
3/5 129,0 7,36-7,44 (m)

4 130,5 7,36-7,44 (m) H-2; H-6
7 144.,9 7,44 (d; 16)

8 128,9 7,02 (d; 16)

9 1943 - H-8 H-7

1’ 116,5 - H-5’; H-8’
2’ 155,0 - MeO-2’
3’ 108,2 - H-3’’; H-5°
4 156,2 - H-5°

5’ 96,4 6,8 (1H, s)

6’ 158.,4 - H-5° MeO-6’
27 77,1 - H-3’’; H-Me H-4”
3” 127,9 5,5 (1H; d; 9,9) H-Me
4” 116,8 6,5 (1H; d; 9,9)
Me 28,1 1,5 (3H; s)

MeO-2° 63,5 3,74 (3H, s)
MeO-6" 56,1 3,75 (3H, s)
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ra 6 — Espectro na regido do infravermelho de TE-1
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Figura 8 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl5) de TE-1
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Figura 9 - (a) Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl;) (b) DEPT 135° (75 MHz, CDCl;) de TE-1
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Figura 10 - (a) '"H x "H- COSY (300 MHz, CDCl5), (b) 'H x "*C - HSQC (300 MHz, CDCl;) de TE-1
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Figura 11 - 'H x "*C - HMBC (300 MHz, CDCl5) de TE-1
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4.2 Determinacao Estrutural de TE-2

O extrato AcOEt das raizes de 7. egregia apds sucessivos processos
cromatogréificos (Procedimento Experimental, p. 98) forneceu um 6leo amarelo, com valor de

[a]ZID =-13,73 (c=0,1; CHCI;) solivel em cloroférmio denominado TE-2.

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (Figura 14) apresentou uma
banda em 3354 cm™ relacionada a deformacfo axial de ligagdo O-H sugerindo a presenca de
uma hidroxila na molécula; uma banda forte e fina em 1603 cm'l, associada a deformacao
axial da ligagdo C=0 sugerindo a presenca de uma carbonila o,B-insaturada; uma banda em
1116 e 1099 cm™ referente a ligagio C-O, e uma banda em 693 cm™ caracteristico de anel

aromatico monosubstituido (LIMA, 2010).

O espectro de RMN BC (75 MHz, CDCl;, Figura 17 a) apresentou 19 linhas
espectrais. O sinal em d¢ 188,2 (C-9) foi atribuido a uma carbonila de cetona a,B-insaturada.
Existem quatro sinais na regido de carbono sp2 oxigenados em d¢ 155,44 (C-27); 158,6 (C-6’);

156,6 (C-4’) e 182,2 (C-7).

Os sinais em o¢ 63,3 (OCH3-2’) e 56,2 (OCH3-6’) foram atribuidos a grupos
metoxila. J4 o sinal em d¢ 77,4 (C-2”) sobreposto ao sinal do solvente CDCl; refere-se a um

carbono ndo hidrogenado, confirmado através do espectro de RMN C — DEPT (Figura 17 b).

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3, Figura 16) apresentou sinais entre oy
7,42 a 7,93, caracteristicos de hidrogénios olefinicos ligados a carbonos aromatico. O espectro
indicou também a presenca do esqueleto 2”,2”-dimetilcromeno, o que sugere uma estrutura
semelhante a TE-1. O espectro de massa (i.e. 70 eV, Figura 15) mostrou um pico em m/z 205

Daltons (pico base) referente a perda de um ceteno aromético seguida de um radical metila.

O espectro de correlacdo heteronuclear '"H x Bc - HSQC (300 MHz, CDCls,
Figura 18 a) confirmou a presen¢a do sistema 2”,2”-dimetilcromeno através da correlacio
entre os hidrogénios em oy 6,5 (1H; d; J=9,9 Hz) e 5,5 (1H; d; J = 9,9 Hz) com os carbonos
em 8¢ 116,7 (C-4) e 127,9 (C-3”), respectivamente. No espectro de RMN 'H x 'H - COSY
(Figura 19), o hidrogénio oy 5,5 (1H, d, J = 9,9 Hz) apresentou acoplamento com o
hidrogénio éy 6,5 (1H, d, J =9.,9 Hz).
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>
beb,

3,80

molécula, como em TE-1.

O espectro de correlagdo heteronuclear a longa
distancia 'H x "*C — HMBC (500 MHz, CDCl;, Figura 18 b)
mostrou correlacdo a trés ligacdes (3J) do hidrogénio em oy 3,8
(3H, s) com o carbono em ¢ 158,6 (C-6’) e do hidrogénio em 0y -
3,8 (3H, s) com o carbono em Oc 1554 (C-2’), estes sdo 0s

acoplamentos referentes aos grupos metoxila existentes na

Todos os deslocamentos quimicos observados nos espectros de hidrogénio e

carbono sugerem uma grande similaridade entre as estruturas de TE-

1 e TE-2, entretanto os sinais observados em &¢ 182,2 (C-7); 100,7 [ H6,,5}
(C-8) e 188,2 (C-9) sdo compativeis com os carbonos carbonilico e 53‘5\, AN ‘7'?&
9 7

os a,B-oxigenado de um sistema ceto-endlico. A presenca do singleto

em oy 6,5 (IH, s) bem como a correlacio observada no espectro

o OH

HMBC com os carbonos em 6c 188,2 (C-9) e 182,2 (C-7) corroboraram com a proposta

estrutural de TE-2 confirmando que a diferenca entre TE-1 e TE-2 estaria na presenca da

hidroxila em C-7, argumento refor¢ado pela presenca do simpleto em oy 6,5 (1H, s).

A confirmagdo da estrutura pode ser feita por comparacao dos dados obtidos com

os descritos na literatura para Praecansona B (Figura 13) (ARRIAGA et al., 2009) com a qual

TE-2 mostrou identidade. J4 isolada em outras espécies do género Tephrosia, como T.

preacans e T. aequilata (CAMELE et al., 1980; TARUS et al., 2002). Os dados

espectroscopicos de TE-1 e TE-2 e sua devida comparacao sdo mostrados na Tabela 4.

Figura 12 - Estrutura proposta para TE-2
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Tabela 4 - Dados espectroscopicos de TE-2 e TE-1 comparados com a literatura (ARRIAGA et al., 2009).

TE-1
C HSQC HMBC LITERATURA HSQC HMBC
Sc S8y (mult.; J, Hz) *Jen 8¢ Ou(mult.; J, Hz) 8¢ u(mult; J, Hz) *Jen “Jen
1 1353 - H-3/H-5;H-8 1353 - 135,09 - H-3/H-5; H-8
2 127,2 7,9 (dl; 8,4) 127,2 7,94 (d) 128,64  7,53-7,56 (m) H-4; H-7
3 1287  7,42-7,52 (m) 128,7  745(t;7,75) 129,04  7,36-7,44 (m)
4 1322 7,42-7,52 (m) 1322 7,55(t;7,75) 130,54 7,36-7,44 (m) H-2; H-6
5 1287  7,42-7,52 (m) 1287  745(t;7,75) 129,04  7,36-7,44 (m)
6 127,2 7,92 (dl; 8,4) 127.2 7,94 (d) 128,64  7,53-7,56 (m)
7 182,2 - 182,2 - 144,90 7.4 (1H; d; 16)
8 100,7 6,5 (s) 100,7 6,50 (s) 128,98 7,0 (1H; d; 16)
9 188.,2 - 188,2 - 194,33 - H-8 H-7
I’ 114,5 - H-5’ 108,3 - 116,52 - H-5’; H-8’
2 155.4 - MeO-2’ 158.,6 - 155,05 - MeO-2’
3 108,3 - H-5;H-2" 1145 - 108,24 - H-3; H-5
'y 156,6 - H-4’ 155.4 - 156,25 - H-5’
5 96,4 6,2 (1H; s) 96,4 6,26 (s) 96,42 6,1 (1H; s)
6’ 158,6 - MeO-6’ 156,6 - 158,39 - H-5’ MeO-6°
27 774 - H-3”; H-Me H-4” 774 - 77,07 - H-3’’; H-Me H-4”
3” 127,9 5,5 (1H; d; 9,9) H-Me 127,9  5,55(d; 10,00 127,93 5,5 (1H;d;9,9) H-Me
4” 116,7 6,5 (1H; d; 9,9) 116,7  6,52(d; 10,0) 116,80 6,5 (1H;d; 9,9)
Me 28,1 1,5 (6H; s) H-3” 28,1 1,46 (6H, s) 28,14 1,5 (6H; s)
MeO-2> 63,3 3,79 (3H; s) 56,2 3,79 (3H, s) 63,55 3,74 (3H; s)
MeO-6" 56,2 3,80 (3H; s) 63,6 3,80 (3H, s) 56,13 3,75 (3H; 5)
OH-7 16,33 (s1) - - - -
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Figura 13 - Espectro na regido do infravermelho de TE-2
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Figura 15 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de TE-2
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Figura 16 - a) Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl;) (b) DEPT 135° (75 MHz, CDCl5) de TE-2
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Figura 17 - (a) 'H x °C - HSQC (300 MHz, CDCl,), (b) 'H x "*C - HMBC (300 MHz, CDCl;) de TE-2
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Figura 18 - 'H x 'H - COSY (300 MHz, CDCl;) de TE-2
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4.3 Determinacao Estrutural de TE- 3

O tratamento cromatografico da fracdo diclorometano do extrato acetato de etila das
raizes de T. egregia (Procedimento Experimental, p. 98) forneceu um soélido cristalino branco,
solivel em cloroférmio com valor de rotacdo 6ptica [a]le = +48,23 (¢c= 0,1; CHCL;) e P.f.°
198-200 °C, que foi denominado TE-3. Sua massa molecular é C,;H;304 compativel com o

espectro de massa (i.e., 70 eV, Figura 25) de m/z = 334 Daltons.

O espectro na regido do infravermelho (Figura 24) apresentou uma banda em 2974 cm’
relacionada a deformacdo axial de ligacdo C-H; uma banda de forte absorcio em 1640 cm™
compativel com cetona o,p-insaturada; uma banda em 1597 cm™ atribuida a deformacao axial
de ligacdo C=C de anel aromatico; um pico em 1344 cm™ caracteristico de CH; e uma forte

absor¢do em 696 cm’! associada a um anel aromético monossubstituido (LIMA, 2010).

O espectro de RMN BC (75 MHz, CDCl;, Figura 27 a), apresentou dezessete linhas
espectrais que quando comparados com o espectro de RMN "°C - DEPT 135° (75 MHz, CDCl;,
Figura 27 b) mostrou a presenga de dois carbonos metilicos, sete carbonos metinicos e oito

carbonos ndo hidrogenados.

Os sinais em &¢ 131,9 (C-17); 126,2 (C-2°/67); 129,2 (C-3°/57); 131,5 (C-4’); 96,9 (C-6);
102,9 (C-8) e 108,9 (C-10) sdo caracteristicos de carbonos spz aromaticos, bem como os sinais
em ¢ 158,3 (C-7) e 160,9 (C-2) caracteristicos de carbonos sz oxigenados e 177,9 (C-4)
atribuido a carbono carbonilico de cetona o,B-insaturada. A presenca destes sinais aliados ao
fato das plantas do género Tephrosia serem fontes de substincias flavonoidicas permitiram

sugerir o esqueleto basico de uma flavona como mostrado na Figura 20.
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Figura 19 - Esqueleto basico das flavonas

O sinal em ¢ 28,5 foi atribuido ao grupamento metila (CH3). O sinal em d¢ 56,7

indica a presenca de uma metoxila (OCH3).

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;, Figura 26) mostrou dois dupletos em oy
5,6 (1H; d; J=10 Hz) e 6,7 (1H; d; J=10 Hz). O espectro de 'H x '"H — COSY (Figura 28)
mostrou a correlagdo existente entre os hidrogénios, sugerindo um sistema olefinico
caracteristico do substituinte 2”,2”-dimetilcromeno ja observado em TE-1 e TE-2. O RMN
de '"H mostrou também simpletos em oy 6,7 (H-3) e 6,3 (H-6) que foram atribuidos a

hidrogénios olefinicos.

A andlise do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x C - HSQC
(300 MHz, CDCl;, Figura 28 b) mostrou correlagdo entre os sinais o¢ 28,48 [(CHs),] e on
1,52 (6H, s). Relacionou-se também os carbonos em 6¢ 115,5 (C-4) e 6¢ 127,8 (C-5) com
os hidrogénios olefinicos em oy 6,8 (1H; d; J = 10 Hz) e oy 5,5 (1H; d; J = 10 Hz),

respectivamente.

Existe a possibilidade de termos uma estrutura linear ou angular formada pelo anel

2”,2”-dimetilcromeno, conforme mostrado na figura 21 (a) e (b).

Figura 20 - (a) Estrutura angular e (b) Estrutura linear
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A andlise do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa distancia de
'H x "C - HMBC (Figura 29) definiu a posicao do referido anel através das correlacdes a
duas ligagdes (ZJ) observadas entre o sinal do hidrogénio dy 6,3 (1H;s) com os carbonos oc¢

160,7 (C-5) e 158,3 (C-7).

Observou-se ainda as correlagdo entre os sinais oy 1,5 (6H, s) ¢ 6¢c 78,4 (C-2”). E
correlagdo a trés ligagcoes (SD entre o hidrogénio em 0y 3,9 (3H, s) e o carbono em ¢ 160,7
(C-5). O mesmo experimento mostrou correlagdes de oy 6,7 (1H; s) com os carbonos em d¢
131,9 (C-1°) e 108,9 (C-10), do hidrogénio em oy 6,8 (H-4") com o sinal em d¢ 78,4 (C-
2”) e 154,8 (C-9) e de 61 5,6 (H-3) com 6c 78,4 (C-27).

As principais correlacdes observadas no espectro de HMBC podem ser conferidas na
Figura 22 e os dados espectroscopicos em comparagdo com a literatura sdo descritos na

Tabela 5.

Figura 21 - Principais correlacdes observadas no espectro de HMBC de TE-3

A comparacdo dos dados obtidos a partir dos espectros de ressonincia magnética
nuclear com a literatura, concluiu-se que TE-3 trata-se do 5-metoxi-2’’,2”’-dimetilpirano-
(5°,6°°:7,8)flavona, conforme representado na figura 23. Esta substancia foi isolada em
outras plantas do género Tephrosia, como por exemplo, T. tunicata e T. praecans (ANDREI,

et al., 2000; CAMELE, et al., 1980).
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Figura 22 - Estrutura proposta para TE-3

Tabela 5 - Dados espectroscopicos de TE-3 comparados com a literatura (ANDREI, ez al., 2000).

61

C HSQC HMBC LITERATURA
dc Oy (mult.; J, Hz) 2JCH 3JCH dc Oy (mult.; J, Hz)
2 160,9 - H-3 159,7 -
3 108,9 6,7 (1H; s) 107,3 6,67 (s)
4 177,9 - 176,6 -
5 160,2 - 157,1 -
6 96,9 6,3 (1H; s) 95,9 6,34 (s)
7 158,3 - H-4> 159,1 -
8 102,9 - H-8; H-5° 101,9 -
9 154,2 - H-4> 153,0 -
10 108.,9 - H-3 101,9 -
1’ 131,9 - H-3 130,6 -
2°/6° 126,2 7,86-7,89 (m) 124,9 7,81-7,91(m)
3’/5° 129,2 7,50-7,53 (m) 128,1 7,51-7,64(m)
4’ 131,4 7,50-7,53 (m) 130,3 7,51-7,64(m)
4 1154 6,8 (1H; d; 10) 114,5 6,86 (d; 10)
5” 127,8 5,6 (1H; d; 10) H-Me 126,7 5,63 (d; 10)
6” 78,4 - H-Me 77,2 -
Me 28,4 1,5 (6H; s) 27,4 1,50 (s)
MeO-5 56,7 3,9 (3H; s) 55,8 3,95 (s)
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Figura 23 - Espectro na regido no infravermelho de TE-3
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Figura 26 - Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl;) de TE-3
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Figura 27 — (a) Espectro de RMN e (75 MHz, CDCl;) (b) DEPT 135° (75 MHz, CDCl;) de TE-3
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Figura 26 - (a) '"Hx "H - COSY (300 MHz, CDCl), (b) 'H x '*C - HSQC (300 MHz, CDCl;) de TE-3
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Figura 27 - 'H x "*C - HMBC (300 MHz, CDCl5) de TE-3
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4.4 Determinacao Estrutural de TE-4

O fracionamento cromatogrifico da fracdo diclorometano do extrato AcOEt das
raizes de 7. egregia (Procedimento Experimental, p. 101) forneceu um sélido amorfo
amarelo e soldvel em cloroférmio denominado TE-4. Com valor de rotacdo optica [0]*’p=
+5,400 (c=0,1; CHCls). Seu espectro de massas (Figura 34) forneceu um pico ion molecular

de 410,2 Daltons compativel com a férmula molecular C3H»,07.

O espectro na regido do infravermelho (Figura 33) mostrou bandas entre 1088—
1259 cm™ caracteristico de deformacio axial da ligacio C-O; duas bandas em 1457 e 1509
cm’ atribuidas 2 deformacao axial da ligacdo C=C. A presenca de uma carbonila foi
sugerida através da banda em 1610 cm™ e uma banda larga e intensa em 3355 cm™ sugere a

presenca de O-H de dlcoois ou fendis (LIMA, 2010).

O espectro de RMN "°C - BB (75 MHz, CDCls, Figura 36) apresentou 23 linhas
espectrais. A andlise do espectro permitiu identificar a presenca de onze carbonos ndo
hidrogenados, incluindo uma carbonila em d¢ 191,3 (C-12), compativel com cetona a,f3-
insaturada. Observou-se também cinco sinais referentes a carbonos metinicos, sendo quatro
deles insaturados em d¢ 130,2 (C-11); 109,5 (C-1); 105,5 (C-10) e 101,2 (C-4) e um saturado
em 8¢ 88,1 (C-5"). O espectro também mostrou dois sinais de carbonos sp” oxigenados de
grupos metoxila em 8¢ 56,07 (OMe-2) e 56,02 (OMe-3) e cinco sinais de carbonos sp’
oxigenados, sdo eles: oc 157,8 (C-7a); 148,6 (C-la); 144,2 (C-2); 1513
(C-3) e 168,2 (C-9). O sinal em o¢ 143,0 (C-6’) foi atribuido a carbono sp2 nao hidrogenado,
podendo tratar-se de carbono olefinico. Existem ainda trés carbonos metilénicos, sdo eles: oc
31,3 (C-4’); 64,0 (C-6) e 112,8 (C-7°) este udltimo caracteristico de sistema olefinico

terminal.

No espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;, Figura 35) observou-se acoplamento
entre os hidrogénios em 6y 7,8 (1H; d; J = 8,5 Hz) e 6,5 (1H; d; J = 8,5 Hz), atribuidos a
hidrogénios aromdticos em posic¢ao orto. Os simpletos em oy 6,8 (H-4) e oy 6,5 (H-1) foram
associados a hidrogénios para posicionados (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).
Os sinais em oy 3,3 (1H; dl; J = 15,7 Hz) e 64 2,9 (1H; dl; J = 15,7 Hz) foram atribuidos a

hidrogénios diastereotdpicos, confirmados através da andlise do espectro bidimensional de
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correlagdo heteronuclear 'Hx Bc- HSQC (300 MHz, CDCls, Figura 37 b), onde o sinal do
carbono em o¢ 31,1 (C-4’) correlaciona com os dois hidrogénios (PAVIA, 2010).

A andlise do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear a

longa distdncia 'H x *C — HMBC (300 MHz, CDCl;, Figura 38),
mostrou que os hidrogénios em oy 1,8 (3H, s) correlacionam a duas

ligacdes (*J) com o carbono em 8¢ 143,0 (C-6’) e a trés ligacoes CJ) com

RRAY os carbonos d¢ 88,1 (C-5") e 112,8 (C-7°), sugerindo que o carbono

metilico estava diretamente ligado a olefina, ideia sustentada pelo fato do

hidrogénio em 6y 1,8 (3H, s) correlacionar com o carbono olefinico terminal.

Observa-se também o acoplamento entre os hidrogénios em oy 5,0 (1H; s) 4,9 (1H; s)
a duas ligacdes com o carbono em d¢ 113,3 (C-8) e a trés ligagdes com o carbono em O¢
143,0 (C-6’). O hidrogénio em dy 6,6 (1H; s) correlaciona-se com os carbonos em
Oc 67,7 (C-12a); 148,6 (C-4a) e 151,3 (C-3) a trés ligacdes (3J) e a duas ligacOes (ZJ) com o
carbono em o¢ 144,2 (C-2). O hidrogénio em oy 6,9 (1H, s) correlaciona-se com os carbonos

em Oc¢ 144,2 (C-2) e 151,3 (C-3). Essas correlagdes podem ser observadas na figura 30.

Figura 30 - Principais correlagdes observadas no espectro de HMBC de TE-4

A ocorréncia de rotenoides na espécie vegetal aliada aos dados espectroscopicos citados
permitiu  sugerir um esqueleto de rotenoide para TE-4 conforme mostrado na

Figura 31.
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Figura 31 - Esqueleto basico dos rotenoides

ao 63
1

O espectro de HMBC mostrou também que os hidrogénios diastereotopicos em oy
4,62 (1H; s; H-6) e 4,58 (1H; s; H-6) correlacionam com o carbono em ¢ 67,7 (C-12a). O
hidrogénio em 8y 6,56 (1H; s; H-1) também apresentou correlagio a >J com o C-12a. Assim,

confirma-se a hidroxila presente na posi¢do 12a.

Figura 32 - Estrutura proposta para TE-4

A presenca de dois pares de hidrogénios diasterotdpicos, do grupo isopropilideno e
de dados espectroscopicos até aqui discutidos aliados a comparacdo com a literatura foi
possivel sugerir que TE-4 trata-se da 12a-hidroxirotenona (Figura 32), ja isolada na espécie

e em outras Tephrosias (LIMA, 2010; YOU-ZHI, et al., 2011), conforme a Tabela 6.
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Tabela 6 - Dados espectroscopicos de TE-4 comparados com a literatura (YOU-ZHI, et al., 2011).

c HSQC HMBC LITERATURA
Sc Sy (mult.; J, Hz) *Jen “Jen Sc Sy (mult.; J, Hz)
1 109,7 6,6 (1H, s) 109,5 6,56 (1H, s)
la 108,8 ; 108,0 ;
2 144,2 ; H-4 OMe-2 144,0 ;
3 151,3 : H-1  OMe-3;H4 1512 ;
4 101,2 6,5 (1H, s) 101,1 6,49 (1H, s)
4a 148,6 ; H-1 H-6; H-4 148,4 ;
6 63,0 4,5 (1H;d; 13,0) 63,9 4,50 (1H; d; 11,6)
4,6 (1H; d; 13,0) 4,61 (1H; d; 11,6)
6a 76,2 4,6 (1H; s) 76,2 4,59 (1H;s)
7Ta 157.8 ; H-11 157,7 )
8 113,3 ; H-4’ H-10 113,2 -
9 168,2 ; 168,0 ;
10 1055  6,5(1H;d; 8,5) 105,3 6,54 (1H; d; 8.6)
11 1302 7,8(1H;d;8.,5) 130,1 7,83 (1H; d; 8,5)
1la 1128 - 118,0 ;
12 191,3 ; H-6a;H-11  191,0 ;
12a 67,7 ; H-6a H-6; H-4 67,6 ;
4 31,3 2,9 (1H; dl; 15.8) 31,5 2,94 (1H; dd; 15,8 ¢ 8.,2)
3,3 (1H; dI; 15,8) 3,29 (1H; dd; 15,8 ¢ 9.8)
5 88,1 52 (1H; t; 8,8) H-Me; H-7? 879 5,24 (1H; t; 9,0)
6’ 143,0 ; H-Me H-4’ 142,9 -
7 112,8 4,9 (1H, s) H-Me 112,7 4,92 (1H, s)
5,0 (1H, s) 5,07 (1H, s)
8’ 17,2 1,8 3H, s) 17,1 1,76 3H, s)
MeO-2 56,1 3,7 (3H, s) 56,4 3,73 (3H, 5)
MeO-3 55,0 3,8 (3H, s) 55,4 3,82 (3H, s)
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Figura 33 - Espectro na regido do infravermelho de TE-4
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Figura 34 - Espectro de massas (i.e. 70 eV) e fragmentacdes de TE-4
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Figura 28 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de TE-4
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Figura 29 - Espectro de RMN "°C (75 MHz, CDCl;) de TE-4
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Figura 37 - (a) 'H x '"H- COSY (300 MHz, CDCl;), (b) 'H x "°C - HSQC (300 MHz, CDCl;) de TE-4
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Figura 30 - 'H x "°C - HMBC (300 MHz, CDCl;) de TER-4

YL . J/LL .

T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 85 80 25 20 15

.. } » -
7 “ 80 b 75
. % _— "
o [} :
w las
—| i ;
95 -
— 0 .
oo
— - e}
— . i - i 0
— 11
= [ § s =] ¥ i e
3 118
120
=120
128
i ‘l -12%
—] 0 — I e
S, 1=
"o
140
= q L - q ¢
)
] i ) ™ - U s
— |
v 1an
4 _.I‘ 3
b T T b T T T T =18
55 EC 15 40 3as an 25 20 “ 0 ppm a8 20 in 4c as 20 1] ) (£} 10 ppm
‘ .
| ] .
U\ 20
L . "
T pom - e - 30
55
= % - 40
L) 50
— -«
3 L=y Les 60
— -
==y - 70
m q L3
F 80
i " — . 55
_—
80 =100
— .
== 4 110
8 - aa
=
= (>3 120
L
— @ 130
$6 54 52 5D 48 48 44 a2 40 38 a6 pom

pRm




Resultados e Discussoes 76

4.5 Determinacao Estrutural de TE-5

O tratamento cromatografico da fracdo CH,Cl, do extrato TETE de T. egregia por
CLAE (Procedimento Experimental, p. 104) forneceu um soélido cristalino branco (260°,
decomposi¢c@o) o espectro de massa de alta resolucdo (Figura 41) apresentou um pico
correspondente ao aduto com hidrogénio [M+H]" em m/z= 369,1336 compativel com a
féormula molecular C;;H0O6H e com valor de rotagdo ptica igual a [a]ZSD =+ 35,90 (c=0,1;
CH,CI,/MeOH 1:1).

O espectro na regido do infravermelho (Figura 40) apresentou uma banda larga e
intensa em 3391 cm™ caracteristico de deformacao axial da ligagdo O-H; uma banda fina e
intensa em 2924 cm™ associada a deformacdo axial da ligagdo C-H; uma banda fina e intensa
em 1643 cm™ relacionado a ligacdo C=0; uma banda em 1207 cm™! atribuido a bandas de
epoxido.

O espectro de RMN de C — BB (125 MHz, CsDsN, Figura 43) apresentou dezoito
linhas espectrais, incluindo uma carbonila em ¢ 177,2 (C-4) compativel com cetona o,p3-
insaturada. Os sinais em &¢ 126,9 (C-2°/6"); 129,7 (C-3°/57); 131,7 (C-4’); 97,8 (C-6); 106,1
(C-8) caracteristico de carbono spz de sistema aromatico. Bem como os sinais em oc 158,78
(C-5); 1614 (C-7); 159,8 (C-8a); 109,8 (C-3); 160,7 (C-2) atribuidos a carbono sp2
oxigenados.

H4 dois sinais para carbono sp’ em 8¢ 22,3 (C-4""); 27,7 (C-5"") de grupamento
metila. A discrepancia entre os deslocamentos das metilas sugere que elas estdo em ambientes
magneticamente distintos. Existem quatro sinais de carbono sp’ — oxigenados em 6c¢ 56,6 (C-
OMe-7) atribuido ao grupamento metoxila. Dois sinais em o¢ 62,7 (C-1"") e 73,3 (C-2”’)
associados a presenca de um ep6xido e um ultimo sinal de carbono sp’ — oxigenado em 8¢
80,5 (C-37).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN, Figura 42) mostrou sinais multiplos
entre 7,38-8,17 equivalentes a cinco hidrogénios propondo um sistema aromético
monossubstituido. Os hidrogénios em oy 4,2 (1H; d; J=4,2) e 5,5 (1H; d; J=4,2) reforcam a
presenca de um epdxido na molécula.

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x PC - HSQC
(500 MHz, CsDsN, Figura 44 b) foi possivel associar os carbonos d¢ 62,7 (C-1") e 73,3 (C-
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2’’) com os hidrogénios em dy 4,2 (1H; d; J=4,2) e 5,5 (1H; d; J=4,2) respectivamente.
Confirmou-se também a correlacdo entre o hidrogénio oy 7,0 (1H; s) com o carbono em d¢
109,8 (C-3).

O espectro de correlagio homonuclear 'H x 'H- COSY (Figura 44 a), mostrou que
o hidrogénio dy 5,5 (1H; d) estd correlacionado com o hidrogénio 6y 4,2 (1H; d), estes
correspondentes ao epéxido existente na molécula.

A andlise do espectro bidimensional a longa

T distancia 'H x °C — HMBC (500 MHz, CsDsN, Figura 45
H;o\‘ o, %’1 ( 5Ds g )
/» | ,\ mostrou correlacdo a duas ligagdes entre o hidrogénio 6¢ 7,0
6 473 com os carbonos oc 177,1 (C-4) e 160,7 (C-2). O hidrogénio
H™ s "
6,57 OH O 7| 81 6,6 (1H; ) com os carbonos 158,8 (C-5) e 161,4 (C-7) a

duas ligacdes (%)) e a trés ligacdes (*J) com o hidrogénio &y 3,8 com o carbono em 8¢ 161,4

confirmando a posi¢ao da metoxila.

Os hidrogénios oy 5,5 (1H; d) correlaciona a duas
ligacdes (2J) com os carbonos d¢ 106,1 (C-8) e 73,3 (C-2°’) e a trés
ligagdes com os carbonos d¢ 159,8 (C-8a) e 80,5 (C-3). E o
hidrogénio 4,2 (1H;d) correlaciona em (*J) com os carbonos 8¢ 80,5
(C-37)e 62,7 (C-1") e a (3J) com os carbonos o¢ 27,7 (C-5") e
22,9 (C-4).

Baseado nos dados espectrométricos descritos foi

possivel concluir que TE-5 trata-se de uma flavona, nomeada 5-hidroxi-8-(2°°,3"’-epoxi-3’’-
hidroxi-3’metilbutil)-7-metoxiflavona (Figura 39), relatada pela primeira vez na literatura.

Os dados espectroscopicos de TE-5 podem ser conferidos na Tabela 7.

Figura 39 — Estrutura Proposta para TE-5




Tabela 7 - Dados espectroscépicos de TE-5
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HSQC HMBC
C S Su “Ten Jen
2 160, 70 - H-3 H-2’/H-6
3 109,76 7,02 (1H; s)
4 177,10 - H-3 H-6 (Jen)
4a 109,76 - H-3’; H-6
5 158,78 - H-6
6 97,81 6,57 (1H; s)
7 161,41 - H-6 MeO-5
8 106,11 - H-1” H-6
8a 159,76 - H-1
I 131,81 - H-2"’; 3H-4"’; 3H-5"’ H-1”
2°/6° 126,98 8,16 (2H; d) H-4°
315 129,67 7,40 (2H; t)
4’ 131,75 7,44 (1H; t) H-2’; H-6’
1” 62,75 5,55 (1H; d; 4,2) H-2”
27 73,34 4,22 (1H; d; 4,2) H-1 H-4’; H-5
3” 80,55 - H-2"’; H-4’; H-5 H-1”
MeO-7 56,61 3,85 (3H; s)
Me-4” 22,28 1,89 (3H; s) H-2”
Me-5"’ 27,71 1,74 (3H; s) H-2"
Figura 40 - Espectro na regido do infravermelho de TE-5
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Figura 41 - Espectro de EMAR de TE-5
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Figura 42 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de TE-5
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Figura 43 — Espectro de RMN de'’C (125 MHz, CsDsN) de TE-5
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Figura 44 - (a) 'Hx "H - COSY (500 MHz, CsDsN) (b) 'H x "*C - HSQC (125 MHz, CsDsN) de TE-5
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Figura 45 - 'H x "*C - HMBC (125 MHz, CsDsN) de TE-5
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5.0 ATIVIDADES BIOLOGICAS
5.1 Atividade Gastoprotetora e Determinacio da Concentracio de Hemoglobina

A capacidade gastoprotetora dos extratos etandlicos das folhas, talos e raizes de
Tephrosia egregia foram testados em ulcera de ratos induzida por etanol. O extrato das folhas
e talos ndo mostraram atividade satisfatoria. O extrato das raizes reduziu o percentual de
lesdes gastricas quando comparados com o grupo que recebeu apenas o veiculo (teste branco-
solucdo salina). A ranitidina foi utilizada como controle positivo (80 mg/kg). A Figura 46
ilustra os tecidos de estdmago tratados com solu¢do salina (branco) e com os extratos das

raizes de T. egregia.

Figura 46 - Fotografia das lesdes gastricas hemorragicas ou ulcerativas dos estdbmagos tratados retirados dos
grupos tratados e ndo tratados

= ' \V, T ———
~ w ! ¥ Te- Raz 200mg N\
Salina+ETOH N\ - \ \ 30/04
\

o~ o W) | .
- \". g N

o @
™ o

» \\” t”

.G’
e

L i /4

O extrato das raizes reduziu o exudato inflamatério em 75% mostrando-se mais ativo

que a ranitidina (Figura 47).
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Figura 47 - Efeito da T. egregia (folha, caule e raiz — 200 mg/kg) na gastropatia induzida

por etanol.
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Como a ulcera é uma lesdo hemorrdgica no sistema gastrointestinal foi possivel
determinar os niveis de hemoglobina presentes na lesdo induzida por etanol. O extrato das

raizes foi o unico a mostrar atividade gastoprotetora, portanto, ele foi o utilizado para a

realizagdo do teste.

A Figura 48 e a Tabela 8 mostram o tratamento com Tephrosia egregia (TE) em
diferentes doses 2, 20 e 200 mg, em tecidos de estomagos de camundongos com ulcera
péptica induzida por etanol (EtOH). Na tabela 8, a concentragdo de 8,4 png hemoglobina
presente nos tecidos tratados na dose de 200 mg de TE, foram obtidas através do programa
grafpad que calcula a concentracdo média de células sanguineas do grupo analisado. Dessa

forma, observamos uma redugao acentuada no nivel de hemoglobina — Hb, quando comparada

com animais tratados com salina.
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Figura 48 — Efeito de T. egregia na reducdo dos niveis de hemoglobina

0.020+
=
= 0.015+
o
§= —— T
'g 0.010- *
=] —
o
qg; 0.0054
I
0.000

Salina 2mg/Kg 20mg/Kg 200 mgiKg

Tephrosia egregia
Etanol 99,9%

Tabela 8 - Efeito de T. egregia na concentracdo de hemoglobina tecidual

Grupo experimental Hb tecidual
(ng/100 mg tecido) +
Salina 94 +0,7
EtOH + Salina 16,9 +£ 0,10
EtOH + TE (2 mg/kg) 10,7+ 0,9
EtOH + TE (20 mg/kg) 10,8 £1,5
EtOH + TE (200 mg/kg) 8,4 + 0,6

O resultado obtido, dentre outros, pode ser usado para confirmar o efeito anti-
inflamatorio do extrato de 7ephrosia egregia (TE), haja vista que uma das caracteristicas de
lesdes gastricas inflamatérias, ¢ a presenca de hemorragias, com o aumento de

hemoglobinas localizadas.

5.2 Teste de Atividade Citotoxica

As substancias TE 1, 2, 3 e 5 e o extrato etandlico das raizes de 7. egregia ,TERA-S,
foram submetidos a teste citotoxicidade in vifro em trés linhagens tumorais de prostata

(PC3), de célon-humano (HCT-116) e gliobastoma (SF-295).
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A atividade citotoxica apresentada das amostras estd apresentada na Tabela 9, com

seus respectivos valores de Clsp.

Tabela 9 - Valores de Clsy com um intervalo de confianca obtido por regressdo ndo-linear a partir de dois
experimentos independentes, realizados em duplicata em trés linhagens anticancerigenas

MTT
Clso p,g.mL'1 (Intervalo)
PC3 HCT-116 SF-295
(Préstata) (Colorretal)  (Glioblastoma)
TE-1 ND >S ND
3,953
TE-2 >5 (2,688 - 5,814) ND
TE-3 ND >5 ND
TE-5 ND >5 ND
TERA-S >5 2,016 ND

(1,290 - 3,152)

*ND: nao definida

O composto denominado TE-2 e o extrato TERA-S, apresentaram moderada
atividade contra o cancer colorretal. Os demais compostos ndo apresentaram atividade

citotoxica significante.



PROCEDIMENTO
EXPERIMENTAL
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6.0 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
6.1 Material Vegetal

As folhas, talos e raizes de Tephrosia egregia Sandw foram coletados na praia do
Icarai no municipio de Caucaia, em 22 de julho de 2014, pela profa. Dra. Angela Martha
Campos Arriaga, do curso de Pés-Graduagdo em Quimica pela Universidade Federal do

Ceara.

A identificacdo botanica foi realizada pelo Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceard. Sua exsicata encontra-se depositada no Herbario Prisco

Bezerra da Universidade Federal do Ceard, sob o ndmero de registro 55945.

6.2 Métodos Analiticos

6.2.1 Métodos Cromatograficos

Para a separacio e purificagdo dos compostos foram empregadas cromatografias de
adsor¢ao em gel de silica 60 da Vetec (@ 0,04 — 0,020 mm); silica 60 para cromatografia
“flash” (@ 0,040 — 0,063).

Os fracionamentos realizados por exclusdo molecular foram efetuados em gel de
Sephadex LH-20 da Pharmacia Fine Chemmicals, utilizando-se diclorometano/metanol (1:1)

e/ou metanol como fase moével de forma isocratica.

As cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas com gel
de silica 60 para cromatografia em camada fina e cromatoplacas de aluminio de gel de silica
60 F,s4 da Merck, com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm. As substancias foram
reveladas por aspersio de uma solucdo de vanilina/dcido perclérico/EtOH, seguida de

aquecimento em estufa (~100 °C).
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Para a purificagdo dos compostos também foi utilizada cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) realizada em um equipamento constituido de uma bomba terndria
Shimadzu LC-20AT e um detector Shimatzu SPD-M20A, utilizando coluna Phenomenex
RP-18 (250 x 10 mm, Sum). Os solventes empregados apresentaram grau de pureza HPLC
(MeOH-Tedia) e foram filtrados através de membrana de nylon com poros 0,45 pm
(Phenomenex), seguido de gaseificacio a vdcuo durante 5 min. As amostras foram
dissolvidas nas fases mdveis empregadas em cada andlise, e filtradas através de membranas

de teflon com poros de 0,4 pm (Waters).

6.3 Métodos Fisicos de Analises

Todos os espectros apresentados nesse trabalho foram obtidos em equipamentos
pertencentes a Central Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica e do
Centro Nordestino de Aplicacio e Uso da Ressondncia Magnética Nuclear

(CENAUREMN), da Universidade Federal do Ceara.

6.3.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (IV)

Os espectros no infravermelho foram registrados em espectrometro da Perkin-Elmer,

Spectrum 100 FTIR, equipado com acessério UATR.

6.3.2 Espectrometria de Massa

Os espectros de massa de baixa resolu¢do foram obtidos por impacto eletrénico a 70

eV em espectrometro de massa SHIMADZU, modelo QP 5000, DI-50 (DQOI/UFC). Os
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espectros de massa de alta resolucdo foram registrados em um sistema Acquity UPLC
(Waters), acoplado a um sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QtoF, Waters) pertencente

a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - EMBRAPA.

6.3.3 Pontos de Fusao

Os pontos de fusdo ndo corrigidos foram feitos em um aparelho digiral Marconi MA-

381.

6.3.4 Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 'H e 13C, uni- e bidimensionais, foram obtidos em
espectrometro Bruker, modelo Avance DRX-500 (500 MHz para 'H e 125 MHz para By
ou Avance DRX-300 (300 MHz para 'H e 75 MHz para BO).

Para a dissolucdo das amostras para a obtencao dos espectros, os solventes utilizados
foram cloroférmio (CDCls). Foi utilizado solvente deuterado. Os deslocamentos quimicos

(0) foram expressos em parte por milhdo (ppm).

As multiplicidades das bandas para RMN 'H foram indicadas segundo a
convengdo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ¢ (tripleto), g (quarteto) e

m (multipleto).

O padrao de hidrogenacao dos carbonos foi determinado através da utilizacio da
técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) (6 = 135°). Os
carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo dos sinais espectrais

observados no espectro BB (Broad Band).

6.4 Extracao e Isolamento
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6.4.1 Preparaciao do Extrato Etanoélico das folhas, talos e raizes de Tephrosia egregia

As folhas, talos e raizes de T. egregia foram extraidas através de maceragdo continua
com EtOH (3x3,0 L) a temperatura ambiente. A solucdo resultante foi filtrada e concentrada
sob pressdo reduzida em evaporador rotatério, resultando em 14,56 g de extrato das folhas,
62,17 g de extrato dos talos e 1,13 g de extrato das raizes. A rota esquemdtica de obtencdo

dos extratos pode ser conferida no Fluxograma 1.

Fluxograma 1 - Rota Esquematica de Obten¢do dos Extratos Etandlicos de 7. egregia.

Tephrosia egregia
Sandwith
Folhas Talos Raizes
(1523.0 ) (610.0 g) (36.6 2)
TEFE TETE TERE
(1459 (62,2 9) (1.1g

6.4.2 Preparacio do Extrato Hexianico (TERH-S) e Acetato de Etila (TERA-S) a quente

das raizes de Tephrosia egregia.

Os constituintes fixos das raizes (500g) de 7. egregia foram submetidos a extracao
exaustiva em sistema soxlet usando-se separadamente hexano e acetato de etila como
solventes. Em seguida, a solucao foi filtrada e concentrada com o auxilio de um evaporador
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rotativo resultando em dois extratos distintos, o TERH-S com 8,50 g e o TERA-S com 6,29
g. A rota esquemadtica de obtengdo desses extratos pode ser conferida no Fluxograma 2.

Fluxograma 2 — Rota Esquematica de Obtencao dos Extratos em Sistema Soxlet de T. egregia

Tephrosia egregia
Sandwith

1. Extracdo com Hexano e AcOEt
2. Solucéo Filtrada
3. Evaporacao

TERH-S
(85¢)

TERA-S
(6.3 9)

6.4.3 Fracionamento Cromatografico de TERA-S (coluna filtrante)

Foram adicionados 6,29 g do extrato acetato de etila (TERA-S) a 12,0 g de silica gel

60 (@ 0,04 — 0,20 mm), este material foi pulverizado com o auxilio de um almofariz e pistilo

(em grau de porcelana) em seguida o material foi cromatografado em 60,0 g de silica gel 60

(@ 0,04 — 0,20 mm). A coluna possuia 5 cm de altura e um didmetro de 6 cm. Utilizou-se os

solventes Hexano, diclorometano, Acetona e Metanol puros € em misturas binérias 1:1. A

série de elui¢do pode ser conferida na Tabela 10.
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Tabela 10 — Descricao do gradiente de elui¢do do tratamento cromatografico de TERA-S

Eluente Fracao Peso (mg)
Hexano 1 50
hexano/ CH,Cl, 1:1 2 962,5
CH,Cl, 3 632,2
CH,Cl,/Acetona 1:1 4 3752
Acetona 5 537
MeOH 6 77,8
Total 6011,5

6.4.3.1 Fracionamento cromatogrdfico e isolamento de TE-1

94

A fracdo 2 (962,5 mg), oriunda da coluna filtrante de TERA-S por eluicdo em

Hexano/CH,Cl, foi recromatografada utilizando-se 46,0 g de silica gel como fase

estaciondria, em uma coluna de 3 cm de didmetro e uma altura de 14 cm. A eluicdo se deu

através da adicdo de hexano, CH,Cl, e MeOH em diferentes propor¢des, foram coletadas 78

fracdes de 10 mL cada. Apds a andlise por camada delgada, as fracdes foram reagrupadas,

como mostra a Tabela 11.

Tabela 11 - Dados referentes aos pesos das fragdes obtidas no tratamento cromatografico de F2

(Hexano/ CH,Cl, 1:1)

Fracdo Peso (mg)
1-12 41,8
13-23 106,5
24-32 201,2
33-41 108,0
42-48 108,3
49-78 30,3
Total 596,1
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Foram obtidos 106,5 mg (F: 13-23) do fracionamento de F2, este foi submetido
novamente a cromatografia utilizando-se como fase estaciondria 17,05 g de silica gel em
uma coluna de 2 cm de didmetro e uma altura de 21,5 cm. Os solventes utilizados para a
eluicdo foram Hexano, CH,Cl, e MeOH em diferentes proporcdes. Foram obtidas 98 fracdes

que foram analisadas por CCD e reagrupadas conforme a Tabela 12.

Tabela 12 - Dados referentes aos pesos das fracdes obtidas no tratamento cromatografico de F (13-23).

Fragao Peso (mg)
1-39 14,3
40-58 7,1
59-86 40,4
87-109 27,9
Total 89,7

A fracdo F (5§9-86) foi solubilizada em MeOH/H,0O (75:25), filtrada e analisada por
CLAE, num sistema isocratico de MeOH/H,0O (75:25) com fluxo de 4,72 mL/min e com
tempo de eluicdo de 15 minutos. Foram coletados dois picos com tempo de retencdo em
aproximadamente 15 minutos conforme a Figura 49. Do experimento um dos picos
apresentou-se puro, denominado TE-1, e foi identificado como 2’,6’-dimetoxi-4’,5’~(2",2”-

dimetil)-piranochalcona.

Figura 49 - Cromatograma de Isolamento de TE-1
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6.4.3.2 Fracionamento cromatogrdfico e isolamento de TE-2

Uma parte da fracdo F (33-41) 60 mg oriunda de F2 foi submetida ao fracionamento
em cromatofolhas de aluminio (cromatografia em placa preparativa). Apds o processo a
silica resultante foi lavada com CH,Cl, e filtrada dando origem a TE-2, que foi caracterizada

como sendo praecansona B.
6.4.3.3 Fracionamento cromatogrdfico e isolamento de TE-3

A F(3) 632,2 mg oriunda da coluna filtrante de TERA-S por eluicio em CH,Cl,
100% foi submetida a cromatografia utilizando 38,8 g de gel de silica como fase estaciondria
em uma coluna de 7 cm de altura e 6 cm de didmetro. Como fase mdvel foram utilizados os
solventes Hexano, CH,Cl, AcOEt e MeOH em diferentes proporcdes, coletadas em fracdes

de 10 mL. A série de eluicdao € mostrada na Tabela 13.

Tabela 13- Gradiente de eluicao do tratamento de F (3).

Eluente Fracgdes
Hexano 1
Hexano/ CH,Cl, 9:1 2-17
Hexano/ CH,Cl, 8:2 18-28
Hexano/CH,Cl, 6:4 29-40
Hexano/ CH,Cl, 1:1 41-53
CH,Cl, 54-81
CH,Cl/AcOEt 9:1 82-93
CH,CIl,/AcOEt 8:2 94-100
CH,Cl,/AcOEt 6:4 101-106
CH,Cl,/AcOEt 1:1 107-112
CH,Cl,/AcOEt 3:7 113-118
AcOEt 119-126
AcOEt/MeOH 1:1 127-132

MeOH 133-146
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As fracdes foram analisadas por CCD e reagrupadas em sete novas fragdes como

mostra a Tabela 14.

Tabela 14 - Dados referentes aos pesos das fragcdes obtidas no tratamento cromatografico de F (3).

Fracdo Peso (mg)
1-57 11,6
58-59 1,7
60-97 389.,9
98-112 91,7
113-122 26,9
123-136 39,4
137-146 58,2
Total 625,4

A fragdo F (98-112) 91,7 mg foi recromatografada utilizando-se 24,4g de silica gel
como fase estaciondria em uma coluna de 2 cm de diametro e 18 cm de altura. Os solventes
utilizados para eluicdo foram Hexano, AcOEt e MeOH em diferentes propor¢des. Foram
obtidas 84 fracdes de aproximadamente 10 mL cada. As fra¢es foram analisadas por CCD e

reagrupadas em cinco novas fracdes conforme a Tabela 15.

Tabela 15- Dados referentes as fracdes e suas respectivas massas do fracionamento de F (98-112).

Fracao Peso (mg)
1-33 3,1
34-54 23,2
55-58 4,7
59-69 21,9
70-84 25,8
Total 78,8

A fracdo F (59 - 69) 21,9 mg, proveniente do fracionamento de F (98 - 112) foi

cromatografada em resina sephadex utilizando-se como fase mével o solvente MeOH em
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uma coluna de 1 cm de didmetro e 23,5 cm de altura. O fracionamento resultou em 30

fragdes que foram analisadas por CCD e reorganizadas conforme a Tabela 16.

Tabela 16- Dados referentes as fracdes e as massas do fracionamento de F (59-69).

Fracao Peso (mg)
1-13 8,7
14-19 9,0
20-30 1,6
Total 19,3

A fracdo F (14-19) apresentou-se pura e foi identificada como sendo 5-metoxi-

2°°,2”’-dimetilpirano-(5°,6’:7,8)flavona, também conhecida como pongaflavona.
6.4.3.4 Fracionamento cromatogrdfico e isolamento de TE-4

A fracdo F (60-67) 389,9 mg oriunda do fracionamento de F(3) foi submetida a um
processo cromatografico em 23,1 g de silica gel como fase estacionaria. Como fase movel
utilizou-se os solventes Hexano, AcOEt e MeOH em diferentes proporcdes. Ao final, foram
obtidas 127 fracdes que foram analisadas por camada delgada e reagrupadas conforme a

Tabela 17.

Tabela 17- Dados referentes as fragdes e as massas do fracionamento de F (60-67).

Fracao Peso (mg)
1-23 13,1
24-30 58,3
31-43 26,3
44-59 215,1
60-67 22,0
68-103 5,5
104-127 7,1

Total 347.4
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A fracdo F (44-59) 215,1 mg se mostrou parcialmente solivel em acetona, assim,
solubilizou-se a amostra em acetona e o precipitado foi separado da solugdo resultante por
filtracdo, dando origem a F (44-59 Acetona) 97,8 mg. Entdo, F (44-59 Acetona) foi
cromatografada em resina sephadex em uma coluna de 2 cm de didmetro e 18 cm de altura.
Como fase mével utilizou-se CH,Cl,/MeOH 1:1 O fracionamento resultou em 48 fragdes

que foram analisadas por camada delgada e reorganizadas conforme a Tabela 18.

Tabela 18- Dados referentes as massas do fracionamento de F (44-59).

Fracao Peso (mg)
1-12 13,9
13-24 61,8
25-27 7,5
28-36 6,3
37-48 4,0
Total 93,5

A fragdo F (13-24) 61,8 mg proveniente de F (44-59) foi recromatografada em resina
sephadex em uma coluna de 1,5 cm de didmetro e 16 cm de altura. O eluente utilizado na
fase moével foi CH,Cl,/MeOH 1:1. O fracionamento resultou em 31 fracdes que foram

analisadas por CCD e reagrupadas como pode ser observado na Tabela 19.

Tabela 19- Dados referentes as fracdes e as massas do fracionamento de F (13-24).

Fracao Peso (mg)
1-15 3,1
16-21 29,7
22-31 22,4
Total 55,2

A fracio F (22-31) 22,4 mg mostrou-se pura e foi identificada como sendo

12a-hidroxirotenona.
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O Fluxograma 3 mostra a rota esquemadtica de obtencdo das substancias TE-1,

TE-2, TE-3 e TE-4.

Fluxograma 3 - Rota esquematica do isolamento de TE - 1 a 4

TERA-S (6,29 g)

Hexano/CH,Cl, (962.5 g) CH,Cl, (632.2 g)
F: 13-23 F: 33-41 F: 98-112 F: 60-67
(106.5 g) (49,9 g) (91,7 g) (389.9 9)
F: 59-86 Separac;ﬁo cm F: 59-69 F: 59-86
(404 g) Cromatofolhas de (21,9 ) (215.1 g)
alumineo
CLAE

TE-3 F: 59-86

71;:3'1 TE-2 (9,0 mg) (acetona)
(L9 m9) (7,5 mg) (97.89)
F: 13-24

(614 g

TE-4

(22,4 mg)
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6.4.4 Fracionamento cromatografico do extrato TETE

62,0 g de TETE foram submetidos a particio com os solventes organicos hexano,
CH,Cl, e AcOEt, respectivamente originando trés novas fragdes TETE-H (7,5 g), TETE-D
(3,9 g) e TETE-A (1,9 g).

6.4.4.1 Fracionamento cromatogrdfico de TETE-D e isolamento de TE-5

A fragdo TETE-D (3,9 g) proveniente da particdo diclorometano do extrato etandlico
dos talos de T. egregia foi cromatografada sobre 7,19 g de gel de silica em coluna
cromatogriafica com o didmetro 6,0 cm. Como fase estaciondria utilizou-se os solvente
Hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH em diferentes proporcdes. A serie de eluicdo pode ser

conferida na Tabela 20.

Tabela 20 - Series de elui¢do do fracionamento de TETE-D

Eluente Fracgdes

Hexano 1
Hexano/CH,Cl, 1:1
Hexano/CH,Cl, 7,5:2,5
CH,Cl,
CH,Cl,/AcOEt 7,5:2,5
CH,CI,/AcOEt 1:1
CH,Cl,/AcOEt 7,5/2,5
AcOEt
AcOEt/MeOH 2,5/7,5
AcOEt/MeOH 1:1
AcOEt/MeOH 7,5/2,5
MeOH

O o0 9 O B B~ W

Y —y
o = O
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A fracdo F (8), 251,5 mg) eluida em AcOEt foi solubilizada em MeOH/H,0 (60:40),
filtrada e analisada por CLAE, num sistema isocratico de MeOH/H,O (65:35) com fluxo de
4,72 mL/min com aproximadamente 10 minutos de tempo de elui¢ao. Foram coletados trés
picos, onde um deles se mostrou puro, denominado TE-5, 5-hidroxi-8-(1°°,2"’-epoxi-3’’-

hidroxi-3’’-metilbutil)-7-metoxi--flavona relatado pela primeira vez na literatura.

Figura 50 — Cromatograma de Isolamento de TE-5
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6.5 Teste de Atividade Gastroprotetora e Determinacio dos niveis de Hemoglobina

Os testes de atividade gastroprotetora foram feitos em parceria com o Laboratério de
Farmacologia da Universidade Federal do Ceard, campus Sobral, sob coordenagdo da

professora Mirna Marques Bezerra.

Os animais utilizados foram camundongos Swiss fémeas com peso variando de 25 a
30 g, para que a andlise fosse feita de forma correta os animais foram mantidos em jejum por
18h. Utilizou-se grupos de camundongos, onde estes foram pré-tratados com veiculo
(branco-salina, 0,3 mL/30 Kg, v.0), com T. egregia (2, 20 e 200 mg/Kg, v.0) ou ranitidina

(0,2 mL/animal, v.0).
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Ap6s 60 minutos administrou-se etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0), decorridos 30
minutos os animais foram sacrificados e os estdbmagos analisados. Lesdes hemorragicas ou
ulcerativas foram medidas e comparadas ao percentual da drea géstrica determinada com o
auxilio de um programa de planimetria computarizada (Image J 1.42q do Wayne Rasband

National Institutes of Health, USA).

Os estdmagos previamente utilizados no teste gastoprotetor foram pesados e
guardados em freezer a -20°C. Para medir os niveis de hemoglobina utilizou-se um kit
padrao para hemoglobina (Bioclin), contento reagente de Drabkin’s (ferrocianeto de potassio

em pH fracamente alcalino).

As amostras de tecido do estomago foram homogeneizadas em solucdo de Drabkin
(100 mg de tecido/1 mL de solucdo). Logo apds, as amostras foram centrifugadas a 10.000
rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi retirado, filtrado e novamente centrifugado nas

mesmas condigdes.

A concentracdo de hemoglobina/100 mg foi determinada a partir da curva padrdo de
de hemoglobina sendo a leitura feira em ELISA com absorbancia de 540 nm. Os resultados

foram expressos em pug de Hb/100mg de tecido.

6.6 Teste de Atividade Citotoxica

Os testes de atividade citotoxica foram realizados em parceria com o Laboratorio
Nacional de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara pela professora Dra.

Claudia do O Pessoa.

Foram utilizadas as amostras de células tumorais PC3 (cancer de prostata) HCT-116
(célon - humano), SF-295 (Gliobastoma), cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA),
tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e

1 % de antibiéticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,. As
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amostras foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) puro estéril e testadas na

concentragdo de 5 pg/mL.

Foi utilizado o método do MTT, que testa mais de 10.000 amostras a cada. Tendo a
capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma andlise
colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente

nas células metabolicamente ativas.

As células foram plaqueadas na concentragdo de 0,1 x 10° cél/mL para as linhagens
PC3 e SF-295, € 0,7 x 105 cél/mL para a linhagem HCT-116. As placas foram incubadas por
72 horas em estufa a 5% de CO, a 37 °C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e
o sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solu¢do de MTT (sal
de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida ap6s dissolucao do
precipitado com 150 pul. de DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595 nm. Os
experimentos foram analisados segundo a média *+ desvio padrio da média (DPM) da

porcentagem de inibi¢cdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.



CONCLUSAO




Conclusdo 106

7. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico dos extraos de 7. egregia culminou no isolamento e
identificacdo de cinco metabdlitos secunddrios. O trabalho confirma a natureza flavonoidica
conforme o perfil quimico ja esperado para o género.

Foram identificados cinco flavonoides, um rotenoide, 12a-hidroxirotenona, duas
chalconas, praecansona B e 2’,6’-dimetoxi-4’,5’-(2°’,2”’-dimetil)piranochalcona e duas
flavonas, a pongaflavona e a 5-hidroxi-8-(2°°.3*’-ep6xi-3°’-hidroxi-3’’-metilbutil)-7-
metoxiflavona, este dltimo relatado pela primeira vez.

Embora o extrato das folhas e caules ndo tenha obtido um resultado satisfatério, o
extrato etandlico das raizes se mostrou eficaz frente a lesdes gdstricas induzidas por etanol
reduzindo o exudato ulcerativo em 75%, se mostrando mais eficiente que a ranitidina. E
também na diminuicdo dos niveis de hemoglobina, esta atividade pode ser atribuida a
natureza anti-inflamatdria descrita em plantas ricas em compostos flavonoidicos.

Apesar de o resultado do teste in vitro ter se mostrado promissor em relacdo aos
metabdlitos isolados, o extrato das raizes, bem como a substincia denominada TE-5, obteve
atividade citotéxica moderada sendo importante estudar a origem desta.

Tendo em vista, os relatos da literatura e o resultado da atividade anti-inflamatdria
(gastoprotetora) leva-nos a crer que 7. egregia € uma fonte potencial de composto bioativos

e que a continuidade de sua investiga¢do quimica e bioldgica € bastante promissora.
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