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RESUMO

Amburana cearensis A.C. Smith (sin. Torresea cearensis Fr. All) é uma arvore
tipica da caatinga nordestina, popularmente conhecida como imburana-de-cheiro ou cumaru,
caracterizada por sua casca vermelho-pardacenta e odor peculiar agradavel, atribuido a
cumarina. Apresenta relevante importancia econdmica, sobretudo na carpintaria e perfumaria,
e inestimavel valor medicinal (propriedades terap€uticas contra afeccdes respiratorias
cientificamente comprovadas), todavia esta espécie sofre ameaca de extingdo devido ao
extrativismo predatorio. Em virtude da necessidade de elaboragdo de um modelo de
exploragdo auto-sustentdvel de A. cearensis, foi proposto um estudo integrado Quimica-
Agronomia-Farmacologia. Este trabalho relata a abordagem fitoquimica da pesquisa
interdisciplinar, visando o isolamento, a purificagdo e a caracterizagdo estrutural de novos
constituintes quimicos da planta adulta (silvestre), bem como a identificagdo e a quantificagao
de compostos quimicos ja conhecidos, considerados biomarcadores, em espécimens jovens de
diferentes meses de desenvolvimento (cultivados). As investigagdes quimicas da planta
silvestre de A. cearensis foram realizadas com os extratos etandlicos da casca do caule,
coletadas no municipio de Quixeramobim-CE, e das sementes, adquiridas no comércio de
Fortaleza-CE. Os extratos etanolicos foram submetidos a particdes liquido-liquido,
cromatografias convencionais (adsor¢ao-gel de silica e exclusao- gel de dextrana) e modernas
(HPLC-fase reversa), resultando no isolamento e identificacdo de: A. Cumarinas- 6-hidroxi-
cumarina e protocatecuato de 6-cumarila; B. Acidos fenélicos- dcido vanilico e 4cido (E)-o-
cumdrico; C. Flavondides- quercetina, formononetina, e os biflavondides amburanina A e B;
Amburosidios- amburosidio A, ferulato de 6”-amburosila, protocatecuato de 6”-amburosila,
galato de 6”-amburosila, acetato de 6”-amburosila, sinapato de 6”-amburosila e vanilato de
6”-amburosila. Os espécimens cultivados de A. cearensis, divididos em parte aérea e
xilopodio, foram extraidos com etanol e submetidos a uma metodologia quimica semelhante a
adotada para a planta silvestre. Da parte aérea foram obtidos cumarina, aiapina, amburanina
B, isocampferidio, acido vanilico e 4cido (E)-o-cumdrico glicosilado, enquanto que do
xilopddio foram isolados &acido p-hidroxi-benzoico, acido (Z)-o-cumarico glicosilado e
amburosidio B. As substancias quimicas isoladas tiveram suas estruturas elucidadas por
métodos fisicos (ponto de fusdo e rotacdo Optica) e espectrométricos (Espectrometria na
regido do Infravermelho, Espectrometria de Massa e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e
1C, incluindo técnicas uni e bidimensionais), além de compara¢io com dados da literatura.
Os extratos etandlicos da planta silvestre (casca do caule) e de espécimens cultivados (parte
aérea e xilopodio) foram quimicamente comparados através de analises por HPLC,
empregando-se método cromatografico validado (linearidade, precisdo, exatiddo, fator de
recuperagdo aceitaveis) e utilizando-se padrdes de acido protocatecuico, acido vanilico,
cumarina ¢ amburosidio A, obtidos em estudos anteriores. Amburosidio A foi o constituinte
majoritario do extrato da planta silvestre. Nos espécimens jovens, acido vanilico e cumarina
revezaram-se como principais componentes, dependendo da parte e da idade da planta
estudada.
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ABSTRACT

Amburana cearensis A.C. Smith is a typical tree of the northeastern Brazil flora
designated “caatinga”. It is popularly known either as “imburana-de-cheiro” or “cumaru” and
characterized by its red-gray bark of peculiar and pleasant smell due to coumarin. Despite 4.
cearensis relevant economical (particularly for carpentry and perfumery) and medicinal
importance (therapeutic properties against respiratory affections scientifically proved), it is
one of the plant species treated of extinction due to predatory extractivism. Taking in account
the necessity of elaborating a sustainable plan of exploitation it was suggested an integrated
study covering the chemical, agronomical and pharmacological aspects of 4. cearensis.

This work reports the phytochemical component of the interdisciplinary study pursuing the
isolation, purification and structure characterization of new secondary metabolites of the wild
adult plant, as well as the identification and quantification of the already known chemicals,
considered the plant biomarkers, from young cultivated specimens at different developmental
stages. The chemical investigation of adult wild plants was performed with the ethanol extract
from barks of A. cearensis collected at Quixeramobim County, Ceara state, and the hexane
extract of seeds purchased from herbal stores at Fortaleza. The ethanol extracts were
submitted to liquid-liquid partition, conventional (silica gel adsorption and gel exclusion with
dextran) and modern (HPLC) chromatography leading to the isolation and characterization of:
A. Coumarins 6-hydroxy-coumarin, 6-coumaryl protocatechuate, acid; B. Phenol Acids-
vanillic acid, o-coumaric; C. Flavonoids- quercetin, formononetin, amburanin A and B;
Amburosides- amburoside A, 6”-amburosyl-ferulate, 6”-amburosyl-protocatechuate, 6-
amburosyl-galate, 6”-amburosyl-acetate, 6”-amburosyl-sinapate and 6”-amburosyl-vanillate.
The cultivated specimens, separated in aerial part and xylopode, were extracted with ethanol
and submitted to the same methodology employed for the wild plant. From the aerial part
were isolated coumarin, ayapin, amburanin B, isokaempferide, vanillic acid, (£)-o-coumaric
acid glucoside, while from the xylopode were isolated p-hydroxy-benzoic acid, (Z)-o-
coumaric acid glucoside and amburoside B. All chemical substances had their structures
elucidated through physical (mp and optical rotation) and spectroscopical methods (IR, MS
and NMR, including uni and bidimensional techniques) and comparison to the literature
wherever the case. The ethanol extracts from either wild or cultivated (aerial part and
xylopode) plants were compared by HPLC through a validated chromatographic method
(acceptable linearity, precision, accuracy and recovering factor) using as standard the
protocatechuic acid, vanillic acid, coumarin and amburoside A, obtained from the previous
studies. Amburoside A was the major component of wild plant, while coumarin and vanilic
acid take turns as the principal metabolites of cultivated young plants depending on the plant
part and plant age.
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L. INTRODUCAO

Amburana cearensis A.C. Smith (sin. Torresea cearensis Fr. All), pertencente a
familia das Leguminoseae Papilionoideae (Fabaceae), ¢ uma arvore frondosa, tipica da
caatinga nordestina, especialmente do Ceard, onde ¢ conhecida como imburana-de-cheiro,
cerejeira ¢ cumaru. Embora nativa do sertdo nordestino, 4. cearensis pode ser encontrada em
praticamente toda América do Sul (do Peru a Argentina), juntamente com a outra
representante do género, Amburana acreana, presente principalmente no sudoeste da Floresta
Amazonica. 4. cearensis pode atingir até¢ 15 m de altura e 50 cm de didmetro, caracterizando-
se por possuir flores brancas, vagem achatada e escura, além da casca aromatica com odor
peculiar de cumarina. Suas sementes sao escuras, aladas e exalam também um forte cheiro de

cumarina (semelhante a baunilha) (CARVALHO, 1994).

Do ponto-de-vista econdmico, 4. cearensis apresenta valiosa importancia comercial
dado as suas varias aplicagdes, particularmente empregada em carpintaria e perfumaria.
Comercializada com o nome de cerejeira-do-nordeste, sua madeira ¢ utilizada na fabricagdo
de moveis, portas, e caixotaria devido a sua reconhecida durabilidade. As sementes servem
como aromatizantes e repelentes de insetos para roupas e estantes (MAIA, 2004). Aquino et
al. (2005) propdem a aplicacdo do p6 da madeira em tonéis de aguardente de cana-de-acucar
com o objetivo de acelerar o processo de maturacao da bebida, devido a riqueza de compostos
fenolicos. Na medicina popular, a casca do caule ¢ utilizada na preparagdo de "lambedos"
caseiros para o tratamento de doengas respiratdrias. Industrialmente, a forma farmacéutica
disponivel ¢ o xarope de cumaru o qual é produzido pelo Programa Farmdcias Vivas,

Farmacia-Escola/UFC e empresas privadas como a Selachii e Bionatus (MATOS, 2002).

Em virtude do difundido uso de A. cearensis para fins terapéuticos, tornou-se
indispensavel a realizacdo de estudos cientificos que justificassem a sua indicagdo para o
tratamento de afecg¢des respiratorias. Assim, desde o inicio dos anos 90, s3o realizados testes
farmacologicos visando a determinagao das propriedades terapéuticas desta planta. Através de
ensaios pré-clinicos, foram comprovadas as atividades broncodilatadora, analgésica,
antiinflamatéria do extrato hidroalcodlico das cascas do caule de A. cearensis, o qual
demonstrou ser isento de toxicidade, em doses terapéuticas, garantindo eficacia e seguranga

ao seu uso no tratamento de asma, bronquite, gripes e resfriados (LEAL et al., 1997 e 2003).

Ao passo que se avancavam as pesquisas farmacologicas, paralelamente, surgiu a

necessidade de se conhecer melhor a quimica desta espécie, até entdo limitada a cumarina,
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isocampferidio e alguns poucos compostos quimicos (3,4-dimetoxi-cinamato de metila,
afrormosina, 7-hidroxi-8,4’-dimetoxi-isoflavona, 24-metilenocicloartanol, B-sitosterol e 6-
hidroxi-cumarina), sendo a primeira apontada a priori como Unica responsavel pelas

propriedades biologicas descritas (BASTOS, 1983).

Deste modo, a fim de se descobrir os supostos principios ativos de A. cearensis, foi
proposta a realizagdo de um estudo quimico, concomitante aos ensaios farmacoldgicos,
visando o isolamento, purificacdo e a caracterizagdo estrutural de substancias quimicas
presentes na casca do caule e sementes, devido ao emprego medicinal destas partes botanicas.
A casca do caule, coletada no municipio de Quixeramobim-CE, e as sementes, adquiridas no
comércio de Fortaleza-CE foram pulverizadas e submetidas a extracdo com etanol,
separadamente. Cromatografias convencional, gel de silica ou dextrana, ¢ moderna (HPLC-
fase reversa), foram adotadas para o isolamento e purificagdo das substancias, sendo suas
estruturas quimicas elucidadas por métodos fisicos (ponto de fusdo e rotacdo Optica) e
espectrométricos (Espectroscopia na regido do Infravermelho, Ressonancia Magnética
Nuclear de 'H e ">C e Espectrometria de Massa), além de comparacdo com dados da

literatura.

A investigacdo quimica da casca do caule de 4. cearensis resultou no isolamento
de 7 substancias: amburosidio A, protocatecuato de 6-cumarila, 4dcido vanilico, quercetina,
formononetina, ¢ os biflavondides amburanina A e B. A prospec¢do das sementes revelou a
presenca de 9 substancias: 6-hidroxi-cumarina, acido (E)-o-cumarico, acido vanilico, e seis
amburosidios (C-H), acetato de 6”-amburosila, protocatecuato de 6”- amburosila, ferulato de
6”-amburosila, galato de 67-amburosila, vanilato de 6”-amburosila e sinapato de 6”-

amburosila.

A abundante ocorréncia de flavonoides descrita para A. cearensis motivou a
realizacdo de um levantamento bibliografico sobre a ocorréncia botanica, tipos estruturais e
atividades biologicas exibidas por biflavonoides. Esta revisdo propiciou ainda a construcdo de
um banco de dados de RMN "°C de biflavonoides, representando uma atualizagio do livro
“Carbon-13 of Flavonoids”- (Autor: AGRAWAL, P.K. Editora: Elsevier. Ano: 1989),

principal fonte de consulta de dados espectroscopicos desta classe quimica.

O éxito alcangado nas pesquisas quimicas e farmacologicas do extrato de A.
cearensis € seus constituintes intensificou o uso medicinal desta planta, tanto a nivel caseiro

como pela produgdo de seu fitoterapico, em escala industrial (Fig. 1, p. 4). Esta crescente
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demanda no emprego da casca do caule de 4. cearensis tem provocado uma séria ameaca para
a existéncia da espécie num futuro ndo muito distante, visto que a mesma ja € classificada

como espécie em perigo de extingdo (HILTON-TAYLOR, 2000 apud RAMOS et al., 2004).

A fim de evitar possiveis conseqiiéncias nefastas do extrativismo predatorio de A.
cearensis, foi desenvolvido um projeto de pesquisa interdisciplinar Agronomia-Quimica-
Farmacologia visando a proposicao de um modelo de exploragdo racional e auto-sustentavel
de A. cearensis. Desta iniciativa surgiu a proposta de substituicdo da planta adulta silvestre
por espécimens jovens, cultivados sob pardmetros agrondmicos controlados, de forma a
conciliar a preservacdo da espéciec e o seu uso comercial, sobretudo pelo mercado
farmacéutico. Além de que a producao de mudas poderia ser utilizada no reflorestamento de
areas degradadas. Faz-se mister salientar que a idéia da troca da planta silvestre pela cultivada
foi inicialmente aventada pelo Prof. Francisco José de Abreu Matos, a exemplo do que foi
idealizado para Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-sertao) no seu livro sobre implantagao

do programa Farmdcias Vivas (MATOS, 2002).

Este estudo integrado e multidisciplinar, financiado pelo Banco do Nordeste, CNPq,

CAPES e pela FUNCAP, constou de trés fases:

Fase 1 (agronomia)- germinacdo de sementes e produgdo de plantas jovens, realizada pelo

Prof. Antonio Marcos Esmeraldo Bezerra, no Departamento de Fitotecnia-UFC.

Fase 2 (quimica)- no Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica, foram efetuados a

preparacdo e fracionamento dos extratos etanolicos das plantas jovens; quantificagdo dos
teores de substancias quimicas comuns aos extratos da planta silvestre e da planta cultivada
(acido protocatecuico, acido vanilico, cumarina e amburosidio A); e isolamento e
caracterizacgdo estrutural de substancias presentes nos extratos das plantas jovens: amburanina
B, isocampferidio, aiapina, amburosidio B, 4cido p-hidroxi-benzobico, acido (E)-o-cumadrico

glicosilado e o seu estereoisomero acido (Z)-o-cumarico glicosilado.

Fase 3 (farmacologia)- avaliacio farmacologica comparativa entre o extrato da planta

silvestre e os extratos das plantas cultivadas em diferentes estagios de crescimento, realizada

pela Prof®. Luzia Kalyne de Almeida Moreira Leal, no Departamento de Farmacologia-UFC.

Em virtude da falta de padronizac¢do cronica dos fitoterapicos nacionais, a pesquisa
contemplou ainda o desenvolvimento de um método de andlise quimica qualitativa e
quantitativa para extratos e produtos comerciais de 4. cearensis, como mecanismo de garantia

de qualidade e atoxicidade dos mesmos, em doses terapéuticas.
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Além disso, 4. cearensis teve seu potencial bio-herbicida investigado num ensaio de
inibicao da germinagdo de alface, efetuado pelo Prof. Antonio Marcos Esmeraldo Bezerra. O
extrato aquoso das sementes, dotado de atividade alelopatica, foi quimicamente caracterizado

(BEZERRA et al., 2001).

O presente trabalho, confeccionado segundo as normas preconizadas pela ABNT
(Associacao Brasileira de Normas Técnicas), ¢ composto por onze capitulos: Introducao
(cap. I), Consideracdes Botanicas- Familia Leguminoseae Papilionoideae e a Espécie A.
cearensis (cap. II), Revisdo Bibliografica- Biflavonoides (cap. IlI), Validag¢do de
Metodologia Analitica (cap. IV), Resultados e Discussdo: Determinagdao Estrutural (cap V),
Proposta Biogenética de Formacgdo das Substancias Isoladas (cap. V1), Valida¢do de Método
Cromatogrdfico (cap VII), Breve Abordagem Farmacoldgica do Estudo Interdisciplinar de A.
cearensis (cap. VIII) e Atividade Alelopatica (cap. 1X), Parte Experimental (cap. X) e
Conclusao (cap. XI).

Fotos: Prof. Edilberto R. Silveira

Figura 1- Fotos digitais das formas exploradas comercialmente de A. cearensis, com fins
medicinais: casca (a dir.) e xarope (2 esq.)

OBJETIVOS DO ESTUDO QUIMICO DE 4. CEARENSIS

* Continuagdo do estudo fitoquimico das cascas do caule e sementes;

e Avaliagdo quimica comparativa dos extratos etandlicos de A. cearensis (planta
silvestre e cultivada);

e Validagdao de método cromatografico para doseamento de 4 constituintes de extratos
de A. cearensis;

* Andlise quantitativa e caracterizagdo quimica dos extratos de plantas jovens

farmacologicamente ativos.
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II. CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1. Consideracoes botanicas sobre a familia L.esuminoseae papilionoideae (Fabaceae)

A familia Leguminoseae, também denominada Fabaceae, ¢ caracterizada pelo fruto
na forma de vagem, sendo composta por cerca de 740 géneros inseridos em trés subfamilias,

facilmente distinguiveis por caracteres vegetativos:
e Mimosoideae- apresenta folhas bipinadas e glandulas, suas flores sdo actinomorficas;

e C(Caesalpinoideae- apresenta folhas paripinadas, sem glandulas, suas flores sdo
variaveis;
e Papilionoideae- apresenta folhas imparipinadas e flores zigomorficas

Leguminoseae Papilionoideae ¢ a mais numerosa das subfamilias, detendo
aproximadamente 500 géneros e mais de 10.000 espécies divididas em 31 tribos. Seus
representantes estdo distribuidos em todo o globo terrestre, majoritariamente nos tropicos
americanos e africanos (RIBEIRO et al., 1999). Esta subfamilia ¢ tida como a mais evoluida,
sendo ainda caracterizada pela prefloragdo imbricado-descendente da corola e a posi¢ao
infletida do eixo radicula-hipocétilo, em relacdo aos cotilédones (BARROSO, 1991). As
espécies apresentam folhas compostas, alternas, raramente opostas (somente Platymiscium e
Taralea), com um pulvino na base do peciolo e um pulvinulo para cada foliolo. Geralmente,
apresentam estipulas na base das folhas e estipelas entre os foliolos. Os foliolos podem ser
opostos, subopostos ou alternos de margem inteira. Possuem um foliolo terminal, isto ¢, sdo
imparipinadas. Exsudacdo vermelha ¢ comum, mas rara nas outras duas subfamilias

(RIBEIRO et al., 1999).

A inflorescéncia pode ser racemo ou panicula, normalmente portando bracteas e
bractéolas. As flores sdo bissexuais, zigomorficas, com cinco sépalas unidas (RIBEIRO,
1999). A corola possui de uma a cinco pétalas livres, formando um arranjo papilionaceo, ou
seja, semelhante a uma borboleta, sendo considerado o tipo mais evoluido. Ha uma pétala
superior chamada de estandarte ou vexilo, o qual pode ser oblongo, reniforme ou orbicular.

As pétalas laterais sdo denominadas alas e as inferiores sdo as carenas (BARROSO, 1991).

As flores tipicas sdo lilases e bem vistosas a luz ultravioleta, sdo providas de néctar e
pélen como recompensa para os visitantes. H4 um s6 carpelo, o ovario ¢ supero, podendo

haver mais de um 6vulo.
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Por tratar-se de uma leguminosa, o fruto ¢ uma vagem com uma ou mais sementes,
podendo ser deiscente ou ndao. A superficie pode ser glabra ou pubescente, até urticante. O

fruto pode ser espesso ou achatado, seco ou carnoso, sendo, as vezes, alado.

As sementes e frutos de muitos géneros s3o fontes nutricionais ricas em
carboidratos, proteinas e vitaminas, como ¢ caso do feijao, da soja e da ervilha. As madeiras
de espécies de Dipteryx, Hymenolobium e Dalbergia sao empregadas na construgao civil e na

marcenaria (RIBEIRO et al., 1999).

2.2. Consideracoes botanicas sobre Amburana cearensis A.C. Smith

O taxon Amburana é formado por apenas duas espécies, A. acreana Ducke e A.
cearensis A.C. Smith, as quais possuem grande importincia econdmica e medicinal.
Enquanto que a primeira espécie apresenta-se na forma arborescente de alto fuste, ocorrendo
em matas altas e fechadas, 4. cearensis assume a forma arbustiva de fuste curto,

predominando em formagdes vegetais tropicais a subtropicais secas (CARVALHO, 1994).

Nativa do sertdo nordestino, A. cearensis é encontrada ainda nos Estados de Minas
Gerais, Espirito Santo, Tocantins e da Regido Centro-Oeste. Contudo, a outra espécie do
género, A. acreana, tem sua distribui¢ao restrita ao sudoeste da floresta amazdnica (Rondonia,
Acre e Amazonas) (LORENZI, 1992). Ha registros de sua ocorréncia em outros paises:
Argentina (norte), Bolivia (sul), Paraguai e Peru (nordeste) (LEITE, 2005). A figura 2 mostra

o mapa de distribuicdo da espécie na América do Sul (Fig 2, p. 8).
De acordo com Pio Corréa (1984), A. cearensis pode ser descrita como:

Arvore regular, até 15 m de altura e 50 cm de didmetro; casca grossa, suberosa, gordurosa, aromatica,
vermelho-pardacenta e que se desprende em finas ldminas; ramos novos cilindricos; folhas alternas,
irregularmente pinadas, composta de 11-15 foliolos alternos, peciolados, ovados, arredondados no
apice ¢ na base, inteiros, nervura dorsal saliente; flores brancacentas ou branco-amareladas, ou
amarelo-palido, aromaticas, pequenas, dispostas em racimos axilares, multiflorida; ovario longo-
estipitado; fruto vagem achatada, escura, quase preta, contendo uma semente alada e rugosa. Fornece
madeira de alburno branco-acinzentado e cerne amarelo-castanho, normalmente avermelhado e com
tons verde-azeitona, assetinada, raios e poros fracamente visiveis.

Carvalho (1994) descreve A. cearensis como arvore caducifoélia que demonstra
certas particularidades dependendo do habitat. Na Caatinga, seu porte ¢ de 3-10 m de altura e
a copa ¢ achatada e curta, todavia na Floresta Pluvial Tropical, esta planta pode atingir até 40

m, sendo sua copa alta, larga e umbeliforme (Fig 3, p. 10).
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Figura 2— Mapa de distribuicdo de espécimens de A. cearensis na América do Sul: 1.
Nordeste (BRA); 2. Sudeste (BRA); 3 ¢ 4. Centro-Sul (BRA); 5. Oeste (BRA, ARG e PAR) ¢
6. Oeste (BRA, BOL e PER). (LEITE, 2005).

A. cearensis recebe diferentes designagdes populares em diversas localidades:
ambaurana (SP), baru (SE), cumaru-do-ceard, cumaru-das-caatingas (MG), imburana-de-
cheiro (CE, BA, PE, RN e SE), louro-ingd, umburana (BA, RN), angelim (MS), cerejeira-
rajada, cumaré (CE, BA, PE, RN e PB), roble criollo (ARG), tumi (BOL) e palo trébol (PAR).
(CARVALHO, 1994).

No Nordeste, o periodo de floragdo de A. cearensis ocorre no inicio da estacao seca,
entre maio e julho, e a frutificacdo se d4 de agosto a outubro, apds a perda de suas folhas
(MAIA, 2004) (Fig 4, p. 10). A flora¢do e a frutificacdo sdo observadas apds 10 anos de
plantio. No Brasil, os espécimens sdo encontrados numa faixa de altitude entre 20-800 m, em
regides nas quais o indice pluviométrico e a temperatura média anual podem variar de 500-

1700 mm e 19-29 °C, respectivamente. Mesmo sendo uma espécie heliofila, A. cearensis
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cresce favoravelmente em niveis de sombra acima de 56%, em sua fase inicial de

desenvolvimento (CARVALHO, 1994).

As plantulas de A. cearensis desenvolvem uma hipertrofia subterranea, denominada
xilopddio, que contribui para reserva de dgua e nutrientes necessarios para o desenvolvimento
da espécie, nos primeiros anos de vida (LIMA, 1989). Cunha e Ferreira (2003) confirmam que
a tuberosidade da raiz constitui-se numa estratégia adaptativa, a qual dota a planta de um alto
poder de rebrotamento, em caso de dano a parte aérea. O xilopodio apresenta-se carnoso,
napiforme e de coloragdo vermelha. Aos 9 meses, o tubérculo atinge 3 cm de didmetro e emite

numerosas raizes fibrosas, longas e finas (CARVALHO, 1994) (Fig. 5, p. 11).

A. cearensis € freqiientemente confundida com a espécie Dipteryx odorata devido a
denominacdo popular comum cumaru, além de ser equivocadamente classificada como
pertencente aos géneros Pterodon ou Stryphnodendron (PIO CORREA, 1984). Ja o termo
imburana costuma provocar iguais equivocos na identificagdo, por se referir também a
Commiphora leptophloeos (Burseraceae), conhecida comumente como imburana-de-espinho

(MAIA, 2004) (Fig. 6, p. 11).
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Fotos: Prof. Edilberto R. Silveira

Figura 3- Fotos digitais de diferentes partes de 4. cearensis: (A) sementes, (B e C) flores, (D
e E) frutos, (F) galhos.

Fotos: Prof. Edilberto R. Silveira

Figura 4- Fotos digitais de um espécimem adulto silvestre de 4. cearensis: estacdo chuvosa
(a esq.) e periodo de estiagem (a dir.)
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Fotos: Prof. Edilberto R. Silveira

Figura 5- Fotos digitais de A. cearensis cultivada:
6 meses de desensvolvimento (a dir.)

Extraido de MAIA, 2004

Figura 6- Fotos de Dipterix odorata (a esq.) e Commiphora leptophloeos (a dir.).
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

L. BIFLAVONOIDES

3.1. Caracteristicas fundamentais e Relevincia

Os flavonodides figuram entre as classes de substancias quimicas de maior ocorréncia
botanica, sendo contabilizados em niimeros superiores a seis mil exemplares (HARBORNE e
WILLIAMS, 2000). Sua estrutura quimica ¢ facilmente reconhecida pela presenca de um
esqueleto aromatico C¢-C3-Cs, um anel cromano (anel benzénico-A + anel heteronuclear-C)
ligado a um anel benzénico (anel B) (ROBBERS et al., 1997). Fisicamente, apresentam-se
geralmente como so6lidos amarelos, justificando o emprego do termo grego flavus, porém sao
encontrados também com coloragdo vermelha, azul e até mesmo incolor (SIMOES et al.,

1999).

Biossinteticamente, os flavonoides sdo obtidos pela convergéncia de duas vias
biogenéticas formadas a partir da acetil-CoA e do acido chiquimico, as quais geram
respectivamente os duas unidades fundamentais para a origem dos flavonoides: malonil-CoA

(3 moléculas) e p-cumaroil-CoA (ROBBERS et al., 1997).

Nas plantas, os flavonodides assumem importantes papéis fisiolégicos como: defesa
contra insetos € microorganismos, protecao contra raios ultravioleta, agcdo alelopatica, inibi¢ao
de enzimas e atracdo de agentes polinizadores, entre outros (HARBORNE e¢ WILLIAMS,
2000).

Sob o ponto de vista econdmico, os flavondides despertam grande interesse
comercial por parte das industrias alimenticias, corantes e sobretudo farmacéutica, devido as
suas comprovadas atividades farmacoldgicas: antiinflamatoria, antioxidante, antitumoral,

antiviral, etc (HARBORNE e WILLIAMS, 2000).

As inimeras possibilidades de arranjos estruturais, em virtude dos diferentes padrdes
de oxigenacdo, metilagdo, glicosilagdo e dimerizagdo dos flavondides resultam numa gama
elevada de compostos flavonoidicos, os quais podem ser classificados nas seguintes
categorias: aurona, chalcona, flavana, flavanol, flavanona, flavanonol, flavona, flavonol,

isoflavona e antociano (Quadro 1, p. 14).

1. Auronéide- composto derivado da 2-benzilidenocumaranona, o qual pode exibir

estereoquimica (E) ou (2).
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2. Chalcondide- composto formado pelo nucleo fundamental 1,3-diarilpropano, o qual pode

ser carbonilado, olefinico ou hidroxilado.

3. Flavana-estrutura quimica contendo uma fenila ligada ao anel benzopirano, na posicao 2.
4. Flavanol- flavana hidroxilada na posicao 3.

5. Flavanona (di-hidro-flavona)- flavonoide cetonico com carbonila na posi¢ao 4.

6. Flavanonol (di-hidro-flavonol)- flavanona hidroxilada na posi¢ao 3.

7. Flavona- anel heterociclico com carbonila a,B-insaturada.

8. Flavonol- flavona hidroxilada na posi¢do 3.

9. Isoflavonéide- flavondide portando a fenila posicionada no carbono 3.

10. Antociano- flavondide catidnico, cuja carga positiva se encontra posicionada no oxigénio

do anel heterociclico.

Flavonol (8) Isoflavonoide (9) Antociano (10)

Quadro 1- Esqueletos basicos das diferentes subclasses de flavondides
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Os biflavonoides sdo espécies diméricas formadas por mondmeros idénticos ou
distintos, os quais podem ainda ser mistos quanto a categoria das unidades e podem
apresentar varios tipos de conectividades entre si. A possiblidade de atropisomerismo
(estereoisomeria de eixo) entre os mondmeros também contribui para a diversidade de

estruturas biflavonoidicas (SIMOES et al., 1999).

Estima-se que a quantidade de biflavonoides seja superior a duzentas substancias,
dispersas principalmente entre as plantas gimnospermas e angiospermas, das quais se
destacam as familias Guttiferae, Ochnaceae e Anacardiaceaec. Entre os géneros, os
biflavonodides sdo abundantes nas espécies de Selaginella (Selaginellaceae), Calycopteris
(Combretaceae), Daphne (Thymelaeaceae), Lophira e Ochna (Ochnaceac) (BARBOSA,
2003).

A nomenclatura dos biflavonoides ¢ feita de modo analogo a dos flavonoides
monoméricos, obedecendo a mesma ordem de numeragao. No entanto, ha duas possibilidades
de denominacao dos anéis aromaticos: na primeira, as unidades sdo referidas através de
algarismos romanos (I e II), na segunda, a estrutura ¢ subdividida em dois conjuntos de anéis
(1- A, B e C; 2- D, E e F). As posi¢des sdo diferenciadas apenas pelo acréscimo de linhas
sobrescritas (”’). Os carbonos 9 ¢ 10 também podem ser chamados 8a e 4a, respectivamente

(SIMOES et al., 1999).

Figura 7- Estruturas quimicas da biflavona amentoflavona, numeradas sob duas formas

Os biflavonodides sdao substiancias polares, soluveis em solventes hidrofilicos
(metanol, DMSO, piridina), por isso suas metodologias de isolamento, em geral, requerem a
aplicacdo de cromatografias de adsor¢do de fase reversa (octadecilsilano, ciano) e de exclusao

(Sephadex LH-20) (SIMOES et al., 1999).
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3.2. Ressondncia Magnética Nuclear de *C
Tendo em vista que o livro intitulado “Carbon-13 of Flavonoids” (AGRAWAL,

1989), uma das fontes bibliograficas mais completas de dados de RMN "*C de biflavonoides,
encontrava-se bastante defasado quanto a descoberta de dezenas de novos exemplares da
classe, foi efetuada uma minuciosa revisdo bibliografica de biflavondides, visando uma

. ~ ;. 13 . , .
atualizacdo dos dados espectroscopicos de “C das novas entidades quimicas desta classe.

O Scifinder, uma base de dados que reune informacgdes registradas no Chemical
Abstracts, foi a ferramenta de pesquisa empregada para catalogar os 188 biflavonoides
naturais, de origem vegetal, descritos na literatura no periodo de 1988-2006, resultando num
banco de dados cujos deslocamentos quimicos estdo localizados juntos aos respectivos
carbonos, existentes em cada estrutura quimica. E vélido ressaltar que, no levantamento, nio
constam biflavonéides inéditos cujos dados de RMN "°C ndo estavam disponibilizados nas
publicacdes correspondentes ou ainda de titulos cuja aquisicdo tornou-se impraticavel ou
inacessivel, em virtude da parca distribuicdo do periddico. Além disso, foram incluidos
também biflavondides conhecidos cujos dados ndo haviam sido descritos entre os 69

biflavonoides da referéncia supra-citada.

Na tabela 1 (p. 46), foram listados os numeros correspondentes as estruturas
biflavonoidicas, as quais foram divididas em subclasses (Quadro 1, p. 14) e classificadas por
tipo de conectividade, juntamente com o nome da espécie botinica da qual foi obtida a

substancia, a referéncia consultada e o solvente deuterado utilizado no experimento.

A seguir sio apresentados os deslocamentos quimicos de RMN "*C caracteristicos
de cada subclasse de flavondides e comentados os possiveis efeitos de (des)blindagem que
justificam os valores encontrados. Esta discussdo foi baseada no livro “Carbon-13 of

Flavonoids” (AGRAWAL, 1989)

3.2.1. Subclasses de biflavondides

a. Aurona

A absor¢do da carbonila (C-4) ¢ registrada geralmente entre 6 185-178. Os carbonos
C-2 (monohidrogenado e exociclico- oc., 148-145) e C-3 (ndo-hidrogenado- oc.3 113-105) sdo
carbonos olefinicos, os quais apresentam uma significativa diferenca de deslocamento
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quimico devido a oxigenacdo do C-3 e a conjugacdo do oxigénio com a dupla-ligagao,

aumentando a densidade eletronica do C-2 (protecao).

Biauronoéide

Bichalconoéide

b. Chalcona

Todos os sinais de uma chalcona sdo observados entre ¢ 195-90, sendo a carbonila
facilmente identificada pela absorc¢ao entre 0 195-187. O sinal do carbono C- em o6 147-136
para um carbono sp> nio-funcionalizado é justificado pelo efeito mesomérico retirador da
carbonila. O sinal de C-a aparece em ¢ 129-116, como ndo ¢ um valor de J caracteristico, sua
atribuicao ¢ feita sob auxilio do espectro de HMBC. Nas di-hidrochalconas (chalcanona), a
absor¢ao da carbonila se d4 em torno de 6 207-203, porque ndo ocorre blindagem da ligagao
dupla como ocorre nas chalconas. Os deslocamentos quimicos dos carbonos C- a ¢ C-J3,
ambos metilénicos, sdo observados numa regido compativel com a de carbonos sp>: §47-39 ¢

32-29, respectivamente.
¢. Flavana

O anel heteronuclear de uma flavana ¢ desprovido de carbonila, logo os sinais
associados aos carbonos C-2, C-3 e C-4 sao todos de carbonos Sp3 (0c2 79-74; 6c3 31-29 ¢
Oc4 26-19). O efeito indutivo retirador do oxigénio, elemento entre os mais eletronegativos,

justifica o maior deslocamento quimico para C-2.
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128,0

1258 70,9
33,3

Biflavanol

Biflavana

d. Flavanol

Em virtude de sua hidroxilagdo, o C-3 (6 70-65) de um flavanol torna-se nitidamente
desblindado, quando comparado ao carbono correlato de uma flavana. Contudo, seu
deslocamento quimico ainda mostra-se inferior (Ad= 12-15) ao exibido por C-2 (6 82-77), em
virtude deste ultimo carbono, também monoxigenado, sofrer maior influéncia dos efeitos a e
B de desprotecao do anel B. O carbono metilénico (C-4) apresenta um sutil incremento no seu
deslocamento quimico (6 33-24), em relagdo ao C-4 da flavana (J 26-19), em razao do efeito

B de desprote¢do da hidroxila .
e. Flavanona

Tendo em vista que as flavanonas possuem o anel C saturado € um grupo cetona
postado na posicao 4, os deslocamentos quimicos caracteristicos deste tipo de flavonoides sao
atribuidos ao carbono oximetinico (C-2: 6 80-71), ao carbono metilénico (C-3: 6 47-39), e a
carbonila (C-4: 6 198-186). No entanto, a absor¢ao de C-2 depende de substituintes presentes
nas posicdes 2’ e 6’ (anel B). Sendo o anel B ndo substituido nestas posi¢des, a absorc¢ao fica
em torno de & 79, enquanto que C-2’ ou C-6’ oxigenados, C-2 se torna mais blindado (6 75)
em razao de um efeito y de prote¢do, exercido pelos oxigénios. A absor¢ao da carbonila sofre
forte desblindagem por uma hidroxila posicionada no C-5, devido a possibilidade de

quelacdo.
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116,0 114,5 55,5

HO

129,2

OCHj
56,0

Biflavanona

Biflavanonol
f. Flavanonol

A hidroxilagdao na posi¢do 3 produz uma desblindagem no carbono C-3 (Ao +30),
mas também no carbono C-2 (AJ +5), em relagdo a uma flavanona. O deslocamento quimico

da carbonila permanece praticamente inalterado.

g. Flavona

A dupla-ligagdo entre os carbonos C-2 e C-3 provoca um incremento significativo
nos valores de deslocamento quimico destes carbonos (A +86 e + 64, respectivamente),
quando comparados aos registrados para flavanona. C-3 apresenta absor¢do compativel com a
de carbono sp® (& 113-102), todavia C-2 em razio de ser oxigenado exibe maior desblindagem
(0166-157). Como a carbonila se torna o,p-insaturada, percebe-se uma blindagem em relagao
ao C-4 de uma flavanona (A -13), atribuida ao efeito mesomérico doador, produzido pela

conjugacao com o enol-éter (C-4: 6 183-175).

OH O

HO

160,3 553

113,9

176,3
Biflavonol

Biflavona
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h. Flavonol

A introducao de uma hidroxila no carbono C-3 afeta sensivelmente as absorgoes de
C-2 (Ao +17) e C-3 (A0 +32) e apenas levemente C-4 (AJ +5), em relacdo aos deslocamentos
quimicos observados para uma flavona. Entretanto, at¢é mesmo no carbono C-9 observa-se o

efeito da hidroxilac¢do (Ao -5).
i. Isoflavona

Os deslocamentos quimicos dos carbonos C-2 e C-3 sdo particularmente afetados
pela troca da posicao de ligagdo da fenila: & 155-150 e 126-122, respectivamente. Isto €, os
carbonos sofrem efeitos opostos, (Adc2 +10 e Adc; -10). A absorgdo da carbonila (C-4) ndo se
altera (0 181-174), a menos que exista uma hidroxila no carbono C-2’, a qual pode provocar
uma desblidagem (Adcs +3), decorrente da possivel formag¢do de ponte de hidrogénio
intramolecular entre a hidroxila e a carbonila. No entanto, a técnica de RMN 3C- DEPT135
permite a identificagdo inequivoca de uma isoflavona através da exibicdo de um sinal em o

155-150, associado a carbono sp® oxigenado e hidrogenado (C-2).

100,0

Bi-isoflavonodide
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Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith Q|



HO OH
OH
157,2
O
156,5
1161 1309 OH
1339 )
108,3 y
OH
1152
HO 116,0
OH
158,4
OH
146,6
142,5
OH

E OCH,604
a0 878 _OCH; 60
120,1 147,0
11,4 139,7
1466 OH
OH

Bichalconoide

116,2
HO
OH
159,0
OH
116,5
158,9
128,7
108,8 111,0
HO 1332 \
166,7 1321 1293
1146 1193 1293 8,6
103,9
167,5
——0201,4

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith Q29



115,9

1291 1165

23

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith Q73



194,1
o}

14,7 1187

134,3

O OH
205,6 o OH

1135 1173

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith Q4



Biflavana

128,0

1258
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Tabela 1- Relagdo dos biflavondides descritos na literatura, contendo os tipos de
conectividade (conectiv.), as fontes botanicas (espécie), os solventes empregados para

obtencdo dos espectros de RMN e as referéncias correspondentes.

Biflavondide Conectiv. Espécie Solvente Referéncia
1-2 (3—98) Daphne odora CD;COCD; TANIGUCHI et al, 1996
3 (2°—>06) Pilotrichella flexilis CD;SOCD;  BRINKMEIER et al, 2000
4 (3°—>6) Cycas beddomei CD;COCD;  RANI et al, 1998
5-6 (3-9) Berchemia zeyheri CDCl, BEKKER et al, 2000
7 (5-5) Aulacomnium palustre CD;SOCD;  HAHN et al, 1995
8 (a—o) Lophira lanceolata CD;COCD; TIHetal, 1988
9 Ochna macrocalyx CD;COCD; TANG etal, 2003
10-11 Lophira lanceolata CD;COCD;  TIH et al, 1990
12 Glycyrrhiza uralens MeOD BAl et al, 2003
13 (a—3) Lophira lanceolata CD;COCD;  TIH et al, 1989
14-15 Ochna afzelii CD;COCD; PEGNYEMB et al, 2001
16 Ochna calodendron CD;COCD; MESSANGA et al, 1994
17 Ochna afzelii CD;COCD; PEGNYEMB et al, 2001
18 Lophira alata CD;COCD; MURAKAMI et al, 1992
19 Ochna calodendron CD;COCD; MESSANGA et al, 1994
20-21 (a—5) Ochna calodendron CD;COCD; MESSANGA et al, 1994
22 Ouratea flava CD;COCD;  MBING et al, 2003
23 (B—3") Dracaena cinnabari MeOD MASAOUD et al, 1995
24 (3-3) Rhus pyroides CD;COCD;  MDEE et al, 2003
25 (34 Luxemburgia octandra ~ CD;COCD;  CARVALHO et al, 2004
26 (3—5) Rhus pyroides CD;COCD;  MDEE et al, 2003
27-28 (4-5) Rhus pyroides CD;COCD; MDEE et al, 2003
29 Rhus pyroides CDCl, MASESANE et al, 2000
30 (4°—>5) Rhus pyroides CD;COCD; MDEE et al, 2003
31 (6—98) Dorstenia prorepens CDCl; ABEGAZ et al, 2002
32 Calycopteris floribunda  CDCl; MAYER, 2004
33 Calycopteris floribunda  CD;SOCD;  WALL et al, 1994
34-35 Calycopteris floribunda ~ CDCl; MAYER, 2004
36 Calycopteris floribunda ~ CDCl; MAYER et al, 1999
37-38 Calycopteris floribunda CDCly WALL et al, 1994
39 Calycopteris floribunda CDCly MAYER et al, 1999
40 Calycopteris floribunda CDCly MAYER, 2004
41 Calycopteris floribunda CDCly MAYER et al, 1999
42 Calycopteris floribunda CDCly MAYER, 2004
43-44 Calycopteris floribunda  CDCl; MAYER et al, 1999
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Biflavonoide Conectiv  Espécie Solvente Referéncia

45-46 (2’—98) Vitis vinifera MeOD FOO et al, 1998

47 Potentilla viscosa CD;COCD; ZHANG et al, 1998

48-49 4—4) Acacia melanoxylon CD;COCD;  FOO, 1989

50-53 (4-9) Acacia galpinii CDg BENNIE et al, 2002

54-55 (2-2) Ochna macrocalyx CD;COCD;  TANG et al, 2003

56 (2°—>6) Pilotrichella flexilis CD;SOCD;  BRINKMEIER et al, 2000
57-58 (3-3) Wikstroemia indica MeOD NUNOME et al, 2004

59 (REY)) Garcinia livingstonei MeOD MBWAMBO et al, 2006
60 (3’->3%) Pilotrichella cuspidata CD;SOCD; SEEGER et al, 1992

61 (3°>4) Ochna obtusata CD;COCD; RAOetal, 1997

62 Ochna beddomei CD;COCD;  JAYAPRAKASAM et al, 2000
63 (3°>—6) Schinus tebenthefolus MeOD KASSEM et al, 2004
64-65 (3->7) Quintinia acutifolia CD;COCD; ARYASENA, 2004

66 (3°—8) Lophira lanceolata CD;COCD;  TIH et al, 1989B

67 (4°—06) Cycas beddomei CD;COCD;  RANI et al, 1998

68 Cycas beddomei CD;COCD; JAYAPRAKASAM et al,2000b
69 (2—98) Vahlia capensis CD;COCD; MAIJINDA et al, 1997

70 (2°>4) Pseudotsuga menzitsii MeOD FOO et al, 1992

71 (6—8) Ouratea multiflora CDCls FELICIO et al, 2001
72-73 (2>—6) Plagiomnium undulatum CD;SOCD; RAMPENDAHL et al, 1996
74 (2°>98) Mnium hornum CD;SOCD;  BRINKMAIER et al, 1999
75 Philonotis fontana CD;SOCD;  GEIGER et al, 1989

76-77 (3—06) Aristolochia ridicula CD;SOCD; MACHADO et al, 2005
78-79 Stephania tetrandai CDCl; SIetal, 2001

80 (3°>3) Homolothecium lutescens CD;SOCD;  SEEGER et al, 1993

81 (3°—>6) Selaginella delicatula CD;SOCD;  LIN et al, 2000

82 Selaginella willdenowii CD;SOCD; SILVA et al, 1995

83 Selaginella delicatula CD;SOCD;  CHEN et al, 2005

84 Selaginella delicatula CD;SOCD;  LIN etal, 2000

85 Dysoxylum lenticellare CD;SOCD;  HEetal, 1996

86 Selaginella willdenowii CD;SOCD;  SILVA etal, 1995

87 Selaginella delicatula CD;SOCD;  CHEN et al, 2005

88 Rhytidiadelphus squarrosus ~ CD;SOCD;  SEEGER et al, 1990

89 (3-8 Selaginella willdenowii CD;SOCD; SILVA et al, 1995

90 Caesalpinia pyramidalis CD;COCD; BAHIA et al, 2005

91 Bartramia stricta CD;SOCD;  GEIGER et al, 1995

92 Plagiomnium cuspidatum MeOD ANHUT et al, 1989
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Biflavonéide Conectiv. Espécie Solvente Referéncia

93-94 (3’—>8) Araucaria angustifolia MeOD FONSECA et al, 2000
95 Calophyllum inophylloide ~ CsDsN GOH, 1992

96 Calophyllum venulosum CD;COCD; CAOetal, 1997

97-98 Calophyllum venulosum CD;COCD; CAOetal, 2001

99-101 Calophyllum venulosum CD;COCD; CAOetal, 1997

102-103 (4°—>4) Lonicera japonica CsDsN KUMAR et al, 2005

104 Origanum syriacum CD;SOCD;  EL-DESOKY et al, 2004

105-106 (4 —98) Lanaria lanata CD;SOCD;  DORA etal, 1991

107-108 Ouratea semiserrata CD;SOCD;  VELANDIA et al, 2002

109 (6—6) Ouratea spectabilis CD;SOCD;  FELICIO et al, 1995

110 (6—98) Ouratea nigroviolacea CD;COCD;  MBING et al, 2006

111 (6—8) Ouratea nigroviolacea CD;SOCD;  MBING et al, 2006

112 (6—8) Ouratea spectabilis CD;SOCD;  FELICIO et al, 1995

113 (8—8) Cupressocyparis leylandii CD;SOCD;  K.-BARANOWSKA et al, 1999

114-115 Juniperus communis CD;SOCD;  INATOMI et al, 2005

116 (7-7) Chimarris turbinata MeOD CARDOSO et al, 2005

117 (8—>98) Pentagramma triangularis CDs;SOCD;  ROITMAN et al, 1993

118 (B—6) Lupinus albus MeOD SAKASAI et al, 2000

119-121 Dracaena cinnabarii MeOD MASAOUD et al 1995

122 (a—6) Ouratea flava CD;COCD;  MBING et al, 2003

123 (3-3) Lophira lanceolata CD;COCD;  TIH et al, 1989

124-125 Ochna integerrima CD;COCD; KAEWAMATAWONG et al, 2002

126-127 (3°—>98) Pentagramma triangularis ~ CD;COCD;  IINUMA et al, 1994

128 Pentagramma triangularis CD;COCD;  IINUMA et al, 1997

129 Pentagramma triangularis CD;SOCD;  ROITMAN et al, 1993

130-131 Pentagramma triangularis CD;COCD; IINUMA et al, 1997

132-133 (2-98) Daphne odora CD;COCD; TANIGUCHI et al, 1996

134-135 Daphne acutiloba CD;COCD; TANIGUCHI et al, 1998

136-137 (3—98) Daphne odora CD;COCD; BABA etal, 1995

138-139 Wikstroemia sikokiana CD;SOCD; BABA etal, 1994

140-141 (2-98) Daphne genkwa CD;SOCD;  BABA etal, 1993

142-143 Daphne odora CD;COCD; TANIGUCHI et al, 1996

144-145 (379 Wikstroemia sikokiana CD;SOCD;  BABA etal, 1994

146-147 Stellera chamaejasme CD;SOCD;  FENG et al, 2003

148 Garcinia kola CDs;SOCD;  HAN et al, 2005

149-151 Garcinia kola CD;SOCD;  KAPADIA et al, 1994

152-153 Gnidia involucrata CD;SOCD;  FERRARI et al, 2003

154 (3°>4) Ouratea sulcata CD;COCD; PEGNYEMB et al, 2005
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Biflavonéide Conectiv Espécie Solvente Referéncia

155 (2°—>8) Mnium hornum CD;SOCD;  BRINKMAIER et al, 1999
156 (2°—>8) Philonotis fontana CD;SOCD;  GEIGER et al, 1989

157 (2°>98) Bartramia pomiformis CD;COCD;  SEEGER et al, 1991
158-159 (379 Rheedia acuminata CD;SOCD;  Lletal, 2002

160 (3°>3) Homalothecium lutescens CD;SOCD;  SEEGER et al, 1993

161 (3’>4) Luxemburgia nobilis MeOD OLIVEIRA et al, 2002
162 Ochna integerrima CD;SOCD;  LIKHITWITAYAWUID, 2001
163 Ochna obtusata CD;COCD; RAOetal, 1997

164 (3°—>6) Caesalpinia pyramidalis CD;COCD;  BAHIA et al, 2005

165 Plagiomnium undulatum CD;SOCD; RAMPENDAHL et al, 1996
166-167 Selaginella delicatula CD;SOCD;  LIN etal, 2000

168 (3°>98) Cycas beddomei CD;COCD;  DAS et al, 2005

169 Amentotaxus yunnanensis CD;SOCD;  Lletal, 2003

170 Bartramia pomiformis CD;COCD;  SEEGER etal, 1991

171 Selaginella delicatula CD;SOCD;  CHEN et al, 2005

172 Plagiomnium cuspidatum MeOD ANHUT et al, 1989
173-174 Selaginella delicatula CD;SOCD;  CHEN et al, 2005

175 (4 —6) Selaginella willdenowii CD;SOCD;  SILVA etal, 1995

176 Cephalotaxus wilsoniana CsDsN KUO et al, 2002

177 (3—98) Garcinia kola CD;SOCD;  TERASHIMA et al, 1995
178 Calophyllum panciflorum CD;SOCD;  ITO et al, 1999

179 (3-4) Glycyrrhiza glabra CD;COCD;  Lletal, 2000

180 (3°>4) Ouratea sulcata CD;COCD; PEGNYEMB et al, 2005
181 (3°>7) Lophira alata CD;COCD;  TIH et al, 2006

182 (3°—>98) Aristolochia contorta CD;COCD; YU etal, 2005

183-184 Ginkgo biloba CD;SOCD;  HYUN et al, 2005
185-186 (7-7) Lippia alba CD;COCD;  BARBOSA et al, 2005
187 (3—79) Lupinus albus MeOD SAKASAI et al, 2000

188 (3-7) Lophira alata CD;COCD;  TIH et al, 2006
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3.2.2 Aspectos Estereoquimicos

% Atropisomerismo

O espectro de RMN "°C de um biflavonoide costuma provocar dubiedade na sua
interpretacdao devido ao elevado niimero de sinais, levando quase sempre o espectroscopista a
suspeitar de que a amostra ¢ uma mistura de flavondides monoméricos. Evidentemente que
um simples experimento de espectrometria de massa seria suficiente para dirimir esta divida.
Entretanto, a andlise se torna substancialmente complexa quando ocorre pareamento dos

sinais, em virtude da presenga de atropisomeros.

AtropisOmeros (grego: a= nao; ftropos= giro, rotacdo) sdao estereoisOmeros
conformacionais cuja quiralidade ¢ atribuida ao impedimento na rotacdo em torno de uma
ligagcdo simples, devido a existéncia de grupos volumosos. Os exemplos classicos sdo as
bifenilas. Em 1983, M. Oki definiu arbitrariamente as condi¢des de atropisomerismo:
isomeros separaveis com meia-vida de pelo menos 1000 s (16,7 min), ndo importando o valor

da barreira energética, a qual varia com a temperatura (ELIEL et al., 1994).

O atropisomerismo em biflavondides ¢ bem freqiiente em estruturas cujas unidades
estdo interligadas através dos carbonos C-3— C-8” (Ex.: estruturas 59, 129-139, 144-153,
158-159, 177-178 ¢ 187), tdo comum que passou a ser caracteristico para este tipo de
biflavonoide (HAN et al., 2005), muito embora este fenomeno também seja observado em

estruturas conectadas pelos carbonos (C-8— C-8”) (Ex.: 114 e 115) (INATOMI et al., 2005).

55,1
OCHj

158,9

113,6

Em geral, um experimento realizado sob aquecimento a 90 °C simplifica o espectro
devido ao desaparecimento das linhas espectrais duplicadas, facilitando a elucidagao
estrutural. Em alguns casos, como o da garcianina (177), os experimentos sdo efetuados a

150 °C (TERASHIMA et al., 1995).
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HAN et al (2005) realizaram um monitoramento do comportamento rotamérico por
espectroscopia de RMN °C de uma amostra do biflavondide GB-1 (148), obtido de Garcinia
kola, em diferentes temperaturas (-50, -30, 21, 23 ¢ 90 °C). A temperatura ambiente (21 e 23
°C), foram observados sinais pareados referentes a mistura de rotameros. Entretanto, em
extremos térmicos (-50 e 90 °C) foi constatada a existéncia de apenas um conjunto de sinais.
Este estudo, denominado de RMN dinamica, foi desenvolvido com diferentes solventes
deuterados (DMSO, piridina e acetona), sendo em todos observado o mesmo comportamento

(Fig 8, p. 53).

Estudos de RMN dinamica permitem uma boa compreensdo sobre a restricdo na
rotacao da ligagao entre os anéis C-I (C-3) e A-II (C-8), originado do impedimento estérico
de substituintes aromaticos, os quais restrigem a rotacdo em torno desta ligagcdo. Desta forma,
a temperatura ambiente coexiste um par de conformeros, em razdo da lenta interconversao
causada pela elevada barreira energética, resultando num espectro de RMN mais complexo,
cujos sinais aparecem dobrados. Entretanto, a medida que se eleva a temperatura, observa-se
que os sinais duplos tendem a se aproximar (alargamento dos picos), coalescerem (pico unico
alargado) e por ultimo obtem-se um sinal simples cuja absor¢ado corresponde a uma freqiiéncia
central as duas existentes anteriormente. Isto acontece porque o aquecimento acelera a
velocidade de interconversao, fazendo com que seja superada mais facilmente a barreira
energética, favorencendo a formagao exclusiva de um dos conformeros. O resfriamento pode,
em certos casos, gerar preferencialmente o conféormero mais estavel, implicando igualmente
numa simplificacdo do espectro de RMN. Este tipo de investigacdo pode ser feita tanto para
'H como para "*C, todavia como a faixa de deslocamento quimico deste Gltimo é mais ampla,
a temperatura de coalescéncia (T¢) ocorre em temperaturas mais altas. Além disso a
temperatura de coalescéncia ¢ dependente da freqiiéncia de andlise do espectrdmetro: quanto

maior a freqiiéncia do aparelho, maior serd Tc (FRIEBOLIN, 1991).

Da espécie Juniperus communis, foi isolado e purificado pela primeira vez um par
de atropisomeros (P ¢ M-114 e 115) de fonte natural, os quais mostraram estabilidade em

DMSO, mesmo submetidos a aquecimento a 50 °C (INATOMI et al., 2005).
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% Estereoquimica E/Z

A configuragdo da dupla ligagdo de uma aurona pode ser determinada através do
deslocamento quimico do carbono C-a, conforme o raciocinio aplicado por Geiger e
Markham (1992) para definicdo da estereoquimica Z para campylopusaurona, uma aurona-
flavanona isolada de Campylopus clavatus. Segundo estes autores, um deslocamento quimico
de 6 109,9 é compativel com C-a pertencente a dupla ligacdo com configuragdo Z. Ao
contrario, o deslocamento quimico previsto seria ao menos 10 ppm mais desblindado, devido

aos fatores estéricos.

Campylopusaurona
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Figura 8- Espectros de RMN °C de GB-1 (148) registrados em diferentes temperaturas e
solventes, obtidos num espectrometro Bruker (HAN et al., 2005). Observagdo: os parametros
de aquisicao e processamento dos experimentos nao foram divulgados.
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Extraido do artigo “Complete NMR assignments of the antibacterial biflavonoid GB1 from
Garcinia kola.” Chem. Pharm. Bull., v. 53, n. 8, p. 1034-1036, 2005.
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3.2.3 Metilacao e Acetilacao

Em virtude da alta polaridade dos biflavonoides, durante muito tempo os artificios
utilizados para o isolamento e a caracterizacdo destes compostos foram a metilacdo ou a

acetilacdo das hidroxilas fenolicas.

A acetilagdo de bichalconas isoladas de Dracaena cinnabari (23 e 119-121)
produziu fortes efeitos de blindagem no carbono ipso e de desblindagem nos carbonos orto e

para, da ordem de 4 -7 ppm (MASAOUD et al., 1995).

3.2.4 Glicosilacao

Biflavonodides glicosilados sdo tipos estruturais de ocorréncia muito rara, existindo

poucos relatos sobre a existéncia de heterosideos naturais: chimarrosideo (116)- Chimarris
turbinata (CARDOSO et al., 2005), (P) e (M) —cupressuflavona-4’-O--glicosideo (114 ¢
115)- Juniperus communis (INATOMI et al.,, 2005), ginkgetina e isoginkgetina-7-O-f3-
glicosideo - Ginkgo biloba (183 ¢ 184) (HYUN et al., 2005), 6’”-hidroxilofirona B-4’"-O-f3-
glicosideo (125) - Ochna integerrima (KAEWAMATAWONG et al., 2002) e procianidina B-
3, 3’-O-B-glicosideo - Potentilla viscosa (47) (ZHANG et al., 1998). No sitio de glicosilagao
do chimarrosideo, localizado no C-3 do fragmento de campferol, foram evidenciadas as
desblindagens do C-2 (A3 +9) e C-4 (Ad +2) e a blindagem do C-3 (Ad -3), em relacdo aos
valores encontrados para a aglicona (CARDOSO et al., 2005).

3.2.5 Conectividade

E sabido que a técnica de RMN bidimensional HMBC, quase sempre, fornece
inequivocamente a informa¢do da conectividade entre as unidades flavonoidicas, entretanto
um simples espectro de RMN *C-CPD pode ser 1til também para proposicio da interligagdo.
Como os carbonos C-6 e C-8 ndo substituidos, em biflavonoides 5,7-dioxigenados,
apresentam absorcdes entre o 90-100, deslocamentos quimicos com incrementos de 6,0-9,6
ppm (CHARI, 1977 apud SI et al., 2001), sdo indicios de que a conexao entre os mondmeros
se faz através destes carbonos, respectivamente. Desta forma, Si et al. previram a

conectividade de biflavonodides isolados de Stephania tetranda (SI et al., 2001).

Além disso, a conectividade pode ser muitas vezes determinada pelo conhecimento
prévio do tipo de ligagdo dos biflavondides relatados no género da espécie estudada.
Geralmente, espécies de Selaginella possuem biflavonodides interligados por carbonos C-

3’—>C-6 ou C-8” (81-84, 89, 166-167, 173-174) (LIN et al.,1999).
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3.2.6 Sulfatacio

O espectro de RMN "°C de um biflavonoide sulfatado é muito similar ao de um
analogo ndo-sulfatado, sendo quase superponiveis. No entanto, a identificagdo de um grupo
sulfato ¢ tranquilamente possivel devido aos significativos efeitos do grupo anidnico sobre os
carbonos ipso, orto e para. Morelloflavona-7-sulfato (158) e volkensiflavona-7-sulfato (159)
exibiram diferengas de deslocamentos quimicos no carbono ipso (Ad -6), orto (Ad +4) e para

(A5 +2) em relagdo aos seus congéneres hidroxilados no carbono C-7 (Li et al., 2002).

3.2.7 Biflavonoides atipicos

As bartramiaflavonas (91 e 157), biflavonoides isolados do musgo Bartramia
pomiformis e B. stricta, chamam a atencdo dos pesquisadores pela sua estrutura macrociclica,
inédita na natureza, a qual sob aquecimento a 250 °C ou solugdo fervente de H,SO4 20%,

converte-se numa forma acetal (SEEGER et al., 1991).
(0] OH

HO HO

Bartramiaflavona
157

As calycopteronas (32-44) exibem esqueleto original devido a existéncia de uma
carbonila no anel A, implicando em perda de aromaticidade, e conectividade entre os
mondmeros por meio de um anel tetra-hidrofurano. Propriedades citotoxicas sdo atribuidas a
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estas biflavanas, descritas apenas em Calycopteris floribunda (Combretaceae) (WALL et al.,
1994). Substancias semelhantes somente sdao encontradas na espécie Daphne genkwa
(Thymelaeaceae), as quais recebem a denominag¢do de genkwandis (140-143), todavia estes

ultimos sao biflavonoides mistos (flavana + flavanonol) (BABA et al., 1993).

HO

HO

Calycopterona Genkwanol
32 142
‘ ‘ OH

Comumente, os biflavonoides sdo interligados através de ligagdes diretamente entre

os carbonos aromaticos (C-C) ou ligagdes éter (C-O-C). No entanto, hd sete compostos (117 e
126-131), obtidos exclusivamente de Pentagramma triangularis (Pteridaceae), conectados por

ponte metilénica (IINUMA et al., 1994 ¢ 1997; ROITMAN et al., 1993).

Identificado em Glycyrrhiza glabra (Fabaceae), a licoagrodina (179) ¢ um
biflavonoide de estrutura quimica singular em razdo da presenca de dois anéis tetra-

hidrofuranos e trés grupos isoprenilas (Li et al., 2000).

Flavonoéide metilénico (128) Licoagrodina (179)

OH
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3.3. Atividade Biologica

Os biflavonodides sdo substancias reconhecidamente de alto valor farmacoldgico,
conforme se pode verificar através da abundancia de relatos de atividades bioldgicas

atribuidas aos mesmos (Tab. 2, p. 59).

Dentre os biflavonoides farmacologicamente ativos, merecem destaque a
amentoflavona, agathisflavona, ginkgetina, hinokiflavona, robustaflavona, rhusflavanona e
GB-1 (Quadro 2, p. 58), em razdo do expressivo nuimero de trabalhos cientificos que

demonstram suas atividades farmacologicas.

A amentoflavona e agathisflavona apresentaram afinidade por receptores
GABA/benzodiazepinicos, sendo fortes candidatos para o controle da epilepsia
(SVENNINGSEN et al., 2006). Atividades antivirais foram determinadas para os compostos
amentoflavona, agatisflavona, rhusflavanona e robustaflavona, em ensaios frente aos virus
Myxovirus influenzae (gripe), Herpes simplex (LIN et al., 1999) e HIV (LIN et al., 1997). A
acdo antiinflamatoria da ginkgetina foi demonstrada por meio do seu mecanismo de inibi¢do
da fosfolipase A; e cicloxigenase-2 (COX-2), representando uma alternativa promissora para

o tratamento de dermatites cronicas (LIM et al., 2006).

Os efeitos antiaterogénico (ADARAMOYE et al., 2005) e antioxidante (FAROMBI;
NWAOKEAFOR, 2005) exibidos por GB-1 (148) sugerem eficacia deste biflavonoide na
prevencao de distirbios cardiovasculares. GB-1 mostrou atividade antibacteriana contra cepas
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (HAN et al., 2005), enquanto que seu

derivado permetilado foi eficaz contra Mycobacterium tuberculosis, bactéria causadora da

tuberculose (LIN et al., 2001).

O potencial antineopléasico destes biflavonodides e andlogos j& foi avaliado com
sucesso, em testes de citotoxicidade frente a linhas de células tumorais (CHEN et al., 2005),
(LIN et al., 2000), (SILVA et al., 1995), (LIN et al., 1989) e mediante ensaios de inibi¢ao da
enzima DNA topoisomerase (GRYNBERG et al., 2002).
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Quadro 2- Estruturas de flavonodides farmacologicamente ativos
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Tabela 2- Relacao das atividades biolégicas demonstradas por biflavonéides.

Atividade Bioldgica

Referéncia

Antiaterogénica

Antibacteriana

Anticonvulsivante
Antifiingica
Anti-HIV

Antiinflamatoria

Antimalarica

Antiosteoporose

Antioxidante

Antituberculose

Antitumoral

Antiviral

Citotoxica

Inibidor de aflatoxina
Inibidor da aldose -redutase
Inibidor da DNA-topoisomerase

Leishmanicida

Tripanocida

ADARAMOYE et al, 2005
PEGNYEMB et al, 2005
HAN et al, 2005

TANG et al, 2003
MAJINDA et al, 1997
VERDI et al, 2004
BASILE et al, 1999
SVENNINGSEN et al, 2006
K.-BARANOWSKA et al, 1999
LIN etal, Y. 1997
SELVAM et al, 2004
LIM et al, 2006
NUNOME et al, 2004
WENIGER et al, 2004
WENIGER et al, 2006
LEE et al, 2006
YAMAGUCHI et al, 2005
FAROMBI et al, 2005
LIN, Y et al. 2001

ITO et al, 1999
MURAKAMI et al, 1992
LIN, Y et al, 1999

TANG et al, 2003

LIN, L.C et al, 2000
MAYER et al, 1999
SILVA et al, 1995

WALL et al, 1994

KUO et al, 2000

KUO et al, 2002

LIN, Y. et al1989
FELICIO et al, 2001
FELICIOet al, 1995
OLIVEIRA et al, 2005
GRYNBERG et al, 2002
WENIGER et al, 2004
WENIGER et al, 2006
MBWAMBO et al, 2006
WENIGER et al, 2006
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4. VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

Validagao ¢ o processo de certificacdo da credibilidade de um método analitico,
tendo como finalidade a obtencdo de evidéncia documentada de que o mesmo realiza a tarefa
para o qual ¢ indicado. A validagdo representa uma ferramenta imprescindivel para o controle
de qualidade de produtos industrializados ou in natura, para os quais espera-se que estejam
em conformidade com a legislagdo e atendendo aos desejos e exigéncias do consumidor.
Desta forma, faz-se necessaria a adocdo de metodologias analiticas que permitam a
comparabilidade e rastreabilidade dos produtos e a confiabilidade dos resultados das

medig¢des, levando-se em consideracdo custo e praticidade (LEITE, 2002).

A validagdo requer a avaliagdo dos seguintes parametros: seletividade, linearidade,

precisao, sensibilidade, limite de quantificacao e deteccao e exatidao (RIBANI et al., 2004).

4.1. Seletividade

A seletividade ¢ a capacidade de um método analitico de propiciar a separag@o e a
detecgdo das substancias de interresse, mesmo na presenga de interferentes. Assim sendo, em
cromatografia, um pico deve corresponder a um tnico componente sob investigagao (RIBANI

et al., 2004).

4.2. Linearidade

Um método apresenta linearidade quando produz respostas diretamente
proporcionais as concentracdes da substancia em andlise. Essa relagcdo ¢ observada através da
construcdo de uma curva de calibracdo, a partir das dreas dos sinais e suas respectivas
concentragdes, sendo necessarios no minimo 5 pontos (ndo incluindo o ponto zero na curva).

A curva gerada pode ser descrita por uma equacao do tipo y= ax + b (RIBANI et al., 2004).

4.3. Sensibilidade

A sensibilidade significa a capacidade do método de discriminar amostras contendo
teores de analito proximos. Entre dois métodos, o mais sensivel € aquele que possui a curva

de calibracdo com maior inclina¢do (LEITE, 2002).
4.4. Precisio

A precisdo ¢ a avaliacdo do grau de dispersdo dos resultados obtidos entre ensaios
independentes e repetidos de uma mesma amostra. Sua aferigdo ¢ feita através da

determinagdo do desvio padrao absoluto (o) ou de sua estimativa (s), em razdo do pequeno
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numero de medi¢des. Além disso, ha a possibilidade de “s” ser expresso em termos
percentuais, desvio padrado relativo (RSD%), também denominado de coeficiente de variagado

(CV).

RSD (%) ou CV =2 x100
X

Na validacdo de métodos, a precisdo pode ser analisada em trés niveis:

repetitividade, precisdo intermediéria e reprodutibilidade.

e Repetitividade (INMETRO) ou repetibilidade (ANVISA)- concordincia entre os

resultados de medicdes sucessivas de um mesmo método, realizadas sob as mesmas condigdes
analiticas (procedimento, analista, instrumento, local), em um curto periodo. As medigdes da
repetitividade sdo efetuadas a partir da mesma amostra, mas em preparagoes diferentes, sendo
também denominada de precisdo intra-ensaio ou intra-corrida. Entretanto, ¢ comum a
confusdo com outro termo adotado em validagdo: a precisdo instrumental, a qual ¢ medida
pela determinacdo do “s”

10) (RIBANI et al., 2004).

das respostas de injecdes repetitivas de uma mesma preparacao (=

e Precisdo intermediaria- € a avaliacdo das variagdes percebidas de um dia de anélise em

relacdo a outro ou resultantes da troca de um analista, visando a garantia de que o método

funciona satisfatoriamente, no laboratorio.

e Reprodutibilidade- concordancia entre os resultados das medi¢coes de uma mesma

amostra efetuadas sob condi¢des variadas (mudanga de laboratério) A TUPAC recomenda que

as analises sejam reproduzidas em pelo menos cinco laboratérios.

4.5. Limite de Deteccao (LD)

Representa a menor concentracdo da substancia de interesse que pode ser detectada,
mas nao necessariamente quantificada. Na pratica, ¢ determinado como sendo a concentragao
que produz um sinal equivalente a trés vezes o nivel do ruido produzido por uma solucao-
controle (“branco” analitico) ou estimado por pardmetros da curva analitica (RIBANI et al.,

2004).
LD=3,3xs/$S

Onde: s- estimativa do desvio padrdo da resposta ou coeficiente linear da reta e S- inclinagao

da curva analitica.
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4.6. Limite de Quantificacao (LQO)

O limite de quantificagdo (LQ) refere-se ao menor valor de concentragao
determinado para a substancia de interesse, respeitando-se a precisdo e a exatiddo do método
(LEITE, 2004). A determinacdo do LQ pode ser feita através da relagdo sinal-ruido
(influenciavel por condigdes experimentais) e parametros da curva analitica (estatisticamente

mais confiavel) (RIBANI et al., 2004).
LQ=10xs/S

Onde: s- estimativa do desvio padrdo da resposta ou coeficiente linear da reta e S-

inclinagdo da curva analitica.
4.7. Exatidao

A exatiddo corresponde ao grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio € um valor de referéncia, aceito como verdadeiro. A
avalia¢do da exatiddo pode ser realizada através do uso de material de referéncia, comparagao
de métodos, ensaios de recuperacdo e adicdo de padrdo. As determinagdes sdo efetuadas em
trés niveis de concentracdo (baixo, médio e alto), estando sempre associadas a valores de

precisao (RIBANI et al., 2004).
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5. DETERMINACAO ESTRUTURAL
5.1. Amburanina A (ACCE-5)

Cromatografias em gel de silica e Sephadex LH-20 da fragdo ACCE;AM, obtida por
parti¢do liquido-liquido do extrato etanolico das cascas do caule de 4. cearensis, forneceu 61
mg de um s6lido amorfo amarelo (pf. > 300 °C; [a]st = -3,2°, MeOH, c 0,05), denominado
ACCE-5 (item 10.1.6.7, p. 278).

O espectro de absor¢ao na regido do infravermelho (Fig. 9, p. 77) mostrou uma
banda larga em 3335 cm™, correspondente & deformagdo axial de ligagdo O-H, caracterizando
a presenca de hidroxila; absor¢io em 1641 cm™ relativa a deformagdo axial C=O,
evidenciando a existéncia de carbonila; bandas esqueletais em 1512 e 1440 cm’ de C=Carom.;
absorcdo em 1252 ¢ 1171 cm™ referentes as deformacdes axiais C-O e bandas em 955 ¢ 829

1 . . ~
cm  relacionadas a deformacgdo angular Cyrom-H.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds, Fig. 10, p. 77) mostrou quatro
dupletos em ¢ 7,25; 7,02; 6,72 ¢ 6,62 (2H, J = 8,4 ¢ 8,7 Hz), compativeis com dois sistemas
aromaticos para-dissubstituidos. Dupletos em ¢ 5,95 (H-6) e 5,86 (H-8) (1H, J = 2,0 Hz)
foram associados a hidrogénios meta-posicionados. Foram exibidos dois sinais como tripletos
em 03,29 (H-a) e 2,87 (H-B) (2H, J = 7,7 Hz) e ainda sete sinais simples em ¢ 13,17; 11,70;
9,77; 9,17; 6,51; 5,96 (1H) e 6 11,02 (2H). O espectro gs-COSY (Fig. 11, p. 78) permitiu
distinguir os hidrogénios pertencentes a cada anel benzénico para-dissubstituido, através dos
acoplamentos entre os sinais ¢ 7,25 (H-2°,6’) e 6,72 (H-3",5") (J = 8,4 Hz), bem como entre
os sinais em 67,02 (H-2,6’) e 6,62 (H-3,5”) (/= 8,7 Hz).

No espectro de RMN BC-CPD (125 MHz, DMSO-dj, Fig. 12, p. 78) foram
observadas 26 linhas espectrais, quatro das quais, ¢ 130,0 (C-2",6); 129,3 (C-2°,6"); 115,9
(C-3,5) e 115,6 (C-3°,5%), visivelmente mais intensas, foram associadas a carbonos
quimicamente equivalentes de anéis benzénicos para-substituidos, totalizando 30 carbonos.
Dois sinais em ¢ 203,7 (C-B’) e 192,2 (C-4) foram atribuidos a carbonilas ndo-conjugadas
(cetona ou aldeido), sugerindo a existéncia de duas unidades flavonoidicas. Além disso, oito
sinais em 0 167,7 (C-7); 166,7 (C-4”); 164,0 (C-2"); 163,5 (C-5); 162,2 (C-6); 161,3 (C-9);
159,5 (C-4°) e 156,4 (C-4"") foram relacionados a carbonos sp® oxigenados. Como nenhum
destes carbonos apresentava deslocamento quimico no intervalo 144 < o¢ < 148, deduziu-se

que a estrutura nao possuia carbonos oxigenados orto-posicionados.
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O espectro de RMN *C-DEPT135 (125 MHz, DMSO-d;, Fig. 13, p. 79) revelou a
existéncia de dois carbonos metilénicos, ao exibir os sinais em ¢45,3 (C-a) e 30,3 (C-B) com
amplitude negativa, em oposicao as sete linhas espectrais de carbonos mono-hidrogenados: os
quatro sinais mais intensos, além dos sinais em o 98,5 (C-5”); 97,5 (C-6) e 95,5 (C-8). Os
carbonos nao-hidrogenados, reconhecidos por subtracdo dos espectros obtidos pelas duas
técnicas de RMN °C, foram relacionados aos deslocamentos quimicos em & 131,8 (C-1");
124,5 (C-1°); 118,6 (C-2); 108,4 (C-37); 101,9 (C-17); 99,4 (C-10) e 80,5 (C-3), além
daqueles referentes aos oito carbonos sp” oxigenados. A auséncia dos sinais em §203,7 (C-p°)
e 192,7 (C-4) no DEPTI135 confirma que estas absorcdes sdo referentes a carbonilas de

cetonas.

A tabela 3 (p. 76) apresenta os deslocamentos quimicos de 'H e "°C, correlacionando
os hidrogénios aos seus respectivos carbonos, a partir de informagdes extraidas do espectro
HMQC (Fig. 14, p. 79), através do qual se pode notar que o singleto em ¢ 5,96 (H-5") foi o
unico dos sinais simples a apresentar correlagdo com um sinal de carbono, 6 98,5 (C-5"). Em
virtude da presenca de carbonos aromaticos oxigenados, os demais singletos foram atribuidos
a hidroxilas fendlicas, as quais tiveram suas posi¢des determinadas através do espectro

HMBC (Fig. 15, p. 80), segundo correlagdes dispostas na mesma tabela.

ACCE-5 apresentou o pico do ion molecular com m/z 558,4983 (calculado m/z
558,4891) no espectro de massa de alta resolucdo (EM-IE, Fig. 16, p. 83), correspondente a
formula molecular Cs;oH2,0;; (IDH=20), compativel com um esqueleto de biflavondide

composto por um fragmento de flavanonol e outro di-hidrochalconoidico.

O espectro HMBC forneceu evidéncias de uma unidade de flavanonol, através das
correlagdes entre os hidrogénios em 67,25 (H-2",6’), pertencentes a um dos sistemas para-
substituido, com o sinal de carbono sp® dioxigenado em & 118,6 (C-2), o qual se encontrava
correlacionado ao hidrogénio hidroxilico do carbono HO-C-3 (6 6,51). Este mesmo
hidrogénio mostrou-se acoplado com o carbono carbonilico em ¢ 192,2 (C-4). O anel A do
flavanonol foi identificado por meio das correlagdes entre o dupleto em 65,86 (H-8) com os
sinais de carbonos aromaticos oxigenados em oc 167,7 (C-7) e 161,3 (C-9), o dupleto em o
5,95 (H-6) com o sinal de carbono aromdtico oxigenado em ¢ 163,5 (C-5) e ambos os

dupletos com o sinal de carbono nao hidrogenado em 6 99,4 (C-10).
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A presenga de um fragmento di-hidrochalconoidico foi evidenciada pelos
acoplamentos a longa distancia dos hidrogénios metilénicos (J 3,29 ¢ 2,87; CH,-a ¢ CH,-p3)
com a carbonila mais desblindada (dcg 203,7; C-B°). Tal hipotese foi reforgada através das
correlagdes dos hidrogénios de um dos sistemas para-substituidos (o 7,02; H-2°,6°”") com o
carbono metilénico na posi¢do P a carbonila (0 30,3; C-f’). Também foi importante a
correlacdo do sinal da hidroxila em 6 13,17 (HO-C-6") com os sinais de carbonos aromaticos
em oc 101,9 (C-17); 98,5 (C-5") e os carbonos aromaticos oxigenados em oc 162,2 (C6”) e
166,7 (C-4”), sendo este ultimo através de um acoplamento em “W” (/). O acoplamento

entre o0 H-5" (65,96) com o C-4” (0 166,7) também foi observado.

Os dois fragmentos que formam a estrutura biflavonoidica de ACCE-5
correspondem aos residuos dos flavondides aromadendrina (189) e floretina (190)
(AGRAWAL, 1989), cujos deslocamentos quimicos de RMN "*C apresentam um alto grau de
concordancia com os registrados para ACCE-5 (Tab. 3, p. 76). No entanto, restando ainda
uma insaturacdo para completar o IDH calculado, foi sugerida a formacdo de um anel di-
hidrofuranico entre os carbonos C-2 (J 118,6) e C-3 (0 80,5) do fragmento aromadendrina
com os carbonos C-3” (5108,4) e C-4” (6 166,7) do fragmento floretina. O indicio que apoiou
esta hipotese foi 0 acoplamento em “W” (*J) entre o H-5" (5 5,96), pertencente ao fragmento
da di-hidrochalcona floretina com o C-3 (dc3 80,5), membro do fragmento do flavanonol

aromadendrina.

A estrutura quimica de ACCE-5, inédita na literatura, mostrou-se nitidamente
semelhante as estruturas exibidas pelas dafnodorinas (132, 133, 142, 143) (BABA et al,,
1995) (136 ¢ 137) (TANIGUCHI et al., 1996), substancias isoladas de Daphne odora. ACCE-
5 foi denominada amburanina A (27,3,4°,4°,5,6”,7-heptahidroxi-2-O-4":3-3”-flavanona-

dihidrochalcona).
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Tabela 3- Dados de RMN 'H e °C de ACCE-5 dispostos segundo as correlacdes obtidas
através de espectros HMQC e HMBC e comparagdo com deslocamentos quimicos de °C de
aromadendrina e floretina, registrados na literatura (AGRAWAL, 1989).

#C Aromadendrina- ACCE-5 HMQC* HMBC HMBC
Floretina* Sc (ppm) S (ppm) iy ICJ)
c (ppm) DMSO-ds
2 85,0 118,6 7,25; 6,51
3 73,7 80,5 6,51 (5,96)
4 198,4 192,2 6,51
5 165,3 163.5 5,95
6 97.5 97.5 5,95 (1H, d, 2,0 Hz) 5,86
7 168,8 167,7 5,86
8 96,4 95.5 5,86 (1H, d, 2,0 Hz) 5,95
9 164,6 161,3 5,86
10 101,9 99.4 5,95; 5,86
' 129.4 124,5 6,72
2',6' 130,4 129,3 7,25 (2H, d, 8,7 Hz)
3,5 116,3 115,6 6,72 (2H, d, 8,7 Hz) 9,77
4' 159,2 159,5 9,77
1" 105,3 101,9 13,17
2" 166,0 164,0 11,70
3" 95,7 108.4 6,51
4" 165,8 166,7 5,96; 5,86 (13,17)
5" 95,7 98,5 5,96 (1H, s) 13,17
6" 166,0 162,2 13,17
pB' 206,5 203,7 3,29 2,87
a 47,1 45,3 3,29 (2H, t, 7,7 Hz) 2,87
B 314 30,3 2,87 (2H, 1, 7,7 Hz) 7,02
" 134,0 131,8 2,87 3,29
AN 130,2 130,0 7,02 (2H, d, 8,4 Hz) 2,87
3™ 5" 116,1 115,9 6,62 (2H, d, 8,4 Hz) 9,17
4™ 156,2 156,4 7,01
HO-C3 6,51
HO-C5 11,02
HO-C7 11,02
HO-C2” 11,70
HO-C6” 13,17
HO-C4° 9,77
HO-C4 9,17
*CD;0D

*(int., multip, Jgn)
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5.2. Amburanina B (ACCE-6)

A fracdo ACCE|AM, so6lido marrom originado da parti¢ao liquido-liquido do extrato
etandlico das cascas do caule, foi submetida a cromatografias de adsor¢do e exclusdo e
purificada em HPLC (fase reversa), resultando na obten¢do de um sélido amarelo (23 mg)
com tg = 8,82 min, sendo denominado ACCE-6 (pf. > 300° C; [a]*’p = +4,0°- MeOH, ¢ 0.05)
(item 10.1.6.8, p. 278).

A notéria similaridade observada entre os espectros de IV (Fig. 18, p. 89) de ACCE-
5 e ACCE-6 sinalizou a uma estreita semelhanga estrutural entre eles, confirmada pela
identificacio dos mesmos grupos funcionais: hidroxila (3433 cm™), carbonila (1640 cm™),
anel aromatico (1517 e 1473 cm™) e carbonos oxigenados de fenol, enol-éter e 4lcool (1329,

1258 ¢ 1168 cm™).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds, (Fig. 19, p. 89) de ACCE-6
apresentou um par de dupletos em 65,95 (H-6) e 5,92 (H-8) (1H, J = 2,0 Hz), associados a
hidrogénios meta-posicionados, um conjunto de dupletos em o 8,16; 7,28; 6,94 ¢ 6,79 (2H,
J = 8,7 Hz), relacionados a dois sistemas aromaticos para-dissubstituidos, e um conjunto de
singletos em ¢ 13,30; 11,80; 10,20, 9,78; 9,66; 6,96 ¢ 6,71, cujas integracdes foram estimadas
como equivalentes a um hidrogénio, cada sinal. Os dupletos com J,, foram agrupados
segundo acoplamentos observados no espectro COSY (Fig. 20, p. 90), permitindo
correlacionar os sinais de hidrogénio correspondentes a cada anel benzénico: 6 8,16 (H-
2’,6”’) com 6,94 (H-3"’,5") e 67,28 (H-2°,6") com 6,79 (H-3,5"). O espectro de RMN 'H
de ACCE-6 demonstrou uma visivel semelhan¢ca com o obtido para ACCE-5, exceto pela

auséncia dos hidrogénios metilénicos em 63,29 e 2,87.

O espectro de RMN "*C-CPD (125 MHz, DMSO-d, Fig. 21, p. 90) de ACCE-6
também exibiu 26 linhas espectrais, sendo quatro delas mais intensas do que as demais: &
131,0 (C-2,6""); 129,2 (C-2°,67); 116,3 (C-3"’,5"") e 115,7 (C-3°,5"). No entanto, a faixa de
deslocamento quimico tornou-se mais estreita (6 191,8-80,8), devido a inexisténcia de
carbonos metilénicos e o deslocamento do sinal referente a carbonila, 6 203,7 para 177,1 (C-

4”), compativel com carbonila de cetona conjugada.

Desta forma, o espectro de DEPT135 (125 MHz, DMSO-d;, Fig. 22, p. 91) tornou-
se mais simples (somente sinais com amplitude positiva), fazendo-se util apenas para a

distin¢do entre os carbonos mono-hidrogenados daqueles nao-hidrogenados, tendo passado a
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contar com dois carbonos sp® a mais, & 148,3 (C-2”) e 136,9 (C-3”), sendo ao menos um deles

oxigenado.

Salvo o singleto em ¢ 6,71 (H-6) que se correlacionou com o sinal de carbono em &
95,6 (C-6), o espectro de RMN-HMQC de ACCE-6 (Fig. 23, p. 91), tal qual o de ACCE-5,
ndo mostrou qualquer correlagdo envolvendo os sinais de carbono e os demais singletos,

sugerindo corresponderem a hidroxilas.

A formula molecular Cs3oH;30,, para ACCE-6 foi obtida a partir do ion molecular
com m/z 570,5736 (calculado m/z 570,4567) no espectro de masssa de alta resolugdo (EM-IE,
Fig. 24, p. 92), correspondente a um Indice de Deficiéncia de Hidrogénio com duas

insaturagdes a mais do que a calculada para ACCE-5.

Tendo em vista que as diferencas estruturais entre ACCE-6 ¢ ACCE-5 foram
resultantes de divergéncias verificadas no fragmento chalconoidico, foi proposta uma
estrutura biflavonoidica, na qual flavanonol (aromadendrina) se encontrava ligado a um
flavonol. Esta hipotese foi justificada através de uma suposta ciclizagdo seguida de oxidagao
do aducto floretina, o qual foi convertido num residuo de campferol (vide proposta
biogenética, p. 244), ou resultante da condensacdo de duas moléculas de campferol,
atendendo as seguintes evidéncias espectroscopicas: aumento do IDH, aparecimento de

2 . . .
carbonos sp” oxigenados e a presenca de carbonila conjugada.

O espectro de RMN-HMBC (Fig. 25, p. 92) corrobora com a proposicao estrutural a
medida que revela importantes acoplamentos a longa distancia (Tab. 5, p. 88), entre eles, o
acoplamento existente entre os hidrogénios H-2",6™ (0 8,16) e o carbono C-2” (6 148,3),
através do qual se pdde inferir a substitui¢do do carbono metilénico (0 30,3; C-fB), existente

em ACCE-5, por um carbono sp” oxigenado.

E valido atentar para as maiores desblindagens sentidas pelos niicleos de hidrogénios
H-2,6"e HO-C-4’ em ACCE-6 (6 8,16; H-2°,6” ¢ 6 10,20; OH-4"") quando comparados
aos de ACCE-5 (0. 7,01; H-2",6"’e 6 9,17; OH-4""), resultantes do efeito mesomérico
retirador da carbonila C-4” (conjugada com a dupla ligagdo o,) exercido sobre o anel

aromatico que suporta estes hidrogénios, nas posigdes orto € para, respectivamente.

Além disso, os dados de deslocamento quimico de *C do campferol descritos na

literatura foram bem parecidos com os valores encontrados para ACCE-6 (AGRAWAL,
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1989), exceto aqueles referentes aos carbonos (C-2, C-4, C-5” e C-10) situados proximos a

juncao dos dois fragmentos.

Em alusdo a espécie botanica da qual foi isolada, a estrutura quimica inédita de
ACCE-6 foi denominada amburanina B (3,3”,4°,4,5,5”,7-heptahidroxi-2-O-7":3-8"-

flavanona-flavona).

OH

HO O

OH

OH )
191
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Tabela 4- Dados de RMN *C de ACCE-5 ¢ ACCE-6.

#C ACCE-5 #C ACCE-6
Oc (ppm)-DMSO-ds Oc (ppm)-DMSO-ds
2 118,6 2 118,7
3 80,5 3 80,8
4 192,2 4 191,8
5 163,5 5 164,3
6 97,5 6 97,8
7 167,7 7 168,4
8 95,5 8 96,0
9 161,3 9 161,3
10 99,4 10 99,6
1' 124,5 I' 124,5
2',6' 129,3 2',6' 129,2
3.5 115,6 3.5 115,7
4 159,5 4 159,6
1" 101,9 2" 148,3
2" 164,0 3" 136,9
3" 108,4 4" 177,1
4" 166,7 5" 164,7
5" 98,5 6" 95,6
6" 162,2 7’ 165,7
B' 203,7 8” 106,9
o 453 97 152,1
B 30,3 10” 106,1
" 131,8 " 122,2
2" 6" 130,0 AN 131,0
3m 5" 115,9 3m 5" 116,3
4™ 156.4 4™ 160.,4
HO-C3 HO-C3
HO-C5 HO-C5
HO-C7 HO-C7
HO-C2” HO-C#’
HO-C6” HO-C3”
HO-C4° HO-C5”
HO-C4” HO-C4”
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Tabela 5- Dados de RMN 'H e °C de ACCE-6 dispostos segundo as correlacdes obtidas
através de espectros HMQC e HMBC e comparagdo com deslocamentos quimicos de °C de
aromadendrina e campferol, registrados na literatura (AGRAWAL, 1989).

#C Aromadendrina-  ACCE-6 HMQC HMBC HMBC
Campferol* Oc (ppm) Sy (ppm)(int.,multip, Jy u) 2y 3
dc (ppm)
2 85,0 118,7 7,28
3 73,7 80,8 6,96
4 198,4 191,8 6,51
5 165,3 164,3
6 97,5 97,8 5,95 (1H, d, 2,0 Hz) 11,80
7 168,8 168.,4 5,95
8 96,4 96,0 5,92 (1H, d, 2,0 Hz) 5,95
9 164,6 161,3 5,92
10 101,9 99,6 5,92; 11,80
' 129,4 124,5 6,72
2,6 130,4 129,2 7,28 (2H, d, 8,7 Hz)
35 116,3 115,7 6,79 (2H, d, 8,7 Hz) 9,78
4 159,2 159,6 9,78; 6,79
2" 146,8 148,3 8,16
3" 135,6 136,9
4" 175,9 177,1
5" 160,7 164,7 13,30
6" 98,2 95,6 6,71 (1H, s) 13,30
7’ 163,9 165,7 6,71
8” 93,5 106,9
97 156,2 152,1
107 103,1 106,1 13,30
" 121,7 122,2 6,94
2", 6" 129,3 131,0 8,16 (2H, d, 8,7 Hz)
3", 5" 115,3 116,3 6,94 (2H, d, 8,7 Hz) 10,20
4" 159,0 160,4 8,16
HO-C3 6,96
HO-C5 11,80
HO-C7 9,80
HO-C4
HO-C3” 9,66
HO-C5” 13,30
HO-C4™ 10,20
*CD;0D
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Figura 22- Espectro de RMN "*C-DEPT135 de ACCE-6 (DMSO-ds, 125 MHz)
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Amburosidios

Cromatografias em gel de silica e Sephadex LH-20 da fragdo ACSEA, gerada pela
particdo HyO/AcOEt do extrato etandlico das sementes, conduziram a obtencdo de um solido
marrom denominado ACSEA(2-11)(11-18)(18-20), o qual foi injetado em HPLC (fase
reversa), resultando na separag¢do de 5 picos: pico 1 (tg = 6,65 min, ACS-7), pico 2 (tg = 9,36
min, ACS-8), pico 3 (tg = 11,06 min, ACS-9), pico 4 (tg = 12,50 min) e pico 5 (tg = 13,57
min, ACS-10). O pico 4 foi reinjetado e desdobrado em dois novos picos: pico 4.1. (tg = 11,69
min, ACS-11) e pico 4.2 (tg = 13,54 min, ACS-12). Este conjunto de picos foi caracterizado

como uma série de amburosidios e identificados como sendo os amburosidios A, C-H.

5.3. Amburosidio A (ACS-7)

A coleta do pico 1 da separagdo por HPLC forneceu um sélido rosado intitulado

ACS-7 (p.f. 197,8-199,1 °C; [a]*’p = -6,8° MeOH, ¢ 0,05) (item 10.1.6.6, p. 278).

O espectro de RMN 'H (CD;0D, 300 MHz, Fig. 26, p. 98) de ACS-7 apresentou
dois sinais duplos em 6 7,37 (2H, d, J = 8,5 Hz) em 6 7,11 (2H, d, J = 8,5 Hz), associados a
hidrogénios aromaticos pertencentes a um sistema para-substituido; um singleto em & 5,22
(2H, s), atribuido a hidrogénios homotopicos de éster benzilico; sinais numa regido
caracteristica de hidrogénios de agticar (& 4,93-3,37), bem como um sistema ABX formado
pelos sinais em ¢ 7,44 (1H, d, /= 2,0 Hz), 67,40 (1H, dd, /= 8,2 ¢ 2,0 Hz) e em 6 6,80 (1H,
d, /= 8,2 Hz).

No espectro de RMN *C-CPD de ACS-7 (75 MHz, CD;0OD, Fig. 27, p. 98), foram
exibidas dezoito linhas espectrais, sendo uma delas atribuidas a carbonila de éster (6 168,3, C-
7°), trés foram associadas a carbonos aromaticos oxigenados: 6 159,1 (C-4); 151,9 (C-4’);
146,3 (C-3"). O espectro de RMN "*C-DEPT135 (75 MHz, CD;OD, Fig. 28, p. 99) revelou a
presenca de dez carbonos mono-hidrogenados, dos quais metade foi relacionada a carbonos
aromaticos: o 130,8 (C-2,6); 123,8 (C-6’); 117,9 (C-3,5); 116,0 (C-5°); e 117,6 (C-2°). O
restante foi associado a carbonos de hexose, o0 102,3 (C-17); 78,2 (C-57); 78,1 (C-37); 75,0
(C-2”) e 71,5 (C-4”) e 62,6 (C-6”), atribuidos como pertencentes a um residuo de glicose,
além de uma absorcdo em o 67,3 (C-7), relacionada a carbonos metilénico oxigenado. As
demais absor¢des de °C em & 131,8 (C-1) e 122,7 (C-1°), ausentes no espectro DEPT135,

foram reconhecidas como pertencentes a carbonos aroméaticos nao-hidrogenados.
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A formula molecular Cy0H,0,¢, deduzida dos dados de RMN, foi compativel com a
estrutura de um glicosidio di-aromadtico, identificado como sendo o amburosidio A (lit.: p.f.
195-197 °C; [oc]ZOD = -39°, MeOH, ¢ 0,76), confirmada por co-cromatografia com uma
amostra auténtica em CCD e comparagdo com espectros d¢ RMN 'H e "*C (CD;OD)
(BRAVO et al., 1999) (Tab. 6, p. 97). O amburosidio A (protocatecuato de 4-O-5-D-
glicopiranosil-benzila) ja havia sido isolado das cascas do caule de A. cearensis (BRAVO et

al., 1999; CANUTO et al., 2006).

75,0 OH 71,5
HO 78,1 OH
0 o) 62,6
159,1  302,3 782 ~OH|
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Tabela 6- Dados de RMN 'H e °C de ACS-7 dispostos segundo as correlacdes obtidas
através de espectros HSQC e comparagio com deslocamentos quimicos de C de
amburosidio A, registrado na literatura (BRAVO et al., 1999).

#C Amburosidio A ACS-7 HSQC
éc (ppm) éc (ppm)  Su (ppm)(int., multip, Jyn)
CD;0D CD;0D

1 131,7 131,9
2,6 130,7 130,8 7,37 (2H, d, 8,5 Hz)
3,5 117,7 117,9 7,11 (2H, d, 8,5 Hz)

4 158,9 159,1

7 67,0 67,2 5,22 (2H, s)

1’ 122,6 122,8

2’ 117,4 117,6 7,44 (1H, d, 2,0 Hz)

3 146,1 146,3

4 151,7 151,9

5 115,9 116,0 6,80 (1H, d, 8,2 Hz)

6’ 123,7 123,8 7,40 (1H, dd, 8,2; 2,0 Hz)
7T 168,1 168.,3

1” 102,1 102,3 4,93 (1H, d, 6,5 Hz))
27 74,8 75,0 3,46 (1H, m)

3” 77,9 78,1 3,48 (1H, td)

4” 71,3 71,5 3,37 (1H, m)

5” 78,0 78,2 3,44 (1H, m)

6” 62,4 62,6 3,90 (1H,m); 3,70 (1H, m)
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Figura 27- Espectro de RMN *C-CPD (CD;OD, 75 MHz) de ACS-7
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Figura 28- Espectro de RMN *C-DEPT135 (CD;OD, 75 MHz) de ACS-7
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5.4. Acetato de 6”-amburosila- (ACS-8)

O pico 2 (tgr = 9,36 min) apresentou-se como um sélido marrom (pf. 110,2-114,3 °C;
[a]*pb= -34°, MeOH, ¢ 0,22), denominado de ACS-8 (item 10.1.7.7, p. 286). No espectro de
RMN 'H (500 MHz, CD;0D, Fig. 29, p. 103) de ACS-8, foi caracterizada a presenca de um
anel aromadtico para-dissubstituido [67,37 (H-2,6) e 7,08 (H-3,5); 2H, d, J = 8,6 Hz), um anel
aromatico trissubstituido [(67,43; 1H, d, J= 2,1 Hz, H-2"); (7,41; 1H, dd, J=8,4 ¢ 2,1 Hz, H-
6’), (6,79; 1H, d, J = 8,4 Hz, H-5")], um grupo oximetilénico (6 5,23; 2H, s, H-7), um residuo
de acucar (64,91-3,39) e um grupo acetila (6 2,02; 3H, s, H-2"").

Vinte linhas espectrais foram exibidas no espectro de RMN *C-CPD de ACS-8 (125
MHz, CD;0D, Fig. 30, p. 104), sendo duas delas atribuidas a carbonilas de éster, 6 172,9 (C-

1) e 168,3 (C-7’) e trés associadas a carbonos aromaticos oxigenados: 6 159,0 (C-4); 151,9

(C-4") e 146,3 (C-3°).

O espectro RMN "C-DEPT135 de ACS-8 (125 MHz, CD;OD, Fig. 31, p. 105)
revelou a presenca de dez sinais atribuidos a carbonos mono-hidrogenados, dos quais metade
foi relacionada a carbonos aromaticos: ¢ 130,8 (C-2,6); 123,9 (C-6"); 118,0 (C-3,5); 117,6 (C-
2’); 116,1 (C-5’). O restante foi associado a carbonos glicosidicos, ¢ 102,3 (C-17); 78,0 (C-
37); 75,6 (C-57); 75,0 (C-2") e 72,0 (C-4”), juntamente com o carbono metilénico oxigenado
em 0 67,2 64,8 (C-6). A absor¢ao em 0 20,9 (C-2"’) ratificou a existéncia de uma metila. As
absor¢des de °C, & 132,1 (C-1) e 122,9 (C-1°), ausentes no espectro DEPT 135, foram

reconhecidas como pertencentes a carbonos aromaticos nao hidrogenados.

No espectro de massa de ACS-8 (EM-IES, Fig. 32, p. 105) foi detectado o ion
[M+Na]+ em m/z 487,1322, correspondente a férmula molecular C,;H40;,. O IDH, calculado
como sendo igual a onze, sugere que as insaturagdes correspondem a trés anéis (dois

benzénicos e um glicosidico) e a duas carbonilas.

O espectro de RMN-HSQC (Fig. 33, p. 106) forneceu as correlagdes dos
hidrogénios ligados diretamente aos seus carbonos, permitindo atribuir as absor¢des

pertencentes a cada sistema aromatico e a unidade de agucar (Tab. 7, p. 102).

O espectro RMN-HMBC (Fig. 34, p. 107) demonstrou a posicdo de ligacdao do
grupo acetila com o residuo de glicose, através das correlagdes entre os hidrogénios metilicos
H-2 (62,02) com o carbono C-6" (J 64,8), e entre os hidrogénios glicosidicos H-6” (64,39
e 4,24) com o carbono carbonilico C-2" (6172,9).
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ACS-8 foi identificada como sendo protocatecuato de 4-O-5-D-(6"-O-
acetilglicopiranosil)-benzila também denominada amburosidio D. Esta substancia inédita
corresponde a um derivado acetilado do amburosidio A, glicosidio fendlico ja isolado das

cascas do caule desta mesma espécie (BRAVO et al., 1999).
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Tabela 7- Dados de RMN 'H e *C de ACS-8 dispostos segundo as correlacdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC.

#C ACS-8 HSQC HMBC HMBC
Sc (ppm) Sy (ppm)(int., multip, Jix) Y /¢
CD;0D

1 132,1 5,23 7,08
2,6 130,8 7,37 (2H, d, 8,6 Hz) 5,23
3,5 118,0 7,08 (2H, d, 8,6 Hz)

4 159,0 7,08 7,37

7 67,2 5,23 (2H, s) 7,37

1’ 122.9

2’ 117,6 7,43 (1H, d, 2,1 Hz) 7,41

3’ 146.3 7,43 6,79

4 151,9 6,79 7,41

5 116,1 6,79 (1H, d, 8,4 Hz)

6’ 123,9 7,41 (1H, dd, 8,4 ¢ 2,1 Hz) 7,43

7 168.3 7,43; 7,41, (6,79); 5,23
1” 102,3 491 (1H, d, 7,4 Hz)

27 75,0 3,46 (1H, m)

3” 78,0 3,47 (1H, td) 3,46; 3,39

4” 72,0 3,39 (1H, m) 4,39; 3,46
5” 75,6 3,64 (1H, m) 4,24

6" 64,8 4,39 (1H, d); 4,24 (1H, dd) 3,39; 2,02
| 172,9 2,02 4,39; 4,24
2 20,9 2,02 (3H, s)
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Figura 32- Espectro de massa de ACS-8 (Ionizacao por Electrospray)
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5.5. Protocatecuato de 6”-amburosila (ACS-9)

Denominado ACS-9 (item 10.1.7.7, p. 286), o pico 3 (tg = 11,06 min) correspondeu
a um s6lido marrom (pf. 126,1-129,0 °C; [oc]25D =-26°, MeOH, ¢ 0,12) cujo espectro de RMN
'H (500 MHz, CD;0D, Fig. 35, p. 112) mostrou um conjunto de sinais na faixa de & 4,92-
3,50, associados a hidrogénios glicosidicos, um singleto em ¢ 5,18 (2H, H-1), atribuido a
hidrogénios de carbono oximetilénico. No espectro COSY (Fig. 36, p. 112), foram
observadas correlagdes entre os sinais na regido de aromaticos formando dois sistemas ABX
[I-0 7,43 (d, J = 2,0 Hz, H-2’), 7,41 (dd, J = 8,1 Hz; J= 2,0 Hz, H-6") ¢ 6,79 (d, J = 8,1 Hz,
H-5%); 117,47 (d, J = 2,0 Hz, H-2’), 7,45 (dd, J= 8,2 Hz; J=2,0 Hz, H-6"") ¢ 6,83 (d, /= 8,2
Hz, H-5)], todos os sinais com integragdo para um hidrogénio, e um sistema AA’BB’ [o

7,26 (H-2,6) e 7,06 (H-3,5) (2H, d, J = 8,6 Hz].

No espectro de RMN °C de ACS-9 (CPD-125 MHz, CD;OD, Fig. 37, p. 113)
foram observadas 25 absorc¢des, duas das quais associadas a carbonilas de éster, 6 168,3 (C-
7’) e 168,2 (C-7’), e cinco relacionadas a carbonos aromaticos oxigenados: ¢ 158,9 (C-4);
152,0 (C-4); 151,9 (C-4’); 1464 (C-3’) e 146,3 (C-3’), sendo os dois ultimos
deslocamentos quimicos caracteristicos de catecois (FRIEBOLIN, 1991). O espectro de RMN
PC-DEPTI135 (125 MHz, MeOD, Fig. 38, p. 113) exibiu 13 linhas espectrais atribuidas a
carbonos mono-hidrogenados, das quais oito foram relacionadas a carbonos aromaticos (O
130,9; 124,0; 123,9; 118,0; 117,8; 117,6; 116,6 ¢ 116,0) e cinco foram consideradas como
pertencentes a carbonos oxigenados sp3: 0102,3 (C-17); 78,1 (C-37); 75,8 (C-5”); 75,0 (C-27)
e 72,1 (C-4”). Outras duas linhas espectrais foram associadas a carbonos oximetilénicos &
67,2 (C-7) e 65,0 (C-6”). Subtra¢do dos espectros de RMN C- CPD e DEPT135 permitiu
associar as absor¢gdes em ¢ 131,9 (C-1); 122,8 (C-1°) e 122,7 (C-1"’) a carbonos aromaticos
nio-hidrogenados. Através da comparagio dos dados de RMN "°C do fragmento de agticar

com os descritos na literatura, foi possivel confirmar a existéncia do residuo de glicose na

estrutura (BREITMAIER, 1974).

O espectro de RMN-HSQC (Fig. 39, p. 114) revelou as correlagdes dos hidrogénios
ligados diretamente a seus respectivos carbonos, como o sinal de hidrogénio em ¢ 5,18 (H-7)
com o sinal de carbono metilénico oxigenado em ¢ 67,2 (C-7) e o dupleto em 64,92 (H-1")
com a absor¢do do carbono anomérico em ¢ 102,3 (C-17), permitindo também atribuir os

sinais de hidrogénios pertencentes a cada anel aromatico (Tab. 8, p. 111).
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A formula molecular C,;7;H60;3 foi deduzida através dos picos dos adutos
moleculares [M+Na]® com m/z 581,1386 ¢ [M+K]" com m/z 597,1115, observados no
espectro de massas EM-IES (Fig. 40, p. 114), sendo compativel com uma estrutura formada
pelos grupamentos identificados por RMN: trés anéis aromaticos (um para-dissubstituido e

dois catecois), dois grupos ésteres, um carbono oximetilénico ¢ uma glicose.

A presenca de um fragmento benziloxi foi constatada a partir das correlagdes entre
os hidrogénios aromaticos H-2,6 (oy 7,26) com o carbono oximetilénico (C-7) e
reciprocamente entre os hidrogénios oximetilénicos H-7 (dy 5,18) com os carbonos
aromaticos C-2,6 (oc 130,9), e C-1 (oc 131,9), verificados no espectro de RMN-HMBC (Fig.
41, p. 115).

As correlagdes entre os hidrogénios do grupo catecol H-2’ ¢ H-6" (doy 7,43 e 7,41)
com a carbonila C-7’ (¢ 168,3) e os acoplamentos entre hidrogénios catecolicos H-2’ ¢ H-
6" (0 7,47 e 7,45) com a carbonila C-7"" (oc 168,2) revelaram a existéncia de dois
fragmentos protocatecuoilas  (3,4-di-hidroxi-benzoil). Esterificagdes envolvendo os
fragmentos protocatecuoilas com o fragmento benziloxi e o residuo de glicose (na posi¢ao 6)
foram deduzidas através das correlagdes entre os hidrogénios metilénicos H-7 (o 5,18) com a
carbonila C-7’ (oc 168,3) e entre os hidrogénios glicosidicos H-6" (oy 4,63 ¢ 4,38) com a
carbonila C-7 (¢ 168,2), respectivamente. Por fim, o acoplamento entre o hidrogénio
anomérico H-1" (dy 4,92) e o carbono aromdtico oxigenado C-4 (oc 158,9) forneceu
evidéncia irrefutavel da ligagdo heterosidica entre o fragmento benziloxi e o residuo de

glicose, na posicaol.

A estrutura quimica de ACS-9 ndo tem precedentes de registro na literatura,
justificando a designacdo comum de amburosidio E [protocatecuato de 4-O-f-D-(6"-O-

protocatecuoilglicopiranosil)-benzila].
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Tabela 8- Dados de RMN 'H e °C de ACS-9 dispostos segundo as correlacdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC.

#C ACS-9 HSQC HMBC HMBC
c (ppm)  8u (ppm)(int., multip, Juw)  J /)]
CD;0OD

1 131,9 5,18 7,06
2,6 130.9 7,26 (2H, d, 8,6 Hz) 7,06 5,18
3,5 118,0 7,06 (2H, d, 8,6 Hz) 7,26

4 158.9 7,06 7,26; 4,92

7 67,2 5,18 (2H, s) 7,26

1’ 122.,8 7,43 6,79

2’ 117,6 7,43 (1H, d, 2,0 Hz) 7,41

3’ 146,3 6,79

4’ 151,9 7,43; 7,41
5 116,0 6,79 (1H, d, 8,1 Hz)

6’ 123.9 7,41 (1H, d, 8,1; 2,0 Hz) 7,43

7 1683 7,43; 7,41; 5,18; (6,79)
1” 102,3 492 (1H, d, 7.,4) 3,50 3,77
27 75,0 3,50 (1H, m)

3” 78,1 3,51 (1H, td) 3,45 4,38
4” 72,1 3,45 (1H, m) 4,63; 4,38
5” 75,8 3,77 (1H, m) 4,92:3,77
6” 65,0 4,63 (1H, m); 4,38 (1H, m) 3,45; 3,77
1 122,7 6,83
27 117.8 7,47 (1H, d, 2,0 Hz) 7,45
3 146,4 6,83
4 152,0 7.47; 7,45
5 116,6 6,83 (1H, d, 8,2 Hz)

6 1240 7,45 (1H, d, 8,2; 2,0 Hz) 7,47
7 168,2 7,47; 7,45 4,63; 4,38; (6,83)
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Figura 38- Espectro de RMN *C-DEPT135 de ACS-9 (CD;0D, 125 MHz)
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5.6. Ferulato de 6”-amburosila (ACS-10)

Um soélido marrom (pf. 108,7-112,2 °C; [oc]zSD = -33° MeOH, ¢ 0,60) denominado
ACS-10 (item 10.1.7.7, p. 286), foi isolado por HPLC a partir da fragdo ACSEA(2-11)(11-
18)(18-20), resultante de sucessivas cromatografias gravitacionais da fracdo acetato de etila

do extrato etanolico das sementes, tendo sido o ltimo pico a ser coletado (tg = 13,57 min).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;OD, Fig. 42, p. 121) de ACS-10 apresentou
um par de dupletos em o 7,61 (H-7"") e 6,37 (H-8”") (1H, J = 16,0 Hz), referentes a
hidrogénios olefinicos com estereoquimica trans, outro par de dupletos em ¢ 7,28 (H-2,6) e
7,07 (H-3,5) (2H, J = 8,7 Hz), caracteristicos de anel benzénico para-dissubstituido, dois
singletos agudos em 6 5,09 (2H, H-7) e 3,86 (3H, H-3""), sendo este ultimo compativel com
hidrogénios metoxilicos, enquanto que o mais desblindado foi relacionado a hidrogénios
ligados a carbono oxigenado. Foram ainda observados um conjunto de sinais numa regido
caracteristica de hidrogénios de agucar (o 4,90-3,43) e duas triades de sinais, atribuidos a
hidrogénios pertencentes a anéis aromaticos 1,2,4-trissubstituidos: (A) 67,40; 7,37 ¢ 6,77- (B)
07,16; 7,04 e 6,79, assim reunidos apds analise do espectro COSY (Fig. 43, p. 121) .

Vinte oito linhas espectrais foram exibidas no espectro de RMN "“C-CPD (125
MHz, CD;OD, Fig. 44, p. 122), sendo duas delas atribuidas a carbonilas de ésteres, o 169,1
(H-9") ¢ 168,2 (C-7") e cinco associadas a carbonos sp oxigenados: & 158,9 (C-4); 151,9 (C-
4’); 150,8 (C-4’); 149,5 (C-3") e 146,3 (C-3°).

O espectro RMN *C-DEPT135 de ACS-10 (125 MHz, CD;OD, Fig. 45, p. 123)
revelou a presenca de quinze carbonos mono-hidrogenados, dos quais dez foram relacionados
a carbonos sp2 (0147,3; 130,9; 124,4; 123,9; 118,0; 117,6; 116,6; 116,0; 1154 ¢ 111,8) e 0
restante foi associado a carbonos sp3 oxigenados: ¢ 102,3 (C-17); 78,1 (C-37); 75,7 (C-57);
75,0 (C-2”) e 72,0 (C-4”), confirmando uma estrutura heterosidica, tendo o carbono em ¢
102,3 como provavel carbono anomérico (C-17). Absor¢des em O 67,2 (C-7) e 64,7 (C-67)
foram atribuidas a carbonos metilénicos oxigenados, j& a absor¢do em o 56,6 (4”’-OMe)
ratificou a existéncia de uma metoxila. As demais absor¢des de °C em & 131,9 (C-1); 127,8

(C-1") e 122,8 (C-1"), ausentes no espectro DEPT135, foram reconhecidas como sendo de

carbonos aromaticos ndo-hidrogenados.

O espectro de RMN-HSQC (Fig. 46, p. 123) mostrou correlagdes dos sinais de
hidrogénios olefinicos em oy 7,61 (H-7"’) e 6,37 (H-8”") com os sinais de carbono em J¢
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147,2 (C-7") e 115,4 (C-8), respectivamente, sugerindo que a olefina estivesse conjugada a
uma das carbonilas, devido as significativas diferencas de deslocamentos quimicos
homonucleares (Adu7~ g~ = 1,24 € Adc7~ g~ = 31,8). A correlagdo entre as absorcdes 05,09 (H-
7) e 0 67,2 (C-7) elucidou o cardter oxigenado do carbono metilénico, formando
possivelmente um grupo éster. A atribui¢do feita ao carbono anomérico foi corroborada pela
correlagdo entre as absor¢des em o 4,90 (H-1”) e 102,3 (C-17), sendo sua configuragdo
determinada como [ através da constante de acoplamento Jyuy = 7,4 Hz. O acutcar foi

identificado como glicose, apos comparagdo dos seus dados de RMN °C com os registrados

na literatura (BREITMAIER, 1974).

O espectro de RMN-HMBC (Fig. 47, p. 124), através dos acoplamentos
heteronucleares a longa distancia (3J e °J), forneceu as informacdes necessarias para a
conexdo de cada fragmento identificado (Tab. 9, p. 120): trés anéis fenolicos (um para-
dissubstituido e outros dois 1,2,4-trissubstituidos, sendo um deles metoxilado), dois grupos
ésteres, um carbono oximetilénico, uma carbonila o,-insaturada e um fragmento de glicose,
resultando na férmula molecular C30H30O13, a qual foi ratificada pela presenca dos picos dos
adutos moleculares [M+Na]" m/z 621,1726 ¢ [M+K]" m/z 637,1472, no espectro de massa de
ACS-10 (EM-IES, Fig. 48, p. 126).

A correlagdo entre o singleto em oy 5,09 (H-7) com o sinal de carbono em oc 168,2
(C-7°) reforcou a existéncia de um grupo ¢éster ligado a um dos anéis fendlicos
trissubstituidos, conforme evidéncias obtidas pelas correlagdes entre as absor¢gdes em oy 7,40
e 7,37 (H-2°,6") com oc 168,2 (C-7’). Correlacdes entre o singleto em oy 5,09 (H-7) com os
sinais de carbonos aromaticos em oc 131,9 (C-1) e 130,9 (C-2,6), bem como o acoplamento
entre os hidrogénios aromaticos em dy 7,28 (H-2,6) com o carbono metilénico em o¢ 67,2 (C-
7) justificaram a ligagdo do anel benzénico para-dissubstituido a por¢do oximetilénica do

éster.

Os sinais de hidrogénios olefinicos em oy 7,61 (H-7) e 6,37 (H-8)
correlacionaram-se com a carbonila em oc 169,1 (C-9’), corroborando com a presenca de
uma carbonila a,B-insaturada. As correlagdes envolvendo os hidrogénios olefinicos H-7" e
H-8" (oy 7,61e 6,37) e o hidrogénio aromatico H-5" (dy 6,79) com o carbono aromatico
ndo-hidrogenado C-1" (¢ 127,8), além das correlagdes dos hidrogénios aromaticos H-2"" e
H-6" (6u 7,16 € 7,04) com o carbono olefinico C-7"" (d¢ 147,2) revelaram a existéncia de um

fragmento cinamoila. Como a metoxila foi posicinada no C-3"’, devido ao acoplamento entre
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os hidrogénios metilicos H-3" (5 3,86) e este carbono aromatico C-3" (6 149,5), o fragmento

cinamoila foi caracterizado precisamente como sendo feruloila.

O acoplamento entre o hidrogénio anomérico H-1" (6 4,90) com o carbono
oxigenado do anel aromatico para-dissubstituido C-4 (6 158,9) definiu um dos pontos de
ligacdo do residuo de agtcar (glicose) com uma das agliconas, uma vez que também foram
observadas correlagdes entre os hidrogénios glicosidicos H-6” (64,52 ¢ 4,38) ¢ a carbonila do

fragmento feruloila C-9” (6 169,1), justificando o desblindagem destes mesmos hidrogénios.

A substincia ACS-10 é nova na literatura, merecendo a denominagdo trivial de

amburosidio F [protocatecuato de 4-O-f-D-(6"-O-feruloilglicopiranosil)-benzila].

158,9 102,3
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Tabela 9- Dados de RMN 'H e C de ACS-10 dispostos segundo as correlacdes obtidas

através de espectros HSQC e HMBC.

#C ACS-10 HSQC HMBC HMBC
S (ppm) Sy (ppm)(int.multip, Jun)  J J
CD;0D

1 131,9 7,07
2,6 130,9 7,28 (2H, d, 8,7 Hz) 5,09
3,5 118,0 7,07 (2H, d, 8,7 Hz) 7,28

4 158.9 7,07 7,28; 4,90

7 67,2 5,09 (2H, s) 7,28

1’ 122.8 6,77

2’ 117,6 7,40 (1H, d, 2,0 Hz) 7,37

3’ 146.3 7,40 6,77

4 151,9 7,40; 7,37
5’ 116,0 6,77 (1H, d, 8,2 Hz)

6’ 123,9 7,37 (1H, dd, 8,2 ¢ 2,0 Hz) 7,40

7 168.2 5,09 7,40; 7,37
1” 102,3 4,90 (1H, d, 7,4) 3,50 3,76
27 75,0 3,50 (1H, m)

3” 78,1 3,51 (1H, td) 3,50; 3,43 4,38
47 72,0 3,43 (1H, m) 3,76 4,38: 3,50
5” 75,7 3,76 (1H, m) 3,43

6” 64,7 4,52 (1H, d); 4,38 (1H, dd)

| 127,8 7,61 6,79; 6,37
2 111,8 7,16 (1H, d, 1,8 Hz) 7,61; 7,04
3 149,5 6,79; 3,86
4 150,8 7,16; 7,04
5 116,6 6,79 (1H, d, 8,2 Hz)

6 124.4 7,04 (1H, dd, 8,2 ¢ 1,8 Hz) 7,61;7,16
7 147,2 7,61 (1H, d, 16,0 Hz) 7,16; 7,04
8’ 115.4 6,37 (1H, d, 16,0 Hz) 7,61

9 169,1 6,37

3”’-OMe 56,6 3,86 (3H, s)
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Figura 43- Espectro de RMN-COSY (CDsOD, 500 x 500 MHz) de ACS-8
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Figura 46- Espectro de RMN-HSQC (CD;0D, 125 x 500 MHz) de ACS-10
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Figura 48- Espectro de massa de ACS-10 (Ionizagdo por Electrospray)

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith 126



5.7. Vanilato de 6”-amburosila (ACS-11)

A reinjecao do quarto pico (tg = 12,50 min) da separagao por HPLC de ACSEA(2-
11)(11-18)(18-20), fragdo oriunda do extrato etandlico das sementes de A. cearensis, permitiu
o0 isolamento do pico 4.1 (tg = 11,69 min), o qual apresentou-se como um sélido marrom com
pf. 102,6-106,9 °C e [a]25D= -27°, MeOH, ¢ 0,22, sendo denominado ACS-11 (item 10.1.7.7,
p. 286).

Os espectros de RMN 'H (500 MHz, CD;0D, Fig. 49, p. 130) ¢ °C (125 MHz,
CD;0D, Fig. 50 e 51, p. 130 e 131) de ACS-11 mostraram-se nitidamente muito semelhantes
aos espectros exibidos por ACS-9, exceto pela existéncia de sinais em oy 3,83 (3H, s, 37’

OMe) e em oc 56,7 (3°-OMe), os quais foram atribuidos a uma metoxila.

O espectro de RMN-COSY (Fig. 52, p. 131) permitiu a identificagdo de dois
sistemas aromaticos ABX [I-07,43 (d, J=2,0 Hz, H-2"), 7,41 (dd, J = 8,2 Hz; J= 2,0 Hz, H-
6’) e 6,79 (d, J = 8,2 Hz, H-5"); 1I-7,59 (dd, J = 8,2 Hz; J = 1,8 Hz, H-6"), 7,54 (d, /= 1,8
Hz, 2*) e 6,87 (d, J= 8,2 Hz, H-5")] e um sistema AA’BB’ (67,21 ¢ 7,05-2H, d, J = 8,6 Hz,
H-2,6 e H-3,5).

Através do espectro de RMN-HSQC (Fig. 53, p. 132), foi possivel correlacionar os
hidrogénios pertencentes a cada anel aromatico com seus respectivos carbonos (Tab. 10, p.
129), bem como confirmar a presenca de glicose na estrutura, a partir dos acoplamentos entre
os hidrogénios osidicos (g 4,93-3,44) e os carbonos sp3 oxigenados: 102,4 (C-17); 78,1 (C-
3”); 75,8 (C-57); 75,0 (C-27); 72,2 (C-4”) e 65,2 (C-6”). A correlagdo do singleto em oy 5,17
(2H, s, H-7) com o sinal de carbono em oc 67,2 (C-7) ratificou a existéncia de um grupo

oximetilénico.

A metoxila foi posicionada no carbono C-3"’, em virtude da correlagdo observada,
no espectro HMBC (Fig. 54, p. 132), entre os hidrogénios metoxilicos (Ju 3,83) e o carbono
aromatico C-3 (o¢ 148,9).

Intitulada amburosidio G [protocatecuato de 4-O-f-D-(6”-O-vaniloilglicopiranosil)-

benzila], ACS-11 representa um registro novo para a literatura cientifica.
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Tabela 10- Dados de RMN 'H e "*C de ACS-11 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC.

#C ACS-11 HSQC HMBC HMBC
Sc (ppm) Sy (ppm)(int.multip, Jun) WD)
CD;0OD
1 131,9 5,17
2,6 130,7 7,21 (2H, d, 8,6 Hz) 7,05 5,17
3,5 117,9 7,05 (2H, d, 8,6 Hz) 7,21
4 158.9 7,05 7,21; 4,93
7 67,2 5,17 (2H, s) 7,21
1’ 122.,8 7,43 6,79
2’ 117,6 7,43 (1H, d, 2,0 Hz) 7,41; 6,79
3’ 146,3 7,43 6,79
4 151,9 6,79 7,43; 7,41
5 116,1 6,79 (1H, d, 8,2 Hz)
6’ 123.9 7,41 (1H, dd, 8,2 ¢ 2,0 Hz)
7 168.3 5,17 7,43;7,41; (6,79)
1” 102,4 4,93 (1H, d, 7,4 Hz)
2” 75,0 3,50 (1H, m) 3,49
3” 78,1 3,51 (1H, td) 347;3,45
47 72,2 3,44 (1H, m)
5” 75,8 3,78 (1H, m) 4,40
6” 65,2 4,68 (1H, m); 4,40 (1H, m)
| 122,6 7,54 6,87
2 114,0 7,54 (1H, d, 1,8 Hz) 7,59
3 148.9 7,54 6,87; 3,83
4 153,2 6,87 7,59; 7,54
5 116,2 6,87 (1H, d, 8,2 Hz)
6’ 125,4 7,59 (1H, dd, 8,2 ¢ 1,8 Hz)
7 168,0 7,59; 7,54; (6,87); 4,68
3”’-OMe 56,7 3,83 (3H, s)

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith 129



1.2829
1.2714

=y

ol Ea%) E=2 2] b et w =1 f=] o [onl D=1 Ll Kl a2 ]

=|=|=|o|a|la of [m] |ad| [ew m 0| oy fn|m

I B s el vl =| [=| |=| (v w|enfe|n

o|~|o|o| o= =| [~| |2 |= S|S|w|—|~

it [av] B (301 £=1 Bl wf |of (o] |«— hnd 2] E17 D] Kl -
7 T 4 T . T T T 1 ™ T —T T T
opm 7 6 5 4 3 2 1

t N BiiiiEaereaacsiffniiill ERRNAliGuserceves a
V WS ke= \WW I\
I
|
f
e
Figura 50a- Expansdo
i Do - B W da regido 0 102-135
opm 1![:0 n !AIiO 1%0 n ‘.I(;U BIO GID -ﬂlﬂ 20

Figura 50- Espectro de RMN "*C-CPD de ACS-11 (CD;0D, 125 MHz)
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5.8. Sinapato de 6”’-amburosila (ACS-12)

O pico 4.2 (tg = 13,54 min), obtido na segunda tentativa de isolamento dos
componentes coletados no quarto pico do cromatograma de HPLC da fragdo ACSEA(2-
11)(11-18)(18-20), rendeu um sélido marrom (pf. 126,9-131,4 °C; [a]®p = -27°, MeOH, ¢
0,20), intitulado ACS-12 (item 10.1.7.7, p. 286).

No espectro de RMN 'H de ACS-12 (500 MHz, CD;OD, Fig. 55, p. 138), foram
observados sinais na regido de hidrogénios glicosidicos (0 4,93-3,45), um singleto em 6 5,10
(2H, s, H-7), relacionado a hidrogénio oximetilénico, um par de dupletos em ¢ 7,30 e 7,08
(2H, J = 8,6 Hz, H-2,6 ¢ H-3,5), compativeis com um anel benzénico para-dissubstituido, ¢
uma triade de sinais em o 7,39 (H-2); 7,36 (H-6’) e 6,76 (H-5"), atribuidos a hidrogénios
pertencentes a anel benzénico 1,2,4-trissubstituido, sendo todos os sinais caracteristicos de um
amburosidio. O espectro COSY (Fig. 56, p. 139) ratificou o padrao de substitui¢do. Em
virtude da presenca de um par de dupletos em 67,62 ¢ 6,42 (1H, J= 15,9 Hz, H-7"" ¢ H-8""’),
referentes a hidrogénios olefinicos com estereoquimica trans, juntamente com o singleto em o
6,90 (2H, s, H-2",6"), associado a hidrogénios de anel aromatico tetrassubstituido, e o 3,86
(6H, s, 3’,5°-OMe), compativel com hidrogénios metoxilicos, foi sugerida uma estrutura de

um derivado dimetoxi-cindmico do amburosidio.

Vinte seis linhas espectrais foram exibidas no espectro de RMN "*C-CPD de ACS-
12 (125 MHz, CD;0OD, Fig. 57, p. 139), sendo duas delas atribuidas a carbonilas de ésteres (0
169,0, C-9” e 168,2, C-7’) e outras cinco foram associadas a carbonos sp2 oxigenados: O
159,0 (C-4); 151,9 (C-4’); 149,7 (C-3",5) 146,3 (C-3’) e 140,0 (C-4"), sendo esta ultima
absor¢do caracteristica de carbono aromadtico oxigenado de derivados do floroglucinol
(FRIEBOLIN, 1991). O sinal em 6 57,1 (C-3",5) foi atribuido a metoxila. Os sinais em &
102,4 (C-17); 78,1 (C-37); 75,7 (C-57); 75,0 (C-2"); 72,0 (C-4”) e 64,7 (C-6") foram
associados ao residuo de glicose. O espectro de RMN *C-DEPT135 (125 MHz, CD;0D, Fig.
58, p. 140) mostrou apenas dois carbonos metilénicos (0 67,1, C-7 e 64,7, C-6"), dos quais o
mais desblindado foi relacionado ao carbono oximetilénico ligado ao anel para-dissubstituido
(benziloxi). Subtragio dos espectros de RMN C-CPD e DEPTI135 revelou as linhas
espectrais relativas aos carbonos aromaticos ndo-hidrogenados: 6 132,0 (C-1); 126,8 (C-1"") e

122,8 (C-1°).

Através das correlagdes existentes no espectro de RMN-HSQC ('Jcy) (Fig. 59, p.

140), foram feitas as atribui¢des dos sinais de carbonos hidrogenados pertencentes a cada anel
Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith 134



aromatico: anel para-dissubstituido (oc 130,7 e 117,9); anel 1,2,4-trissubstituido (oc 123,9;
117,6 e 116,1) e anel tetrassubstituido (oc 107,2). As correlagdes dos dupletos em oy 7,62 (H-
7) e 6,42 (H-8”") com os sinais de carbono em oc 147,5 (C-7") e 115,9 (C-87),

respectivamente, corroboraram a presenca de uma olefina.

O espectro de RMN-HMBC (Fig. 60, p. 141) corroborou a existéncia de um
fragmento cindmico, ao revelar os acoplamentos dos hidrogénios olefinicos H-7"" ¢ H-8

com a carbonila C-9 (¢ 169,0) e com os carbonos aromaticos C-1"" (oc 126,8) e C-2,6™

(& 107.2).

As substituicdes do fragmento cindmico nas posigdoes 17, 3", 4 e 5 foram
justificadas pelas correlagdes entre os hidrogénios aromaticos H-2",6" (dy 6,90) com o
carbono olefinico C-7"" (6c 147,5) e com os carbonos aromaticos C-1"" (o¢ 126,8), C-3,5™
(oc 149,7) e 4 (oc 140,0), sendo este padrao de substituicido reforcado pela presenga de um
singleto no espectro de RMN 'H, com integracio para dois hidrogénios (Tab. 11, p. 137).

As metoxilas foram posicionadas nos carbonos C-3",5" devido a correlagdo do
singleto agudo em Jy 3,86 com o sinal de carbono em o¢ 149,7, resultando na caracterizagdo

estrutural do fragmento cinamico sinapoila.

A evidéncia do fragmento sinapoila ligado ao residuo de glicose, na posicao 6, foi
fornecida pelas correlagcdes entre os hidrogénios glicosidicos H-6” (o 4,51 e 4,40) e a

carbonila C-9 (6'169,0).

ACS-12, denominada amburosidio H [protocatecuato de 4-O-f-D-(6"-O-
sinapoilglicopiranosil)-benzila] ¢ uma substancia quimica original, pela primeira vez relatada

na literatura.

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith 135§



75,0 OH 72,0
HO
118,1 0
159,0 1024
H,CO
HO

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith 136



Tabela 11- Dados de RMN 'H e "*C de ACS-12 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC.

#C ACS-12 HSQC HMBC HMBC
Sc (ppm) Sy (ppm)(int.multip, Jun) V)
CD;0OD
1 132,0 5,10 7,30

2,6 130,8 7,30 (2H, d, 8,6 Hz) 7,08 5,10

3,5 118,1 7,08 (2H, d, 8,6 Hz) 7,30

4 159.,0 7,08 7,30; 4,93

7 67,1 5,10 (2H, s) 6,76

1’ 122,8 7,36

2’ 117,6 7,39 (1H, d, 1,9 Hz) 7,39

3’ 146,3 6,76 7,39; 7,36

4’ 151,9 7,36

5’ 116,1 6,76 (1H, d, 8,2 Hz) 7,39

6’ 123,8 7,36 (1H, dd, 8,2 ¢ 1,9 Hz) 7,39; 7,36; 5,10; 4,51

7 168.,2

1” 102,4 4,93 (1H, d, 7,4)

2” 75,0 3,47 (1H, m) 3,49

3” 78,1 3,49 (1H, td) 347;3,45

47 72,0 3,45 (1H, m)

5” 75,7 3,73 (1H, m) 4,40

6” 64,7 4,51 (1H, m); 4,40 (1H, m)

1 126,8 7,62 6,90; 6,42
27,67 107,2 6,90 (2H, s) (7,62)
35 149,7 6,90 3,86

4 140,0 6,90

7 147,5 7,62 (1H, d, 15,9 Hz) 6,90

8" 115,9 6,42 (1H, d, 15,9 Hz) 7,62

9 169,0 6,42 7,62;4,51; 4,40

3”.5”’-OMe 57,1 3,86 (6H, s)
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5.9. Galato de 6”’-amburosila (ACS-2)

Separagdes cromatograficas em Sephadex LH-20 e cartucho de SPE da fracao
acetato de etila do extrato etanodlico das sementes (ACSEA) forneceram um sélido marrom
viscoso (pf. 193,2-197,8 °C; [oc]zSD = -44°, MeOH, ¢ 0,19), designado ACS-2 (item 10.1.7.4,
p. 284).

No espectro de RMN 'H de ACS-2 (500 MHz, CD;OD, Fig. 61, p. 149), foram
observados dupletos em ¢ 7,29 e 7,06 (2H, d, J = 8,6 Hz, H-2,6 e H-3,5), correspondentes a
um sistema de spin AA’BB’, e um conjunto de sinais em 6 7,43 (1H, d, J = 1,7 Hz, H-2");
7,41 (1H, dd, J=8,0 e 1,7 Hz, H-6) ¢ 6,79 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5"), referentes a um sistema
de spin ABX, cujas correlagdes homonucleares foram devidamente ratificadas pelo espectro
COSY (Fig. 62, p. 150). Sinais na faixa de o 4,90-3,45 foram atribuidos a hidrogénios
osidicos, todavia a presenga de duplos dupletos em o6 4,60 (1H, H-6") e 4,40 (1H, H-6")
sugeriram um acgucar esterificado através da hidroxila metilénica. Foram encontrados
singletos correspondentes a dois hidrogénios em 6 7,10 (2H, H-2",6), sugerindo a presenca
de um anel aromatico tetrassubstituido e simétrico, ¢ em J 5,19 (2H, H-7), referente a

hidrogénios ligados a carbono oxigenado.

O espectro de RMN "“C-CPD de ACS-2 (125 MHz, CD;OD, Fig. 63, p. 150)
mostrou 23 linhas espectrais, sendo duas delas coincidentemente com o0s mesmos
deslocamentos quimicos (6 168,3, C-7° e C-7°"), atribuidas supostamente a carbonilas de
¢ésteres. Quatro linhas espectrais foram inicialmente associadas a carbonos aromaticos
oxigenados, 0 159,0 (C-4); 151,9 (C-4’); 146,7 (C-3",5") e 146,3 (C-3’), das quais as duas

ultimas foram caracteristicas de carbonos pertencentes a anéis orto-oxigenados.

O espectro de RMN *C-DEPT135 de ACS-2 (125 MHz, CD;OD, Fig. 64, p. 151)
apresentou onze absorg¢des atribuidas a carbonos monohidrogenados, sendo seis relacionadas
a carbonos sp2 (0 130,9; 123,9; 117,9; 117,6; 116,1 e 110,4). As outras cinco absorgoes,
atribuidas a carbonos sp’ oxigenados & 102,4 (C-17); 78,1 (C-37); 75,8 (C-5"); 75,1 (C-2") e
72,0 (C-4”), juntamente com uma das duas absor¢des atribuidas a carbonos metilénicos
oxigenados, 6 67,3 (C-7) e 65,0 (C-6”), foram compativeis com um fragmento de agucar. As
absor¢des em o 140,1 (C-4); 131,9 (C-1); 122,8 (C-1’) e 121,6 (C-1"""), inexistentes no

espectro DEPT135, foram relacionadas a carbonos aromdticos ndo-hidrogenados. Além disso,
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a atribuicdo da absor¢ao em ¢ 140,1 foi retificada, passando a ser associada a um carbono

oxigenado, a fim de atender a evidéncia de existéncia de um anel aromatico tetrassubstituido.

O pico do ion molecular cationizado [M+Na]" m/z 597,1356, observado no espectro
de massa de ACS-2 (EM-IES, Fig. 65, p. 151), permitiu a dedu¢do da formula molecular
Cy7H26014, cuja diferenca em relagdo a formula apresentada por ACS-9 foi de apenas um
oxigénio, sugerindo um analogo estrutural com um dos fragmentos protocatecoila convertido

em galoila.

A andlise do espectro de RMN-HMBC (Fig. 67, p. 152) permitiu a caracterizagao do
fragmento galoila através das correlagdes entre o singleto em 6 7,10 (H-2,6) e os sinais
dos carbonos aromaticos em oc 121,6 (C-1"7); 146,7 (C-3°,5"), 140,1 (C-4’) e a carbonila
em oc 168,3 (C-7’). Os acoplamentos entre os hidrogénios glicosidicos H-6" (4,60 e 4,40) e
a carbonila C-7" (¢ 168,3) corroboraram a hipotese da glicose se encontrar esterificada com
o fragmento galoila. A presenca de outro éster na estrutura foi justificada pelas correlagdes
verificadas entre os hidrogénios oximetilénicos H-7 (dy 5,19) e os hidrogénios aromaticos
H-2 (64 7,43) e H-6" (o 7,41) com a carbonila C-7" (¢ 168,3), pertencente ao fragmento
protocatecoila (Tab. 12, p. 146).

As correlagdes entre o dupleto em oy 7,29 (H-2,6) com o sinal de carbono
oximetilénico em oc 67,3 (C-7), e o singleto em oy 5,19 (H-7) com o sinal de carbono
aromatico em oc 130,9 (C-2,6) definiram a ligacdo do anel benziloxi com o fragmento

protocatecoila.

A ligacdo heterosidica entre o anel benzénico para-dissubstituido e a glicose foi
demonstrada através do acoplamento do hidrogénio anomérico H-1" (o 4,90) com o carbono

aromatico oxigenado C-4 (¢ 159,0).

O ineditismo de ACS-2 garantiu-lhe a denominacdo trivial amburosidio C

[protocatecuato de 4-O-f-D-(6"-O-galoilglicopiranosil)-benzila].

Os amburosidios sdo quimicamente muito semelhantes aos litseaefolosidios (192-
194), glicosidios fendlicos isolados de Ilex litsaefolia (Aquifoliaceae), diferindo apenas pela
existéncia de uma hidroxila no fragmento benziloxi (C-3), implicando em diferengas
significativas de deslocamento quimico nos carbonos deste anel aromdtico, em razdo dos
efeitos eletronicos exercidos pelo oxigénio adicional (efeito mesomérico doador- C-2, C-4 e
C-6 e indutivo retirador- C-3), além de afetar a absorcdo do carbono glicosidico C-27,
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possivelmente devido a formacao de ponte de H intramolecular (ZHANG et al., 2005) (Tab.
13, p. 147).
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Tabela 12- Dados de RMN 'H e *C de ACS-2 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC.

#C ACS-2 HSQC HMBC HMBC
c (ppm) Sy (ppm)(int., multip, Ji ) Y ¥
CD;0D
1 131,9 7,29
2,6 130.9 7,29 (2H, d, 8,6 Hz) 7,06 5,19
3,5 117,9 7,06 (2H, d, 8,6 Hz) 7,29
4 159,0 7,06 7,29; 4,90
7 67,3 5,19 (2H, s) 7,29
1’ 122,8 6,79
2’ 117.,6 7,43 (1H, d, 1,7 Hz) 7,41
3’ 146,3 7,43 6,79
4 151,9 6,79 7,41
5 116,1 6,79 (1H, d, 8,0 Hz)
6’ 123,9 7,41 (1H, dd, 8,0; 1,7 Hz) 7,43
7’ 168.3 7,43;7,41; 5,19
17 102,4 4,90 (1H, s, 7,4 Hz)
27 75,1 3,49 (1H, m)
3” 78,1 3,49 (1H, m) 4,40 3,49
4 72,0 3,45 (1H, m) 3,76
5” 75,8 3,76 (1H, td) 3,45
6” 65,0 4,60 (1H, m); 4,40 (1H, m) 3,76
1 121,6 7,10
27,6 1104 7,10 (2H, s)
3,5 146,7 7,10
4 140,1 7,10
7 168,3 7,10; 4,60; 4,40
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Tabela 13- Comparacio dos dados de RMN °C de ACS-8, 10 e 11 e substancias analogas
(192-194) isoladas de llex litsaefolia (ZHANG et al., 2005).

#C 192 ACS-8 193 ACS-10 194 ACS-11
oc (ppm)  oc (ppm)  oc (ppm)  oc (ppm)  Oc (ppm) éc (ppm)
1 132,2 132,1 132,0 131,9 131,9 131,9
2 115,8 130,8 115,7 130,9 115,7 130,7
3 147,1 118,0 147,0 118,0 146,9 117,9
4 145,1 159,0 145,1 158,9 145,1 158,9
5 117,3 118,0 117,2 118,0 117,1 117,9
6 119,4 130,8 119,6 130,9 119,3 130,7
7 65,7 67,2 65,7 67,2 65,7 67,2
1’ 121,2 122,9 121,1 122,8 121,1 122,8
2’ 112,2 117,6 112,1 117,6 112,1 117,6
3’ 147,4 146,3 147,3 146,3 1474 146,3
4 151,6 151,9 151,5 151,9 151,7 151,9
5 114,6 116,1 114,5 116,0 114,6 116,1
6’ 123,7 123,9 123,7 123,9 123,7 123,9
7 166,5 168,3 166,5 168,2 166,5 168,3
17 102,6 102,3 102,5 102,3 102,5 102,4
27 73,4 75,0 73,4 75,0 73,4 75,0
3” 76,0 78,0 76,1 78,1 76,1 78,1
4 70,2 72,0 70,4 72,0 70,6 72,2
5” 74,1 75,6 74,4 75,7 74,4 75,8
6” 63,3 64,8 63,2 64,7 63,6 65,2
1 171,3 172,9 126,3 127,8 121,0 122,6
2 19,3 20,9 113,7 111,8 112,4 114,0
37 - 148,3 149,5 1474 148,9
4 - 1455 150,8 151,5 153,2
57 - 115,1 116,6 114,6 116,2
6" - 121,7 124,4 123,9 125.4
h - 145,9 147,2 166,4 168,0
8"’ - 113,5 115,4 -
9 - 167,5 169,1 -
3°-OMe 55,0 55,0 55,0
3”-OMe - - 56,6 55,1 56,7

Todas as substancias foram solubilizadas em CD;0D
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Figura 61a- Expansdo do espectro de RMN 'H de ACS-2: (I) §3,1-5,3
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Figura 62- Espectro de RMN-COSY (CD;OD, 500 x 500 MHz) de ACS-2
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Figura 63- Espectro de RMN "*C-CPD de ACS-2 (CD;OD, 125 MHz)
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Figura 64- Espectro de RMN "*C-DEPT135 (CD;OD, 125 MHz)
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Figura 65- Espectro de massa de ACS-2 (Ionizacao por Electrospray)
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Figura 66- Espectro de RMN-HSQC (CD;0D, 125 x 500 MHz) de ACS-2
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Figura 67- Espectro de RMN-HMBC (CD;OD, 125 x 500 MHz) de ACS-2

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith 152



15
H OH
3 18 OH
| B o
| O
150 Figura 67a- Expansdo da regido
41 Qs 0: | 56,7-7,5x 153-172

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith 1573



5.10. Amburosidio B (ACPa-6)

Um sélido marron resinoso (p.f. 132,6-135,4 °C; [OL]ZSD = -35° ¢ 1,0, MeOH),
intitulado ACPa-6 (item 10.1.8.9, p. 295), foi isolado da fracao acetato de etila (E7- ACPaA),
gerada pelo particionamento do extrato etanolico da parte aérea de espécimens jovens, através

de tratamento cromatografico em Sephadex LH-20 e cartucho de SPE.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 68, p. 158) mostrou uma
banda larga em 3403 cm™, correspondente & deformacio axial da ligagdo O-H, caracterizando
a presencga de hidroxila; absor¢des intensas em 3065 e 2992 cm’', referentes a deformacdo
axial C-H, absor¢do em 1705 cm’ relativa 4 deformagéo axial C=0, evidenciando a existéncia
de carbonila de éster; bandas esqueletais em 1603 e 1515 cm’! de C=Carom.; absor¢ao em 1285,

1225 ¢ 1073 cm™ referentes as deformacdes axiais C-O.

ACPa-6 apresentou em seu espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;OD, Fig. 69, p.
158): dupletos em ¢ 7,37 (H-2,6) e 7,10 (H-3,5) (2H, d, J = 8,5 Hz), correspondentes a um
anel aromatico para-dissubstituido, sinais em ¢ 7,55 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6"); 7,53 (1H, dd,
J=28,2¢20Hz H-2) e 6,81 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5"), referentes a um anel aromatico
trissubstituido, um singleto em ¢ 5,24 (2H, s, H-7), referente a hidrogénios ligados a carbono
oxigenado. Um conjunto de sinais na faixa de ¢4,93-3,45 foi atribuido a hidrogénios osidicos,
exceto um singleto em ¢ 3,72 (3H, s, 3’-OMe), o qual foi compativel com hidrogénios

metoxilicos.

Dezenove linhas espectrais foram exibidas no espectro de RMN *C-CPD de ACPa-
6 (125 MHz, CD;OD, Fig. 70, p. 159), sendo uma delas atribuidas a carbonila de éster (0
168,0, C-7’) e trés associadas a carbonos aromaticos oxigenados: 0 159,1 (C-4); 153,0 (C-4’)
e 148,8 (C-3").

O espectro RMN C-DEPT135 (125 MHz, CD;OD, Fig. 71, p. 159) revelou a
presenga de dez carbonos mono-hidrogenados, dos quais metade foi relacionada a carbonos
aromaticos: o 130,9 (C-2,6); 125,2 (C-6"); 117,9 (C-3,5); 116,1 (C-5"); e 113,6 (C-2°). O
restante foi associado a carbonos osidicos, 0 102,3 (C-17); 78,2 (C-5"); 78,0 (C-3”); 75,0 (C-
2”) e 71,5 (C-4”), juntamente com um dos dois carbonos metilénicos oxigenados, 6 67,3 (C-7)
e 62,6 (C-67). A absor¢dao em O 56,6 (3’-OMe) ratificou a existéncia de uma metoxila. As
demais absor¢des de °C em & 131,8 (C-1) e 122,7 (C-1°), ausentes no espectro DEPT135,

foram reconhecidas como pertencentes a carbonos aromaticos nao-hidrogenados.
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A formula molecular C;1H2400, fornecida pelos dados de RMN, foi compativel com

a estrutura de um glicosidio di-aromatico monometilado.

O espectro de RMN-HSQC (Fig. 72, p. 160) revelou os carbonos correspondentes a
cada um dos anéis benzénicos, a partir dos acoplamentos 'J com cada um dos hidrogénios

aromaticos (Tab. 14, p. 157).

A correlagdo entre o hidrogénio anomérico H-1"" (4 4,93) e o carbono aromatico C-
4 (oc 159,1), registrada no espectro de RMN-HMBC (Fig. 73, p. 160), permitiu identificar a
posicdo da ligagdo heterosidica. A existéncia de um fragmento benzilico foi demonstrada
através dos acoplamentos entre os hidrogénios metilénicos H-7 (dy 5,24) com os carbonos
aromaticos C-1 (oc 131,8) e C-2,6 (O¢ 130,9), mas também entre os hidrogénios aromaticos

H-2,6 (ou 7,37) e o carbono metilénico C-7 (oc 67,3).

Os dois anéis aromaticos foram ligados através de um grupo éster, devido as
correlacdes dos hidrogénios aromaticos H-2" (oy 7,53) e H-6" (o 7,55) e os hidrogénios
metilénicos H-7 (dy 5,24) com a carbonila C-7" (oc 168,0). A correlagdo entre os hidrogénios
metoxilicos (g 3,72) com o carbono aromatico C-3’ (¢ 148,8) justificou a posicdo da

metoxila no carbono 3’ do anel benzénico trissubstituido.

ACPa-6 (lit.: p.f. 130-132 °C) ja havia sido identificado nas cascas do caule de A.
cearensis, tendo recebido a denominacdo comum de amburosidio B (vanilato de 4-O-f-D-

glicopiranosil-benzila) (BRAVO et al., 1999).
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Tabela 14- Dados de RMN 'H e "*C de ACPa-6 dispostos segundo as correlacdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC e comparagdo com deslocamentos quimicos de °C de
amburosidio B, registrados na literatura (BRAVO et al, 1999).

#C Amburosidio B ACPa-6 HSQC HMBC HMBC
S (ppm) & (ppm) 8y (ppm)(int.,multip, Juy) S v
CD;0D CD;0D

1 130,7 131,8 5,24 7,10
2,6 130,0 130,9 7,37 (2H, d, 8,5 Hz) 5,24
3,5 116,9 117,9 7,10 (2H, d, 8,5 Hz) 7,37

4 157,5 159,1 7,10 7,37

7 66,4 67,3 5,24 (2H, s) 7,37

1’ 121,7 122,7 7,53 6,81

2’ 112,6 113,6 7,53 (1H, d, 2,0 Hz) 7,55

3’ 147.4 148.8 7,53 3,72; 6,81
4’ 151,3 153,0 6,81 7,55; 7,53
5’ 114,9 116,1 6,81 (1H, d, 8,2 Hz)

6’ 124,4 125,2 7,55 (1H, dd, 8,2; 2,0 Hz) 7,53

7’ 167,1 168.0 7,55;7,53; 5,24
1” 101,0 102,3 4,93 (1H, d, 7,4 Hz) 3,45

2” 73,6 75,0 3,45 (1H, m) 3,47

3” 76,7 78,0 3,47 (1H, td) 3,39

4” 70,1 71,5 3,39 (1H, m) 3,47 3,86; 3,70
5” 76,5 78,2 3,42 (1H, m) 3,70

6” 61,8 62,6 3,86; 3,70 (1H, m)

3’-OMe 56,1 56,6 3,72 (3H, s)
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Figura 69- Espectro de RMN 'H de ACPa-6 (CD;0D, 500 MHz)
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Figura 70- Espectro de RMN "*C-CPD de ACPa-6 (CD;0D, 125 MHz)
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Figura 71- Espectro de RMN "*C-DEPT135 de ACPa-6 (CD;OD, 125 MHz)
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Figura 72- Espectro de RMN-HSQC (CDsOD, 125 x 500 MHz) de ACPa-6
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Figura 73- Espectro de RMN-HMBC (CD;0D, 125 x 500 MHz) de ACPa-6
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5.11. Acido (E)-o-cumarico glicosilado (ACPa-7)

Cromatografias em Sephadex LH-20 e em cartucho de SPE da fracdao E7-ACPaQ
(fracdo aquosa do extrato etanolico da parte aérea de espécimens de 7 meses de cultivo)
permitiram o isolamento de um s6lido marrom (tg = 7,20 min), o qual foi purificado por
HPLC, resultando na obtengdo de 24 mg de um solido branco (pf. 234,6-236,1 °C; [a]*’p =
-61,7°, MeOH, ¢ 0,78), designado ACPa-7 (item 10.1.8.11, p. 296).

O espectro de RMN 'H de ACPa-7 (500 MHz, CD;OD, Fig. 74, p. 166) demonstrou
a presenca de dois dupletos em 6 8,12 ¢ 6,52 (1H, J = 16,2 Hz, H-7 e H-8), associados a
hidrogénios olefinicos com estereoquimica trans, um sistema de dois dupletos em o6 7,61 e
7,24 (1H, J= 7,9 Hz, H-6 e H-3, ndo acoplados) e dois tripletos em 67,37 ¢ 7,05 (1H, J=7.,9
Hz, H-4 e H-5), caracteristico de anel aromatico orto-dissubstituido, além de um conjunto de
sinais numa faixa de deslocamento quimico tipica de agtcar (o 5,00-3,43). No espectro de

RMN-COSY (Fig. 75, p. 167), estes acoplamentos foram ratificados.

Quinze absor¢des foram observadas no espectro de RMN Bc-.cpPD (125 MHz,
CD;OD, (Fig. 76, p. 167), das quais nove foram relacionadas a carbonos sp2 (171,2; 157,6;
141,6; 133,0; 129,0; 125,5; 123,7; 119,7 e 117,1), sendo uma possivelmente pertencente a
carbonila de acido ou éster (dc.9 171,2) e uma referente a carbono aromatico oxigenado (Jc.2
157,6). As outras seis absor¢oes foram associadas a carbonos sp3 oxigenados, 0 102,5 (C-1’);
78,4 (C-5%); 78,3 (C-3°); 75,0 (C-2°); 71,4 (C-4’) e 62,6 (C-6’), compativeis com oS

deslocamentos quimicos de glicose, relatados na literatura.

A comparagio do espectro de RMN "*C-CPD com o espectro DEPT135 (125 MHz,
CDs;OD, Fig. 77, p. 168) revelou a diferenca de trés linhas espectrais, o 171,2 (C-9), 157,6
(C-2) e 125,5 (C-1), as quais foram relacionadas a carbonos sp” nio-hidrogenados. No
espectro DEPT135, todas as linhas espectrais foram associadas a carbonos mono-

hidrogenados, exceto a absor¢do em 6 62,6 (C-6"), atribuida a carbono metilénico.

O espectro de RMN-HSQC (Fig. 78, p. 168) permitiu correlacionar os hidrogénios
olefinicos H-7 e H-8 (o 8,12 e 6,52) diretamente ligados aos seus respectivos carbonos (¢
141,6 e 119,7), sugerindo a presenca de uma olefina adjacente a carbonila devido as
significativas diferencas de deslocamentos quimicos, provocadas pelo efeito mesomérico
retirador da carbonila. As atribui¢des dos sinais de hidrogénios e carbonos aromadticos foram

baseadas nas correlagcdes observadas no espectro HSQC, todavia a multiplicidade e os
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deslocamentos quimicos, considerando principalmente os efeitos de blindagem do carbono

oxigenado, foram decisivos para os inequivocos assinalamentos.

O espectro de massa de ACPa-7 (EM-IE, Fig. 79, p. 169) apresentou o pico ion-
molecular apenas detectavel (m/z 326) e fragmentos com m/z resultantes de quebras
seqiienciais sofridas pela aglicona: 164 (perda de glicose), 146 (desidratacdo do acido o-

cumarico, seguida de lactonizacdo) e 118 (pico base, descarbonilacdo).

Os dados de RMN e EM forneceram a composicdo elementar C;sH;gOs,
correspondendo supostamente a um glicosidio cindmico, o qual poderia ser referente a um
éster de glicose (orto-hidroxi-cinamato de glicosila, I) ou um acido cinamico orto-glicosilado
(ID).

O espectro de RMN-HMBC (Fig. 81, p. 170) demonstrou indubitavelmente a
ligagdo da porgdo etilénica ao anel aromatico através de diversas correlagdes como:
acoplamentos do hidrogénios aromaticos H-3 (dy 7,24; *J) e H-6 (84 7,61) com o carbono
olefinico C-7 (oc 141,6), acoplamentos dos hidrogénios olefinicos H-7 (g 8,12) e H-8 (ou
6,52) com o carbono ipso C-1 (¢ 125,5), além dos acoplamentos do hidrogénio H-6 (o 7,61)
com os carbonos aromaticos C-2 (oc 157,6) e C-6 (6c 129,0) (Tab. 15, p. 165).

A existéncia de uma carbonila a,p-insaturada foi ratificada através das correlagdes
entre os hidrogénios olefinicos H-7 (g 8,12) e H-8 (dy 6,52) com a carbonila (oc 171,2),
observadas no espectro HMBC.

A correlacdo do hidrogénio anomérico H-1" (dy 5,00) com o carbono aromatico
oxigenado C-2 (oc 157,6) foi a prova insofismavel de que a estrutura de ACPa-7 correspondia
a proposta II, ou seja, o ac. (E)-cumadrico glicosilado, substancia nova no género.

2' OH ¢
3 OH 9CO,H
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Tabela 15- Dados de RMN 'H e "*C de ACPa-7 dispostos segundo as correlacdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC.

#C ACPa-7 HSQC HMBC HMBC
Sc (ppm) Sy (ppm)(int., multip, Jyx) 4 WD)
CD;0D
1 125,5 6,97; 5,97
2 157,6 7,24 8,12;7,61;7,37; 5,00
3 117,1 7,24 (1H, d, 7.9 Hz) 7,37 7,05
4 133,0 7,37 (1H, t, 7,9 Hz) 7,24; 7,05 7,61
5 123,7 7,05 (1H, t, 7.9 Hz) 7,37 7,24
6 129,0 7,61 (1H, d, 7,9 Hz) 7,05 8,12; 7,37
7 141,6 8,12 (1H, d, 16,2 Hz) 6,52 7,61; (7,24)
8 119,7 6,52 (1H, d, 16,2 Hz) 8,12
9 171,2 6,52 7,31
I 102,5 5,00 (1H, d, 7,8 Hz) 3,49
2’ 75,0 3,57 (1H, m)
3 78,3 3,49 (1H, td) 4,94
4 71,4 3,43 (1H, m)
5 78,4 3,46 (1H, m) 3,46
6’ 62,6 3,89 (1H, m); 3,71 (1H, m)
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Figura 74- Espectro de RMN 'H de ACPa-7 (CD;0D), 500 MHz)
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Figura 74a- Expansio do espectro de RMN 'H de ACPa-7 da regido de: (I) §3,2-4,0.
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Figura 76- Espectro de RMN *C-CPD de ACPa-7 (MeOD, 125 MHz)
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Figura 77- Espectro de RMN *C-DEPT135 de ACPa-7 (CD;OD, 125 MHz)
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Figura 78- Espectro de RMN-HSQC (CDsOD, 125 x 500 MHz) de ACPa-7
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5.12. Acido (Z)-o-cumarico glicosilado (ACX-1)

A fragdo butanolica, originada de cromatografia em Sephadex LH-20 e particdo
liquido-liquido do extrato etandlico do xilopddio, rendeu um soélido resinoso amarelo (item
10.1.8.3, p. 292) denominado ACX-1 (pf. 98,7-100,0 °C; [oc]25D= -43°, MeOH, ¢ 0,32), ap6s
separac¢do obtida por HPLC (fase reversa- tg = 7,87 min).

A analise do espectro de RMN 'H de ACX-1 (500 MHz, CD;OD, Fig. 82, p. 175)
permitiu a identificacdo de um anel aromatico orto-dissubstituido, devido a presenca de um
sistema de dois dupletos em 67,53 ¢ 7,19 (1H, J = 7,9 Hz, H-6 ¢ H-3; ndo-acoplados) e dois
tripletos em ¢ 7,30 ¢ 6,97 (1H, J = 7,9 Hz, H-4 ¢ H-5), um grupo etilénico com
estereoquimica cis [0 7,31 ¢ 5,97 (1H, d, J = 12,5 Hz, H-7 ¢ H-8)], e um agucar, justificado
pela existéncia de um conjunto de sinais na faixa de 0 4,94-3,40. Todos acoplamentos 'H, 'H

foram constatados no espectro de RMN-COSY (Fig. 83, p. 175)

O espectro de RMN >C-CPD (125 MHz, CD;OD, Fig. 84, p. 176) apresentou
quinze linhas espectrais, cujos deslocamentos quimicos foram muito préximos aos observados
para ACPa-7, sendo idénticos os valores atribuidos ao residuo de glicose: 6 102,7 (C-1°); 78,3
(C-5%); 78,2 (C-3°); 75,0 (C-2’); 71,4 (C-4’) e 62,6 (C-6’). As absor¢des da aglicona foram
relacionadas a nove carbonos sp”, das quais uma foi atribuida a carbonila de éster ou acido (&

170,4, C-9).

As outras oito absor¢des foram determinadas utilizando-se o espectro de RMN-
HSQC (Fig. 86, p. 177), o qual permitiu identificar os quatro carbonos aromaticos
hidrogenados, 6 116,6 (C-3); 131,5 (C-4); 122,9 (C-5) e 131,7 (C-6), e os dois carbonos
olefinicos, 0 139,7 (C-7) e 121,4 (C-8), a partir das correlagdes diretas com seus respectivos
hidrogénios ¢ 7,19 (H-3); 7,30 (H-4); 6,97 (H-5); 7,53 (H-6); 7,31 (H-7) ¢ 6,52 (H-8). Os
sinais em oc 156,7 (C-2) e 126,9 (C-1), desprovidos de correlagdo, foram atribuidos a
carbonos aromaticos ndo hidrogenados, sendo o mais desprotegido associado a carbono

oxigenado (Tab. 16, p. 174).

O espectro de RMN-HMBC (Fig. 87, p. 177) mostrou as correlagdes dos sinais de
hidrogénios olefinicos em 6 7,31 (H-7) e 6 6,52 (H-8) com o sinal da carbonila em ¢ 170,4
(C-9), evidenciando a presenca de uma carbonila o,B-insaturada. A olefina foi conectada ao
anel aromatico devido as correlagdes entre os sinais de hidrogénios olefinicos em 67,31 (H-7)

e 6,52 (H-8) com os sinais de carbonos aromaticos em ¢ 126,9 (C-1), 156,7 (C-2) 131,7 (C-
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6), e entre o sinal de hidrogénio aromatico em J 7,53 (H-6) e o sinal de carbono olefinico em
0 139,7 (C-7). O acoplamento do hidrogénio anomérico H-1" (dy 4,94) com o carbono
aromatico C-2 (oc 156,7) revelou a ligacao heterosidica entre a glicose € o anel aromatico, na

posicao orto.

Em virtude da nitida semelhanga encontrada entre os dados espectrais de IV (Fig.
88, p. 178) ¢ EM (Fig. 89, p. 179), inclusive resultando na mesma formula molecular
CisH30s, ACX-1 e ACPa-7 foram considerados estereoisdmeros, os quais foram distintos
apenas pela configuragdo da liga¢do dupla (E e Z, respectivamente), fornecida pela constante
de acoplamento dos hidrogénios olefinicos. Seus espectros de EM apresentam o mesmo
padrao de fragmentacdo e os de IV exibem absor¢des semelhantes, sendo a identificagdo por
estas técnicas inconclusiva. Comparagdo com dados de RMN °C disponiveis da literatura

confirmou a proposta estrutural (Vasange et al, 1997)

Os deslocamentos quimicos de RMN 'H dos hidrogénios olefinicos de ACPa-7 e
ACX-1, obtidos experimentalmente, foram muito parecidos com os calculados para os
estereoisomeros, segundo a equagdo de predicdo de Pascual-Meier-Simon: oy= 5,25 + Ogem +
Ocis t Owans, adotando-se como substituintes uma carboxila e um grupo fenila. Através desta
equagao, obteve-se a ratificagdo de que os hidrogénios olefinicos numa configuracao £ sdo

mais desblindados do que aqueles com estereoquimica Z, devido aos menores efeitos estéricos

(SILVERSTEIN, 1994).

Q aH Hb
aH OH
O
Hb HO
(E) (Z)
Isomero (E) Isomero (£)
5H= 5725 + 5gem + é;'is + é;rans 5H= 5725 + 5gem + é;'is + é;rans

Oma=5,25+1,35+1,35+0,0=7,95 Oma=5,25+1,35+0,0+0,74=7,34
om = 5,25+ 1,0+ 0,37 + 0,0= 6,62 om = 5,25+ 1,00+ 0,0 - 0,10= 6,15
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131,5

Os estereoisomeros do acido o-cumadrico glicosilado s3o possivelmente os
precursores da cumarina, um dos constituintes majoritarios de 4. cearensis. E sabido que
acidos do tipo 2-hidroxi-cindmico podem sofrer isomerizagdo, ou seja, o esteroisomero (£)
pode se converter na forma menos estavel (Z), quando exposto a radiagdo UV. Embora seja
geralmente desfavoravel, este processo se desenvolve bem em sistemas completamente
conjugados, pois a absor¢ao de energia luminosa pela ligacdo dupla promove a transicao de
um ¢letron do orbital m para um estado de mais alta energia (n* anti-ligante), transformando-a
temporariamente em ligagdo simples, a qual possui livre rotacao, resultando na formagao do
isomero (Z), ap6s dissipacdo da energia recebida. O isdmero (Z) pode sofrer uma lactonizagao

enzimadtica e dar origem a cumarina (DEWICK, 2001).

A biossintese da cumarina pode ocorrer a partir das agliconas ou dos heterosidios de
ambos o0s estereoisdmeros, porque a lactonizagdo pode ser precedida de hidrélise enzimatica
do glicosidio. Em espécies de Melilotus alba (Fabaceae) atribui-se a presenca de cumarina a
hidrolise enzimatica seguida de lactonizagdo dos glicosidios induzidas por danos aos tecidos

da planta durante sua coleta e processamento (DEWICK, 2001).
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Esquema 1- Biossintese da cumarina a partir dos estereoisomeros do acido o-cumarico
glicosilado.

Tabela 16- Dados de RMN 'H e °C de ACX-1 dispostos segundo as correlacdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC.

#C ACX-1 HSQC HMBC HMBC
6c (ppm) Sy (ppm)(int.multip, Juy)  J )]
CD;OD
1 126,9 7,31 6,97; 5,97
2 156,7 7,19 7,53;7,31; 5,97 (4J); 4,94
3 116,6 7,19 (1H, d, 7,9 Hz) (7,53); (7,31); 7,30
4 131,5 7,30 (1H, t, 7,9 Hz) 7,19
5 122.9 6,97 (1H, t, 7,9 Hz) 7,19
6 131,7 7,53 (1H, d, 7,9 Hz) 7,30; (7,19); 6,97; (5,97)
7 139,7 7,31 (1H, d, 12,5 Hz) 5,97 7,53
8 121.4 5,97 (1H, d, 12,5 Hz) 7,31
9 170,4 5,97 7,31
1’ 102,7 4,94 (1H, d, 7,4 Hz) 3,49
2 75,0 3,49 (1H, m) 4,94
3’ 78.2 3,46 (1H, td) 4,94
4 71,4 3,40 (1H, m) 3,43
5 78,3 3,43 (1H, m) 3,46
6’ 62,6 3,87 (1H, d); 3,70 (1H, dd)
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Figura 83- Espectro de RMN-COSY (CD;OD, 500 x 500 MHz) de ACX-1
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Figura 85- Espectro de RMN “C-DEPT135 (CD;0D, 125 MHz) de ACX-1
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Figura 87- Espectro de RMN-HMBC (CD;OD, 125 x 500 MHz) de ACX-1
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5.13. Formononetina (ACCE-9)

A fracdo metanolica ACCE;AM, obtida por particdo liquido-liquido do extrato
etanolico das cascas do caule (ACCE), foi submetida a cromatografias em gel de silica e
Sephadex LH-20, resultando num precipitado amarelado, que ao ser filtrado e tratado com
MeOH, converteu-se num sélido branco puro (p.f. 240,2-242,9 °C), chamado de ACCE-9
(item 10.1.6.13, p. 281).

O espectro de RMN C-CPD (125 MHz, CsDsN, Fig. 90, p. 183) de ACCE-9 exibiu
catorze linhas espectrais, sendo todas atribuidas a carbonos sp2 (0176,2; 164,6; 160,5; 159,1;
153,3; 131,3; 128,7; 125,9; 125,1; 118,4; 116,4; 114,7 ¢ 103,6), exceto a absor¢ao em o 55,7
(4’-OMe), relacionada a carbono sp® oxigenado. A absor¢do em & 176,2 (C-4) foi associada a
carbonila de cetona conjugada e os sinais em ¢ 164,6 (C-7); 160,5 (C-4’); 159,1 (C-9) e 153,3

(C-2) foram associados a carbonos sp” oxigenados.

O espectro RMN "*C-DEPT135 de ACCE-9 (125 MHz, CsDsN, Fig. 91, p. 183)
exibiu sete linhas espectrais, das quais seis relacionadas a carbonos mono-hidrogenados
(0 153,3; 131,3; 128,7; 116,4; 114,7 e 103,6) e uma pertencente a metoxila (o 55,7).
Subtragio dos espectros de RMN *C-CPD e DEPT135 permitiu a identificagdo dos carbonos
sp” ndo-hidrogenados e ndo-funcionalizados: & 125,9 (C-1°); 125,1 (C-3) e 118,4 (C-10).
Considerando-se a existéncia de 16 carbonos, foi sugerida uma estrutura com esqueleto

Cs-C3-Ce.

O espectro de RMN '"H de ACCE-9 (500 MHz, CsDsN, Fig. 92, p. 184) mostrou um
conjunto de sinais em ¢ 8,47 (1H, d, J = 8,8 Hz, H-5); 7,26 (1H, dd, /= 8,8 ¢ 2,2 Hz, H-6) e
7,15 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-8), referentes a um sistema aromatico de spin ABX, dois dupletos
em 07,80 ¢ 7,10 2H, J = 8,8 Hz, H-2°,6’ ¢ H-3’,5"), compativeis com um sistema aromatico
de spin AA’BB’, um sinal simples e agudo em ¢ 3,71 (3H, s, 4’-OMe), relacionado a
hidrogénios metoxilicos e um singleto em ¢ 8,18, caracteristico de hidrogénio olefinico de

isoflavona.

O espectro de RMN-HSQC (Fig. 93, p. 185) refor¢cou a presenca de um anel
benzénico para-dissubstituido, através das correlagdes entre os dupletos em oy 7,80 (H-2",6")
e 7,10 (H-3",5) e as absor¢des de carbono em oc 131,3 (C-2°,6°) ¢ 114,7 (C-3,5),
justificando a maior intensidade dos seus sinais. A formula molecular obtida foi C;sH,04,

compativel com estruturas de isoflavonas dissubstituidas por uma hidroxila e uma metoxila.
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A proposta estrutural de uma isoflavona foi justificada pelo acoplamento do
hidrogénio olefinico H-2 (dy 8,18) com o carbono olefinico oxigenado C-2 (¢ 153.3),
observado no espectro HSQC, mas também pelos acoplamentos a longa distancia (espectro
HMBC) do mesmo hidrogénio olefinico (H-2) com o carbono olefinico C-3 (o¢ 125,1) e com
a carbonila C-4 (oc 176,2) (Tab. 17, p. 182).

A metoxila foi posicionada no anel benzénico para-dissubstituido devido ao
acoplamento °J, observado no espectro de RMN-HMBC (Fig. 94, p. 186), entre os

hidrogénios metoxilicos (dy 3,71) e o carbono aromatico C-4’ (oc 160,5).

Quanto ao posicionamento da hidroxila no anel A (trissubstituido), ela poderia
ocupar as posicdes 6 ou 7, pois em ambas as proposi¢des, o padrdo de multiplicidade dos

sinais de hidrogénio seria mantido.

7,15
No entanto, o acoplamento registrado no espectro HMBC, entre o hidrogénio

aromatico H-5 (oy 8,47) e a carbonila C-4 (oc 176,2), foi determinante para a defini¢ao da
posi¢ao da hidroxila, no carbono C-7. Além disso, a absor¢do em oc 103,6 (C-8) ¢
perfeitamente compativel com o deslocamento quimico de um carbono posicionado entre dois
carbonos arométicos oxigenados, em virtude da significativa blindagem oferecida pelo efeito

mesomérico doador dos oxigénios, orfo a este carbono (FRIEBOLIN, 1991).

A formononetina é um conhecido fitoestrogeno encontrado na soja, sendo apontada
como um de seus componentes alergénicos (PARK et al., 2005). Além disso, exibe atividade
giardicida in vitro cinco vezes mais potente do que a do metronidazol, umas das drogas-

referéncia (KHAN et al, 2000).

HO
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Tabela 17- Dados de RMN 'H e "*C de ACCE-9 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC e comparagdo com deslocamentos quimicos de °C de
formononetina, registrados na literatura (JHA et al., 1980).

#C Formonetina ACCE-9 HSQC HMBC HMBC
Sc(ppm)  Sc(ppm) Sy (ppm)(int.multip, Juy)  J ¥
CDCl1;/DMSO CsDsN
2 152,7 153,3 8,18 (1H, s)
3 123,6 125,1 8,18
4 174.9 176.,2 8,47; 8,18
5 127,3 128,7 8,47 (1H, d, 8,8 Hz)
6 115,1 116,4 7,26 (1H, dd, 8,8 Hz ¢ 2,2) 7,15
7 162,7 164,6 8,47
8 102,2 103.6 7,15 (1H, d, 2,2 Hz) 7,26
9 157,7 159,1 7,15 8,47; 8,18
10 116,8 118.4 7,15
1’ 124,4 125.9 8,18; 7,10
2°,6° 130,0 131,3 7,80 (2H, d, 8,8 Hz)
3’5 113,6 114,7 7,10 (2H, d, 8,8 Hz)
4’ 159,1 160,5 7,10 7,80; 3,71
4’-OMe - 55,7 3,71 (3H, s)
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Figura 90- Espectro de RMN "*C-CPD de ACCE-9 (CsDsN, 125 MHz)

Figura 91- Espectro de RMN *C-DEPT135 de de ACCE-9 (CsDsN, 125 MHz)
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Figura 92- Espectro de RMN 'H de ACCE-9 (CsDsN, 500 MHz)
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Figura 94- Espectro de RMN-HMBC (CsDsN, 125 x 500 MHz) de ACCE-9
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5.14. Aiapina (ACPa-4)

Cromatografias em gel de silica e Sephadex LH-20 permitiram a obteng¢ao de cristais
incolores (62,5 mg; p.f. 221-224 °C), denominados ACPa-4 (item 10.1.8.8, p. 295), a partir
da fracdo acetato de etila (E7- ACPaA), resultante da particdo H,O/AcOEt do extrato

etandlico da parte aérea de espécimens jovens.

Submetido a analise espectroscdpica na regido do infravermelho (Fig. 95, p. 189),
ACPa-4 exibiu bandas esqueletais em 1682, 1579 e 1498 crn'l, referentes a deformacoes
axiais C=C,om, absor¢oes em 1256 ¢ 1224 cm’', associadas a deformacdes axiais C-O, bandas
em 940, 881 e 836 cm™, relacionadas a deformagdes angulares Cyrom-H. Absor¢do em 1705

cm’” foi atribuida a uma deformacéo axial C=0, caracteristica de carbonila conjugada.

O espectro de RMN 'H de ACPa-4 (500 MHz, CDCls, Fig. 96, p. 189) exibiu um
par de dupletos em 6 7,58 e 6,28 (1H, d, J = 9,5 Hz, H-4 e H-3), associados a hidrogénios
olefinicos com configurag¢do cis, caracteristicos de compostos cumarinicos, dois singletos,
coincidentes, em 0 6,83 (2H, s, H-5 e H-8), relacionados a hidrogénios aromaticos isolados e

um singleto em 6 6,08 (2H, s, 6,7-OCH,0), atribuido a presenga de um grupo metilenodioxi.

No espectro de RMN *C-CPD de ACPa-4 (125 MHz, CDCls, Fig. 97, p. 190) foram
visualizados dez sinais, dos quais um foi compativel com carbonila de lactona o,-insaturada
(0161,4, C-2), trés foram atribuidos a carbonos aromadticos oxigenados, o 151,5 (C-7); 151,5
(C-10) e 145,1 (C-6) e dois foram relacionados a carbonos olefinicos, ¢ 143,7 (C-4) e 113,6
(C-3). Tendo em vista que a absorcao em o 102,6 (6,7-OCH,0) foi a tnica com amplitude
negativa, no espectro de RMN BC-DEPT135 de ACPa-4 (125 MHz, CDCl;, Fig. 98, p. 190),
este sinal foi atribuido ao carbono metilénico dioxigenado, enquanto que as linhas espectrais
em 0 105,2 (C-5) e 98,6 (C-8) foram associadas a carbonos aromaticos hidrogenados. O sinal
de carbono em 6112,9 (C-9), presente apenas no espectro CPD, foi relacionado a um carbono

aromatico nao-hidrogenado.

O espectro de massa (Fig. 99, p. 191) forneceu o pico ion molecular com m/z 190, a
partir da qual se deduziu a formula molecular obtida C,oH¢O4, correspondente a estrutura de
uma cumarina dissubstituida por um grupo metilenodioxi, nas posi¢cdes 6 e 7, devido a
auséncia de acoplamento entre os hidrogénios aromaticos. As atribui¢des dos sinais oc 105,2
(C-5) e 98,6 (C-8) foram baseadas na andlise dos efeitos eletronicos dos substituintes do anel

benzénico, os quais exercem uma maior blindagem no carbono localizado entre dois atomos
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de oxigénio (C-8). Comparagdo com dados de RMN, ja publicados para a cumarina aiapina

(lit. 221-223 °C), confirmou a estrutura proposta (DEBENEDETTI et al., 1998) (Tab. 18).

Isolada pela primeira vez de Eupatorium ayapana (Asteraceae), a aiapina ja foi
também descrita em outras espécies da mesma familia (Helianthus annus, Artemisia apiacea,
Pterocaulon virgatum e P. polystachyum) (MAES et al., 2005), sendo considerada uma
fitoalexina em razao de sua propriedade fungitéxica (PRATS et al., 2006).

105,2 143,7
112,9

6,83H

Tabela 18- Dados de RMN 'H e "°C de ACPa-4 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através de espectros HSQC e comparagio com deslocamentos quimicos de >C de aiapina,
registrados na literatura (DEBENEDETTI et al., 1998).

#C Aiapina  ACPa-4 HSQC

oc (ppm) Oc (ppm)  ou (ppm)(int., multip, Jy n)
CDCly CDCl,

2 161,2 161,4
3 113,4 113,6 6,28 (1H,d, 9,5 Hz)
4 143,4 143,7 7,58 (1H,d, 9,5 Hz)
5 105,0 105,2 6,83 (1H, s)
6 1434 145,1
7 151,3 151,5
8 98,4 98,6 6,83 (1H, s)
9 112,7 112,9
10 149,4 151,5

6,7-OCH,0 102,3 102,6 6,08 (2H, s)
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5.15. 6-hidroxi-cumarina (ACS-5)

ACS-5, um so6lido branco (5 mg; pf. 221,7-222,9 °C, tg = 10,30 min), foi isolado
através de separacdo em HPLC da fracdo acetato de etila (ACSEA) do extrato etanolico das
sementes (item 10.1.7.6, p. 285), previamente cromatografada em Sephadex LH-20 e gel de
silica.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDsCOCDj3, Fig. 100, p. 195) de ACS-5 exibiu
um sistema de spin ABX [0 7,19 (1H, d, J= 8,9 Hz, H-8); 7,10 (1H, dd, J=8,9 ¢ 2,7 Hz, H-7)
e 7,06 (1H, d, J=2,7 Hz, H-5)] e um par de dupletos em 67,86 ¢ 6,36 (1H, d, /= 9,6 Hz, H-4
e H-3), associados a hidrogénios olefinicos com estereoquimica cis, caracteristicos de

compostos cumarinicos.

No espectro de RMN "“C-CPD de ACS-5 (125 MHz, CD;COCD;, Fig. 101, p. 195)
foram observados nove sinais, dos quais um foi compativel com carbonila de lactona o,p3-
insaturada (0 161,0, C-2) e dois foram atribuidos a carbonos aromaticos oxigenados (J 154,8,
C-6 e 148,8, C-10). No espectro RMN BC-DEPT135 (125 MHz, CD;COCD:3, Fig. 102, p.
196), os cinco sinais existentes foram referentes a carbonos sp” monohidrogenados: & 144,4
(C-4); 120,6 (C-7); 118,2 (C-8); 117,6 (C-3) e 113,6 (C-5). Comparagao dos espectros de
RMN "C-CPD e DEPT135 permitiu relacionar a outra absor¢do em & 120,6 (C-9) a carbono

ndo-hidrogenado e nao-funcionalizado.

O espectro de RMN-HSQC (Fig. 103, p. 196) revelou as absor¢gdes correspondentes
a olefina, através dos acoplamentos entre os dupletos em oy 7,86 (H-4) e 6,36 (H-3) com os
sinais de carbono em oc 144,4 (H-4) e 117,6 (H-3), respectivamente. Além disso, os sinais de
carbonos aromaticos em ¢ 120,6 (H-7); 118,2 (H-8) e 113,6 (H-5) foram correlacionados
com seus respectivos sinais de hidrogénio em oy 7,10 (H-7); 7,19 (H-8) e 7,06 (H-5) (Tab.
19, p. 194).

Segundo o espectro de massa (EM-IE, Fig. 104, p. 197), ACS-5 possui uma massa
molecular de 162 Da, compativel com a foérmula molecular CoHgO; correspondendo a
estrutura de uma cumarina monohidroxilada, na posi¢do 6 ou 7 (umbeliferona), em virtude da
presenca de um sistema ABX. Além do pico ion-molecular (m/z 162), somente um fragmento

com m/z 134, resultante da descarbonilagdo cumarinica, pareceu significativo.

O espectro de RMN-HMBC (Fig. 105, p. 197) exibiu as correlagdes do sinal de

hidrogénio em 6 7,86 (H-4) com o sinal de carbono em 6 113,6 (C-5, Neo acoplamento do
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duplo dupleto em & 7,10 (H-7) com o sinal de carbono em & 148,8 (C-10, *J), justificando a
escolha pela proposta I, em detrimento da proposta II cujos acoplamentos seriam ambos
hipoteticamente *J. Ainda que acoplamentos em “W” sejam observados em compostos
cumarinicos. Além disso, absor¢cdes em torno de oc 162-163 e oc 102-103, ausentes no
espectro de ACS-5, sdo caracteristicas para os carbonos C-7 e C-8, respectivamente, em
derivados da umbeliferona. No carbono oxigenado ha uma desblindagem adicional devido a
conjugacdo com a carbonila, enquanto que no outro carbono, a protecao ocorre em virtude do
forte efeito mesomérico doador exercido pelos atomos de oxigénio orfo a este carbono
(POUCHERT, 1993). O espectro de RMN *C-CPD (125 MHz, CD;COCDs, Fig. 106, p.

198) de uma amostra auténtica de umbeliferona ratifica estas inferigoes.

Em termos cromatograficos, a 6-hidroxi-cumarina também apresenta
comportamento diferente da umbeliferona (lit. 230-233 °C), conforme pode ser constatado
pelos tempos de retencdo nos respectivos cromatogramas de HPLC (Fig. 107 ¢ 108, p.198):
11,7 € 13,10 min.

6-hidroxi-cumarina ja foi isolada da parte aérea de Bidens parviflora-Asteraceae
(TOMMASI et al., 1992), das raizes de Paeonia suffruticosa- Paconiaceae (Wu et al., 2002) e
Hydrangea chinensis-Hydrangeaceae (KHALIL et al, 2003), nesta ultima espécie foi
identificada também umbeliferona, nas folhas (Tab. 19, p. 194).

Biossinteticamente, as substituicdes em cumarinas (incluindo hidroxilagdo) ocorrem
preferencialmente na posi¢ao 7, resultando na formagao da umbeliferona, devido ao precursor
comum a esta classe de compostos: o acido p-cumarico, gerado a partir da desaminagdo da

tirosina ou hidroxilagdo do acido cindmico (ROBBERS, 1997).

Embora as cumarinas 6-monoxigenadas sejam raras na natureza, sendo a ocorréncia
delas restritas a um reduzido nimero de espécies, os dados espectroscopicos obtidos
forneceram evidéncias incontestdveis de sua existéncia, mesmo levando a uma proposta

estrutural contraditoria a preconizada pela teoria biogenética.
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Tabela 19- Dados de RMN 'H e *C de ACS-5 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC e comparagdo com deslocamentos quimicos de °C de
6-hidroxi-cumarina, registrados na literatura (GOTTLIEB, 1979).

#C 6-OH-cum ACS-5 HSQC HMBC HMBC
S (ppm) & (ppm) Sy (ppm)(int.,multip, Juw)  *J v
CD;COCD; CD;COCD;
2 162,7 161,0 6,36 7,86
3 116,5 117,6 6,36 (1H, d, 9,6 Hz) 7,86
4 1447 144.,4 7,86 (1H, d, 9,6 Hz) 7,06
5 112,8 113,6 7,06 (1H, d, 2,7 Hz) 7,86; 7,10
6 154,4 154.8 7,06 7,19
7 120,7 120,6 7,10 (1H, dd, 8,9 ¢ 2,7 Hz) 7,19; 7,06
8 117,9 118,2 7,19 (1H, d, 8,9 Hz)
9 119,9 120,6 7,06 6,36
10 147.9 148.8 7,86; 7,19; 7,10;7,06

Tabela 20- Comparagio dos dados de RMN 'C de ACS-5 com dois registros de
deslocamentos quimicos de '*C de 6-hidroxi-cumarina, encontrados na literatura
(GOTTLIEB, 1979 ¢ KHALIL et al., 2003).

#C 6-hidroxi-cumarina* ACS-5 6-hidroxi-cumarina* Umbeliferona
oc (ppm) dc (ppm) oc (ppm) éc (ppm)

CDCI;+CD3;0D (2:1) CD;COCD; CsDsN CD;COCD;
2 162,7 161,0 160,6 161,2
3 116,5 117,6 115,4 112,9
4 1447 144.4 1442 144.8
5 112,8 113,6 112,3 130,5
6 154,4 154,8 154,5 113,9
7 120,7 120,6 119,8 162,1
8 117,9 118.,2 117,2 103.,4
9 119,9 120,6 120,2 113,0
10 147,9 148.,8 147,8 157,1

* GOTTLIEB, 1979. *KHALIL et al., 2003
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Figura 101- Espectro de RMN >C-CPD de ACS-5 (CD;COCD;, 125 MHz)
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Figura 108- Cromatograma de HPLC de umbeliferona (7-hidroxi-cumarina: 254 nm)
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5.16. Protocatecuato de- 6-cumarila (ACCE-8)

Sucessivas separagdes (3x) em Sephadex LH-20 da fragdo ACCE,AM/CA, obtida
por partigdes e cromatografias em gel de silica do extrato etandlico das cascas do caule,
conduziram ao isolamento de um so6lido vermelho (pf. 257,6-258,3 °C), chamado de ACCE-8
(item 10.1.6.12, p. 281).

Anadlise do espectro de absor¢ao na regido do infravermelho (Fig. 109, p. 203)
conduziu a identificacdo dos seguintes grupos funcionais: I- hidroxila, devido a uma banda
larga em 3315 cm’'; II- carbonila, evidenciada pela absor¢do em 1699 cm’; III- anel
aromatico, caracterizado pelas bandas esqueletais em 1609, 1565, 1519 e 1440 cm’
(deformagado axial C=C,om,) € absor¢cdes em 936 ¢ 826 cm’! (deformagao angular C,om-H),
IV- carbonos oxigenados, reconhecidos através das absor¢des em 1305, 1259, 1224 ¢ 1179

-1
cm .

No espectro de RMN 'H de ACCE-8 (500 MHz, DMSO-dj, Fig. 110, p. 203), foram
observados dois dupletos 08,02 ¢ 6,49 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4 e H-3), tipicos de hidrogénios
olefinicos de cumarina, e dois sistemas de spin ABX: A-[6 7,40 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-8); 7,25
(1H, dd,J=9,0e 2,9 Hz, H-7) e 7,21 (1H, d, J = 2,9 Hz, H-5)] ¢ B-[67,69 (1H, dd, J=8,5 ¢
2,0 Hz, H-6"); 7,48 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-2") ¢ 7,06 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-5")], diferenciados
apos analise do espectro COSY (Fig. 111, p. 204).

O espectro de RMN *C-CPD (125 MHz, DMSO-d;, Fig. 112, p. 204) apresentou
dezesseis linhas espectrais, sendo duas atribuidas a carbonilas de éster e de lactona (0 166,6,
C-7" e 160,0, C-2). No espectro RMN *C-DEPT135 (125 MHz, DMSO-ds, Fig. 113, p. 205),
foram registradas oito linhas espectrais: ¢ 143,8 (C-4); 127,4 (C-6); 122,3 (C-2’); 121,3 (C-
7); 117,7 (C-8); 117,1 (C-5’); 116,8 (C-3) e 114,6 (C-5), as quais foram relacionadas a
carbonos sp” monohidrogenados. Subtra¢io dos espectros de RMN *C-CPD ¢ DEPT135
permitiu a identificagdo de sete carbonos ndo-hidrogenados: 6 153,6 (C-6); 153,5 (C-4’);
149,0 (C-10); 142,6 (C-37); 122,3 (C-1") e 119,5 (C-9), sendo as quatro primeiras absor¢des
referentes a carbonos aromaticos oxigenados. Através do espectro de RMN *C-GATED (Fig.
114, p. 205), constatou-se que a absor¢cdo em o 122,3 (C-1" e C-2’) correspondia a dois
carbonos, um CH e outro ndo-hidrogenado. O CH apresentou-se como um duplo dupleto
(IJC,H= 122,0 Hz; 3JC,H= 7,2 Hz, C-2’) e o carbono nao-hidrogenado exibiu-se na forma de um

dupleto CJcu = 7,2 Hz, C-1°).
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Os dados de RMN permitiram a deducdo da férmula molecular CicH;oOpg,
condizente com a massa molecular de 298 Da, obtida pelo espectro de massa (EM-IE, Fig.
115, p. 206), sugerindo uma cumarina esterificada, na posi¢cdo 6 ou 7, com um fragmento
protocatecuoila, o qual foi proposto devido as evidéncias de presenga de um anel aromatico
1,3,4-trissubstituido, provavelmente di-hidroxilado, ¢ a existéncia de uma carbonila de éster
na estrutura. Além disso, o acido protocatecuico ja havia sido isolado de A. cearensis. No
espectro de EM-IE de ACCE-8 foram detectados picos com m/z: 298 (pico ion-molecular),
254 (eliminacao de CO; da lactona), 146 (perda do fragmento de protocatecuato do composto

original) e 118 (descarbonilacdo do cation cumarinico).

O espectro de RMN-HSQC (Fig. 116, p. 206) revelou os carbonos referentes a cada
anel benzénico, a partir de suas correlagdes com os hidrogénios pertencentes a cada sistema
aromatico (Tab. 21, p. 202). Os carbonos olefinicos foram correlacionados com seus
hidrogénios, conforme os acoplamentos observados entre os sinais de carbono em oc 143,8

(C-4) e 116,8 (C-3) e os dupletos em oy 8,02 (C-4) e 6,49 (C-3), respectivamente.

O espectro de RMN-HMBC (Fig. 117, p. 207) permitiu a caracterizagdo do
esqueleto cumarinico, por meio de correlagdes como as dos hidrogénios olefinicos H-3 (o
6,49) e H-4 (o 8,02) com a carbonila lactonica C-2 (oc 160,0), ou através dos acoplamentos
dos hidrogénios aromdticos H-5 (dg 7,21), H-7 (ou 7,25) e H-8 (du 7,40) e hidrogénios
olefinicos H-3 (du 6,49) e H-4 (on 8,02) com os carbonos aromaticos C-9 (oc 119,5) e C-10
(oc 149,0).

A existéncia do fragmento protocatecuoila foi ratificada pelas correlagcdes dos
hidrogénios aromadticos H-2’ (on 7,48), H-5" (du 7,06) e H-6" (du 7,69) com os carbonos
aromaticos nao hidrogenados C-1’ (¢ 122,3), C-3’ (oc 142,6) e C-4 (oc 153,5), mas também
pelos acoplamentos dos hidrogénios aromaticos H-2’ (doy 7,48) e H-6" (dy 7,69) com o
carbono carbonilico C-7" (J¢c 166,6).

As correlagdes dos sinais de hidrogénio em oy 8,02 ¢ 7,21 com os sinais de carbono
em &c 114.,6 ¢ 143,8 (°J), respectivamente, e a correlagdo do duplo dupleto em & 7,25 com o
sinal de carbono em & 149,0 (*J) foram determinantes para a escolha da proposta de
substitui¢do da cumarina, na posi¢ao 6 (I), ja que na posi¢do 7 (II), estes acoplamentos seriam

hipoteticamente */.
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O espectro de RMN-NOESY (Fig. 118) corroborou a proposta I, ao mostrar o
acoplamento homonuclear dipolar entre os dupletos em oy 8,02 (H-4) e 7,21 (H-5).

N
7,21H H8,02 7,40 n802
6,49 725

II

A estrutura quimica de ACCE-8, reconhecida como protocatecuato de 6-cumarila, é

inédita na literatura.
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Tabela 21- Dados de RMN 'H e "*C de ACCE-8 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através de espectros HSQC e HMBC.

#C ACCE-8 HSQC HMBC HMBC
Sc (ppm) Sy (ppm)(int., multip, Jy ) Y ¥
DMSO-d,

2 160,0 6,49 8,02

3 116,8 6,49 (1H, d, 9,6 Hz)

4 143,8 8,02 (1H, d, 9,6 Hz) 7,21

5 114,6 7,21 (1H, d, 2,9 Hz) 8,02 7,25

6 153,6 7,25, 7,21 7,40

7 1213 7,25 (1H, dd, 9,0 Hz; 2,9 Hz) 7,21

8 117,7 7,40 (1H, d, 9,0 Hz)

9 119,5 8,02 7,40; 6,49
10 149,0 7,40 8,02; 7,25; 721,
1’ 1223 7,69; 7,48 7,06

2’ 1223 7,48 (1H, d, 2,0 Hz) 7,69

3’ 142.6 7,48 7,06

4’ 153,5 7,06 7,69; 7,48
5 117,1 7,06 (1H, d, 8,5 Hz)

6’ 127.,4 7,69 (1H, dd, 8,5 Hz; 2,0 Hz) 7,48

7’ 166,6 7,69; 7,48
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Figura 109- Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho de ACCE-8 (pastilha de KBr)

3.32897

TT——3.24009

2.53940
2.50332

T i

2.50009
2. 49684

HO

TT—1.14508

jHO

U JJU |

L
=

|
-
1.0000 ™—
0.9720
0.8771 \
0 9155
0 ——
0.9127 —
1.0574_—~—
0. 8644

=
=
(s1]
o
o —

Figura 110- Espectro de RMN 'H de ACCE-8 (DMSO-ds, 500 MHz)
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Figura 112- Espectro de RMN C-CPD de ACCE-8 (DMSO-ds, 125 MHz)
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Figura 113- Espectro de RMN C-DEPT135 de ACCE-8 (DMSO-ds, 125 MHz)
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Figura 114- Espectro de RMN C-GATED de ACCE-8 (DMSO-ds, 125 MHz)
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Figura 117- Espectro de RMN-HMBC (DMSO-ds, 125 x 500 MHz) de ACCE-8
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5.17. Acido protocatecuico (ACCE-2)

Tratamentos cromatograficos sucessivos em gel de silica e Sephadex LH-20 da
fragdo acetato de etila, obtida de particdo do extrato etandlico das cascas do caule de 4.
cearensis, conduziram ao isolamento de cristais aciculares amarelos (p.f. 199,2-200,7 °C), os
quais foram denominados ACCE-4 (item 10.1.6.6, p. 278).

No espectro de RMN "“C-CPD (125 MHz, CD;OD, Fig. 119, p. 211) foram
registradas oito linhas espectrais, sendo uma atribuida a carbonila de éster ou de acido (&
170,3, C-7) e duas relacionadas a carbonos aromaticos oxigenados (6 151,5 C-4 e 146,0, C-3).
Os carbonos hidrogenados foram identificados através da analise do espectro de RMN °C-
DEPT135 (125 MHz, CD;0D, Fig. 120, p. 211), no qual foram visualizados apenas trés
sinais, todos referentes a carbonos aromaticos hidrogenados (6 123,9 C-2; 117,7 C-6; 115,7
C-5). A absor¢do em O 123,0 (C-1), ausente no espectro DEPT135, foi atribuida a carbono
aromatico nao-hidrogenado.

O espectro de RMN 'H de ACCE-4 (500 MHz, CD;OD, Fig. 121, p. 212)
apresentou um sinal multiplo em 6 7,46-7,43, correspondentes a dois hidrogénios, os quais,
juntamente com um dupleto em ¢ 6,81 (1H, J = 8,7 Hz, H-5), foram associados a um anel
benzénico trissubstituido.

A formula molecular C;HeO4, deduzida a partir da andlise dos espectros de RMN,
sugeriram a estrutura de um derivado do acido benzdico trissubstituido, o qual foi identificado

como sendo o 4acido protocatecuico apds compara¢io com dados RMN "*C disponiveis na

literatura (POUCHERT, 1993) (Tab. 22, p. 210).
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Tabela 22- Dados de RMN °C de ACCE-2 e comparacio com deslocamentos quimicos de
C do 4cido protocatecuico, registrados na literatura (POUCHERT, 1993).

#C Ac. protocatecuico ACCE-2

oc (ppm) éc (ppm)
DMSO-d CD;OD

1 121,6 123,0

2 121,9 123,9

3 144,7 146,0

4 149,9 151,5

5 115,1 115,7

6 116,5 117,7

7 167,2 170,3
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Figura 120- Espectro de RMN *C-DEPT135 (CD;OD, 125 MHz) de ACCE-2
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Figura 121- Espectro de RMN 'H (CD;OD, 500 MHz) de ACCE-2
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5.18. Acido vanilico (ACCE-4)

Gerada através de parti¢des liquido-liquido do extrato etanolico das cascas do caule,
ACCEAM foi submetida a cromatografias em gel de silica e Sephadex LH-20, obtendo-se um
solido marrom escuro (fl4-15), que apos recristalizagdo em CHCI3/AcOEt 50%, foi
convertido em cristais amarelados (p.f. 204,9-205,8 °C), designados ACCE-4 (item 10.1.6.6,
p- 278). Esta mesma substancia também foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato

etanodlico das sementes.

Os grupos funcionais presentes na estrutura de ACCE-4 foram caracterizados pelas
freqliéncias das bandas observadas no espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig.
122, p. 215): 3484 cm™ (hidroxila), 1683 cm™ (carbonila conjugada), 1598, 1523 ¢ 1434 cm’’

(anel aromatico), e 1280, 1238, 1205 ¢ 1111 cm™ (carbonos oxigenados).

O espectro de RMN 'H de ACCE-4 (500 MHz, CD;OD, Fig. 123, p. 215)
apresentou um sinal multiplo em ¢ 7,57- 7,54, correspondentes a dois hidrogénios, os quais,
juntamente com um dupleto em ¢ 6,83 (1H, J = 8,7 Hz, H-5), foram associados a um anel
benzénico trissubstituido, além de um singleto agudo em ¢ 3,89 (3H, s, 3-OMe), relacionado a

hidrogénios metoxilicos .

No espectro de RMN *C-CPD (125 MHz, CD;OD, Fig. 124, p. 216) foram
registradas oito linhas espectrais, sendo uma atribuida a carbonila de éster ou de acido (o
170,2, C-7) e duas relacionadas a carbonos aromaticos oxigenados (6 152,8 C-4 e 148,8, C-3).
Os carbonos hidrogenados foram identificados através de analise do espectro de RMN *C-
DEPT135 (125 MHz, CD;OD, Fig. 125, p. 216), no qual foram visualizados quatro sinais:
trés referentes a carbonos aromaticos hidrogenados (6 125,4, C-6; 116,0, C-4 e 114,0, C-2) e
um associado a presenca de metoxila (J 56,5, 3-OMe). A absor¢do em ¢ 123,2 (C-1), ausente

no espectro DEPT135, foi atribuida a carbono aromatico nao-hidrogenado.

O espectro de massa de ACCE-4 (EM-IE, Fig. 126, p. 217) exibiu fragmentos com
m/z 168 (pico ion molecular), 153 (desmetilagdo), 138 (perda de formaldeido da molécula
original) e 121 (desidratacdo). A partir da composi¢ao elementar CgHgO,, fornecida pelo pico
ion-molecular, foram sugeridos trés anadlogos metilados do acido protocatecuico: um éster (I)

e dois éteres metilicos, sendo um alquilado na posi¢ao 3 (II) e outro na posigao 4 (III).
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O espectro HMBC (Fig. 127) mostrou o acoplamento entre os hidrogénios metilicos
(Ju 3,89, 3-OMe) com o carbono aromatico C-3 (o¢ 148,8), justificando a proposta II. Dados
de RMN, disponiveis na literatura, refor¢aram a estrutura proposta do acido vanilico (lit.: 210

°C) (POUCHERT, 1993) (Tab. 23).

7
CO,H
755
H 1 H7,55
6 2
5 3
H OCHs
6,83 4 3 89
OH

Tabela 23- Dados de RMN 'H e "°C de ACCE-4 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através de espectros HSQC e comparagio com deslocamentos quimicos de °C de écido
vanilico, registrados na literatura (POUCHERT, 1993).

#C Ac. vanilico ACCE-4 HSQC

éc (ppm) éc (ppm) 6u (ppm)(int., multip, Jy u)
DMSO-ds CD;0D

1 121,7 123,2

2 112,6 114,0 7,55 (1H, m)

3 147,0 148,8

4 151,0 152,8

5 114,8 116,0 6,83 (1H, d, 8,7 Hz)

6 123,6 125,4 7,55 (1H, m)

7 167,5 170,2

3-OMe 55,6 56,5 3,89 (3H, s)
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Figura 123- Espectro de RMN 'H de ACCE-4 (CD;0D, 500 MHz)
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5.19. Acido p-hidroxi-benzoéico (ACPa-5)

O extrato etandlico da parte aérea de espécimens jovens foi particionado com
H,O/AcOEt e cromatografado em Sephadex LH-20 e cartucho de SPE, produzindo um sélido
marrom ACPa-5 (p.f. 176,1-179,2 °C) (item 10.1.8.9, p. 295).

No espectro de RMN 'H de ACPa-5 (500 MHz, CD;0D, Fig. 128, p. 219), foram
observados apenas dois dupletos em o 7,88 ¢ 6,82 (2H, d, J = 9,6 Hz, H-2,6 ¢ H-3,5),

caracteristicos de um sistema aromatico para-dissubstituido.

O espectro de RMN C-CPD de ACPa-5 (125 MHz, CD;OD, Fig. 129, p. 219)
mostrou cinco linhas espectrais, das quais uma foi compativel com carbonila de acido (o
170,3, C-7) e as outras quatro foram associadas a carbonos aromaticos: ¢ 163,4 (C-4); 133,1
(C-2,6); 123,1 (C-1) e 116,2 (C-3,5). As absorgdes em o 133,1 e 116,2. foram atribuidas a
carbonos hidrogenados, apés analise do espectro de RMN *C-DEPT135. Por subtracio dos
espectros de RMN °C (125 MHz, MeOD, Fig. 130, p. 220), os sinais em & 163,4 (C-4) ¢

123,1 (C-1) foram reconhecidos como pertencentes a carbonos ndo-hidrogenados, sendo a

primeira absorcao relacionada a carbono oxigenado.

ACPa-5 foi identificado como sendo o acido p-hidroxi-benzoico, cujos dados de

RMN foram concordantes com os registrados na literatura (POUCHERT, 1993) (Tab. 24).

H 1 H 123,1
6 2 7,88 1331
S 3 116,2
[ 4 H o 163,4
OH OH

Tabela 24- Dados de RMN 'H e "°C de ACPa-5 dispostos segundo as correlacdes obtidas
através de espectros HSQC e comparagido com deslocamentos quimicos de >C de acido p-
hidroxi-benzoico, registrados na literatura (POUCHERT, 1993).

#C Ac. p-hidroxi-benzéico ACPa-5 HSQC
oc (ppm) oc (ppm) on (ppm)(int., multip, Juun)
DMSO-d; CD;OD
1 121,4 123,1
2,6 131,5 133,1 7,88 (1H, d, 9,6 Hz)
3,5 115,0 116,2 6,82 (1H, d, 9,6 Hz)
4 161,6 163,4
7 167,5 170,3
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Figura 129- Espectro de RMN *C-CPD de ACPa-5 (CD;0D, 125 MHz)
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Figura 130- Espectro de RMN C-DEPT135 de ACPa-5 (CD;OD, 125 MHz)
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5.20. Acido (E)-o-cumarico (ACS-6)

Originada do particionamento do extrato etanolico das sementes, a fragao acetato de
etila ACSEA foi submetida a cromatografias convencionais (silica e Sephadex LH-20) e
moderna (HPLC), levando a obten¢cdo do sélido branco ACS-6 (p.f. 213,6-215,9 °C,
tr= 11,24 min) (item 10.1.7.6, p. 285).

Analise do espectro de RMN *C-CPD de ACS-6 (125 MHz, CD;0OD, Fig. 131, p.
223) revelou a existéncia de nove carbonos sp?, identificados a partir de seus deslocamentos
quimicos (6 171,6; 158,3; 142,4; 132,6; 130,1; 122,9; 120,9; 119,1 e 117,1). O sinal em &
171,6 (C-9) foi atribuido a carbonila de 4cido, enquanto que o sinal em 6 158,3 (C-2) foi
associado a carbono oxigenado. O espectro de RMN *C-DEPT135 (125 MHz, CD;0D, Fig.
132, p. 223) mostrou seis linhas espectrais (142.,4; 132,6; 130,1; 120,9; 119,1 e 117,1), sendo
todas pertencentes a carbonos monohidrogenados. Ausente no espectro DEPT135, o sinal em
0122,9 (C-1) foi relacionado a carbono nao-hidrogenado.

Submetida a uma analise por espectrometria na regido do infravermelho (Fig. 133,
p. 224), a amostra de ACS-6 apresentou uma banda larga em 3365 cm’, referente a
deformagdo axial de O-H, bandas esqueletais em 1564 ¢ 1459 cm™ e absorgdes em 1399 e
1252 cm’™, relativas a deformacdes axiais C-O. Todavia, ndo foi verificada nenhuma banda
que pudesse ser associada a carbonila.

Através do espectro de RMN 'H de ACS-6 (500 MHz, CD;0D, Fig. 134, p. 224),
identificou-se a presenca de um anel aromatico orto-dissubstituido, caracterizado por dois
dupletos em 67,48 ¢ 6,84 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-6 e H-3) e dois tripletos em 67,20 e 6,84 (1H,
t, J = 8,4 Hz, H-4 e H-5), e uma olefina com configura¢do trans, devido a existéncia de dois
dupletos em 6 7,94 ¢ 6,54 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-7 e H-8), sugerindo uma estrutura de um
derivado cindmico hidroxilado: 4cido (E)-o-cumarico (lit. 210 °C- Catalogo Fluka, 2007).

A concordéncia entre os deslocamentos quimicos de *C apresentados por ACS-6 ¢

os descritos na literatura para o 4cido o-cumdrico reforcaram a proposta estrutural

(POUCHERT, 1993) (Tab. 25, p. 222).

748 7,94
H H

H7,20
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Tabela 25- Dados de RMN 'H e *C de ACS-6 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através de espectros HSQC e comparagdo com deslocamentos quimicos de °C de 4cido (E)-o-
cumarico, registrados na literatura (POUCHERT, 1993).

#C  Ac. (E)-o-cumaérico ACS-6 HSQC
oc (ppm) éc (ppm) 6u (ppm)(int., multip, Ju,1)
CD;OD CD;OD
1 120,8 122,9
2, 156,5 158,3
3 116,0 117,1 6,84 (1H, d, 8,0 Hz)
4 131,3 132,6 7,20 (1H, t, 8,4 Hz)
5 119,3 120,9 6,84 (1H, t, 8,4 Hz)
6 128,5 130,1 7,48 (1H, d, 8,0 Hz)
7 139,5 142,4 7,94 (1H, d, 16,0 Hz)
8 118,2 119,1 6,54 (1H, d, 16,0 Hz)
9 168,0 171,6
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Figura 131- Espectro de RMN C-CPD de ACS-6 (CD;0D, 125 MHz)
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Figura 132- Espectro de RMN "*C-DEPT135 de ACS-6 (CD;0D, 125 MHz)
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5.21. Quercetina (ACCE-1)

Cromatografias de adsorc¢ao (silica) e exclusao (Sephadex LH-20) da fragao
metandlica ACCEAM, produzida por particionamento do extrato etanolico das cascas do
caule, permitiram o isolamento de um sélido amarelo (p.f.> 300 °C), denominado ACCE-1
(item 10.1.6.5, p. 282), cujo espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds, Fig. 135, p. 227)
mostrou um conjunto de sinais em 67,67 (1H, d, J= 8,5 Hz, H-5); 7,53 (1H, dd, J=8,5¢ 2,1
Hz, H-6") ¢ 6,88 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-2’), referentes a um sistema aromatico de spin ABX e
dois dupletos em 6 6,41 ¢ 6,18 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8 e H-6), compativeis com hidrogénios

aromaticos meta-posicionados.

O espectro de RMN "*C-CPD de ACCE-1 (125 MHz, DMSO-ds, Fig. 136, p. 227)
exibiu quinze linhas espectrais, sendo todas pertencentes a carbonos sp2 (0 175,8; 163,9;
160,7; 156,2; 147,7; 146,8; 145,1; 135,7; 122,0; 120,0; 115,6; 115,1; 103,0; 98,2 ¢ 93,4). A
absor¢do em 6 175,8 (C-4) foi associada a carbonila de cetona conjugada, enquanto os sinais
em ¢ 164,0 (C-7); 160,7 (C-5); 156,2 (C-9); 147,7 (C-2); 146,8 (C-4’); 145,1 (C-3°) foram
associados a carbonos oxigenados. Os carbonos hidrogenados foram identificados por RMN-
HSQC (Fig. 137, p. 228), através das seguintes correlagdes: os dupletos em oy 6,41 (C-8) e
6,18 (C-6) com os sinais de carbono em J¢ 93,4 (C-8) e 98,2 (C-6) e o sistema ABX [(Jg 7,67
(H-5%); 7,53 (H-6") e 6,88 (H-2’)] com os sinais de carbono em o¢ 115,6 (H-5"); 120,0 (H-6)
e 115,1 (H-2’), respectivamente. Os dados espectroscopicos conduziram a dedugdo da
formula molecular C;sH;00O7, compativel com a estrutura de um flavonol pentahidroxilado, o
qual foi sugerido corresponder a quercetina (lit. 314 °C). Referéncias de dados de RMN *C
deram suporte a proposi¢ao estrutural (AGRAWAL, 1989) (Tab. 26, p. 226).

A quercetina ¢ o flavonol mais comumente encontrado em alimentos, sendo sua
ingestdo didria estimada em até 38 mg, e a ela sdo atribuidas acdes antioxidante,

anticarcinogénica, antiinflamatoria e efeitos antiagregante e vasodilatador (ERLUND, 2004).

OH O
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Tabela 26- Dados de RMN 'H e "°C de ACCE-1 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através de espectros HSQC e comparagdo com deslocamentos quimicos de °C de quercetina,
registrados na literatura (AGRAWAL, 1989).

#C Quercetina ACCE-1 HSQC
oc (ppm) 6c (ppm)  Ou (ppm)(int.,multip, Jy n)
CD;OD DMSO-d;
2 147,5 146,8
3 136,5 135,7
4 176,5 175,8
5 161,0 160,7
6 99,5 98,2 6,18 (1H, d, 2,0 Hz)
7 166,0 164,0
8 94,5 93,4 6,41 (1H, d, 2,0 Hz)
9 156,7 156,2
10 104,0 103,1
1’ 123,0 122,0
2’ 116,0 115,1 6,88 (1H, d, 2,1 Hz)
3’ 145,7 145,1
4’ 148,1 147,7
5 116,5 115,6 7,67 (1H, d, 8,5 Hz)
6’ 121,0 120,0 7,53 (1H, dd, 8,5 Hz; 2,1 Hz)
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5.22. Isocampferidio (ACCE-7)

A partir do particionamento do extrato etandlico das cascas do caule, obteve-se uma
fracdo metandlica ACCEAM, que submetida a cromatografias em gel de silica e Sephadex
LH-20, resultou na obten¢cdo de um solido amarelo chamado ACCE-7 (p.f. 290,7-292,1 °C)
(item 10.1.6.8, p. 278). Esta substancia foi descoberta ser quimicamente semelhante ao solido
amarelo ACPa-3 (5,0 mg), isolado do extrato etandlico das parte aérea de plantas jovens, apos
analise por CCD.

Os espectros de RMN 'H (500 MHz, CD;OD, Fig. 138, p. 231) de ACCE-7 ¢
ACPa-3 mostraram dupletos em 6 7,93 e 6,89 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-2°,6’) referentes a um
anel aromatico para-dissubstituido, dois dupletos em 6 6,35 ¢ 6,15 (1H, J = 2,0 Hz, H-8 ¢ H-
6), atribuidos aos hidrogénios aromaticos meta-posicionados € um singleto em o 3,77 (3H, s,
correspondente a metoxila. O espectro de RMN *C-CPD (125 MHz, CD;OD, Fig. 139, p.
231) exibiu catorze linhas espectrais, das quais uma foi atribuida a carbonila flavonoidica (&
180,0) e outras cinco foram associadas a carbonos sp® oxigenados: 8 165,9 (C-7); 163,0 (C-5);
161,7 (C-4%); 158,4 (C-9); 158,0 (C-2) e 139,4 (C-3). No espectro de RMN *C DEPT135
(125 MHz, CDsOD, Fig. 140, p. 232), foram verificadas absor¢des associadas a carbonos sp2
hidrogenados: ¢ 131,4 (C-2",6’); 116,5 (C-3°,5"); 99,8 (C-6) e 94,8 (C-8). Da subtragdo dos
espectros de RMN "°C-CPD e DEPTI135, resultaram apenas as absorgdes relativas aos
carbonos ndo-hidrogenados: 6122,6 (C-17); 105,9 (C-10).

A reunido dos dados espectroscopicos de ACCE-7 permitiu sugerir a férmula
molecular C;¢H;,0¢, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a onze, correspondente a
um esqueleto flavonico tetrassubstituido, o qual foi identificado como sendo compativel a
estrutura do isocampferidio (lit.: p.f. 299-302 °C) (Djerassi et al, 1994). Dados de RMN "*C
da literatura corroboraram a proposta (AGRAWAL, 1989) (Tab. 27, p. 230).
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Tabela 27- Dados de RMN 'H e "*C de ACCE-7 dispostos segundo as correlagdes obtidas
através do espectro HMQC e comparagio com deslocamentos quimicos de "C de
isocampferidio, registrados na literatura (AGRAWAL, 1989).

#C Isocampferidio ACCE-7 HMQC
oc (ppm) 6c (ppm)  Su (ppm)(int.,multip, Ju,n)
CD;0D CD;0D
2 157,3 158,0
3 139,4 139,4
4 179,6 180,0
5 163,1 163,0
6 100,7 99,8 6,15 (1H, d, 2,0 Hz)
7 167,1 165,9
8 95,7 94,8 6,35 (1H, d, 2,0 Hz)
9 158,3 158,4
10 105,7 105,9
I 122,4 122,6
2°,6° 131,9 131,4 7,93 (2H, d, 8,5 Hz)
3.5 117,5 116,5 6,89 (2H, d, 8,5 Hz)
4 162,1 161,7
3-OMe 61,9 60,5 3,77 (3H, s)
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Figura 139- Espectro de RMN C-CPD (CD;0D, 125 MHz) de ACCE-7
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Figura 140- Espectro de RMN *C-DEPT135 (CD;OD, 125 MHz) de ACCE-7
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5.23. Cumarina (ACS-1 e ACPa-2)

Cromatografia em gel de silica da fragdo E7-ACPaAD(4-6) (380 mg) permitiu o
isolamento de 104 mg de cristais brancos sublimaveis (p.f. 67,8-68,7 °C), com odor forte e
peculiar de cumarina, denominados ACPa-2 e ACS-1 (item 10.1.7.1, p. 282).

O espectro de RMN 'H de ACPa-2 ¢ ACS-1 (300 MHz, CDCl;, Fig. 141, p. 235)
exibiu dois multipletos em 6 7,51 e 7,29 (2H, m), relacionados aos hidrogénios aromaticos e
dois dupletos em 07,71 e 6,42 (1H, d, J=9,5 Hz), associados aos hidrogénios cis-olefinicos.

O espectro de RMN "*C-CPD (75 MHz, CDCls, Fig. 142, p. 235) apresentou nove
linhas espectrais, sendo uma delas em 6 160,9 (C-2) compativel com a carbonila lactonica
o,pB-insaturada e as demais foram associadas aos carbonos sp2 (0 1543 -116,9). A
combinagdo dos espectros de RMN *C-CPD ¢ RMN *C-DEPT135 (75 MHz, CDCL, Fig.
143, p. 236). revelaram a existéncia de seis carbonos monohidrogenados [6 141,6 (C-4);
132,0 (C-7); 128,1 (C-5); 124,6 (C-6); 117,1 (C-3) e 116,9 (C-8)] e trés carbonos ndo
hidrogenados [ 160,9 (C-2); 154,3 (C-10) e 119,0 (C-9)].

Dedugao da férmula molecular para ACS-1, CoHgO,, foi feita a partir dos seus dados
de RMN. Tendo o seu IDH = 7, foi proposta uma estrutura composta por um anel benzénico
mais um anel lactonico o, B-insaturado, sugerindo tratar-se da cumarina (lit.: p.f. 68-70 °C).

Os dados de RMN "*C descritos na literatura corroboraram a estrutura proposta para ACS-1 e

ACPa-2 (POUCHERT, 1993) (Tab. 28, p. 234).
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Tabela 28- Dados de RMN °C de ACS-1 ¢ comparacio com deslocamentos quimicos de *C
de cumarina, registrados na literatura (POUCHERT, 1993).

#C Cumarina ACS-1
éc (ppm) éc (ppm)
CDCl; CDCl;
2 160,6 160,9
3 116,4 117,1
4 143,3 141,6
5 127,7 128,1
6 124,3 124,6
7 131,6 132,0
8 116,6 116,9
9 118,6 119,0
10 153,8 154,3
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6. BIOSSINTESE DE FORMACAQO DAS SUBSTANCIAS

ISOLADAS DE A. CEARENSIS

A via chiquimato ¢ a principal rota metabdlica de génese de compostos aromaticos,
adotada por microorganismos e plantas. Os metabolitos desta rota ndo sdo biossintetizados
por animais, todavia podem ser adquiridos pela dieta. O intermediario central desta via ¢ o
acido chiquimico, substancia isolada originalmente de plantas japonesas do género /llicium, o
qual dé origem a dois aminoacidos aromaticos: L-fenilalanina e L-tirosina. A partir destes
aminoacidos, sdo formados compostos com unidades Cy¢Cs (fenilpropeno) como derivados
cindmicos, cumarinas, lignanas e flavondides, os quais sdo amplamente encontrados em

produtos naturais.

Principal precursor dos compostos fenolicos, O é4cido chiquimico ¢ gerado pelo
acoplamento do fosfoenolpiruvato com D-eritose-4-fosfato, resultando no acido 7-fosfato-3-
desoxi-D-arabino-heptulosonico, o qual sofre eliminagdo de acido fosfoérico e reacdo aldodlica
intramolecular para produzir o 4cido 3-de-hidroquinico. Este intermediario ¢ convertido em

acido chiquimico ap6s desidratacdo e redu¢do com NADPH.

O acido chiquimico pode seguir dois caminhos: dar origem a &cidos fendlicos
simples (dcido protocatecuico ¢ acido galico) ou ser convertido em acido chorismico, um

intermediario-chave para a biossintese de aminoacidos (Quadro 3, p. 240).

Os 4acidos fenodlicos obtidos pela via chiquimato se caracterizam pelo padrdo de
hidroxilagdo preferencialmente para em relagdo ao grupo da cadeia lateral, na primeira
oxidagdo, e orfo ao grupo hidroxi no caso de poli-hidroxilacdo. No entanto, através da via
acetato, outra via formadora de compostos fenolicos, o padrdao de substitui¢ao ¢ tipicamente
meta. Isto permite uma identificacdo segura da rota metabodlica utilizada pela substincia

fenodlica, na maioria das vezes.

Os aminoacidos L-fenilalanina e L-tirosina, diferenciados apenas por uma hidroxila
da posicdo 4, sdo resultantes da descarboxilagdo sucedida de aromatizacdo do acido
chorismico seguida por transaminagdo, promovida por transaminase dependente de piridoxal-
fosfato. Por sua vez, estes aminodcidos podem se transformar respectivamente em &cido
cinamico e acido p-cumarico, apos eliminacdo de amodnia da cadeia lateral. Todas as plantas
sdo capazes de desaminar a fenilalanina, entretanto a degradagdo da tirosina ocorre de forma
muito limitada em espécies gramineas. Desta forma, o acido p-cumadrico € mais comumente

produzido por hidroxilagdo do acido cindmico.
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Abaixo, seguem propostas biogenéticas para as substancias isoladas de A. cearensis,
baseadas em evidéncias biossintéticas descritas da literatura, portanto tratando-se de esquemas

meramente especulativos.

CO,H
Oxidacao
CO,H CO,H .
HO OH
Enohzagao AC. Galico
oY 1
HO x OH (6] x OH
Ac. Chiquimico (E)H 8
e
\1, Desidratacao
OH
‘1’ OH Ac. Protocatecuico
CO,H COz CO,H 2
CO,H CO.H,
)CEZ PLP NH,
> (0] CO,H . .
Ac. Chorismico &, Ac. Prefénico é Ac. L-Arogénico é
Descarboxilagao
Aromatizacao
Desidroxilagéol l
CO,H CO,H O,H
= NH, NH,
R= H- Ac. Cinamico PR
R= OH- Ac. p-Cumarico
L-Fenilalanina L-Tirosina
R
T PAL

Quadro 3- Rota biossintética de formacdo de &cidos fenolicos simples e aminoacidos
aromaticos.

Através de uma série de reacdes de oxidagdo e metilagdo (promovida pela S-
adenosil-metiltransferase), o 4cido p-cumarico pode ser transformado em acido cafeico, acido
ferulico e sindpico. Estes derivados cindmicos podem originar acidos fenolicos simples,
utilizando um mecanismo de P-oxidagdo, semelhante a sofrida por &cidos graxos. Nesta
alternativa, um éster de coenzima A € incorporado aos acidos cindmicos e depois ¢ eliminado

na forma de acetilCoA, através de reacdo de Claisen reversa, para gerar os derivados do acido
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Quadro 4- Biogénese de formacdo de amburosidios e derivados dos
cinamico.
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6.1. Amburosidios

Os amburosidios sdo glicosidios fenolicos encontrados, at¢é o momento,
exclusivamente em A. cearensis. Sua biogénese deve-se iniciar provavelmente com a redugao
do acido p-hidroxi-benzoico a dlcool p-hidroxi-benzilico, o qual pode ser esterificado por uma
molécula de acido protocatecuico, através da hidroxila alcodlica (nucle6filo mais forte do que
a hidroxila fenolica), para render protocatecuato de p-hidroxi-benzila. A glicosilagcdo do éster
com UDPglicose leva a sintese do amburosidio A. Caso a esterificagdo do alcool p-hidroxi-
benzilico seja feita com acido vanilico, o heterosidio produzido serd o amburosidio B. Os
demais amburosidio isolados sdo produzidos pela conjugacdo do amburosidio A com acidos
fenodlicos: acido ferulico (amburosidio E), 4cido sinapico (amburosidio H), acido
protocatecuico (amburosidio D), 4cido vanilico (amburosidio G) e 4cido gélico

(amburosidio F) (Quadro 4, p. 241).

6.2. Cumarinas

Reacao de orto-hidroxilacao do acido (£)-cinamico forma o 4cido (E)-o-cumadrico, o
qual pode se interconverter no seu estereoisomero acido (Z)-o-cumarico. A isomerizacao do
acido o-cumarico favorece sua lactonizagdo, a partir da qual ¢ obtida a cumarina. Se em vez
de 4cido cindmico, o substrato for o 4cido p-cumarico, o produto da lactonizacdo ¢ a
umbeliferona. Portanto, a oxidagdo do carbono 7 ¢ a posicdo biogeneticamente preferida,
quando o anel benzénico da cumarina ¢ monossubstituido. Entretanto, a proposta de
ocorréncia de 6-hidroxi-cumarina pode ser justificada supostamente pela formacao inicial de
aesculetina (6,7-dihidroxi-cumarina), seguida de desidroxilagdo seletiva da posi¢do 7. A
biossintese de protocatecuato de 6-cumarila seria facilmente explicada pela esterificacao da
6-hidroxi-cumarina com acido protocatecuico. A reacdo da aesculetina com formaldeido

geraria aiapina, apos desidratacdo (Quadro S, p. 241).
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Protocatecuato de 6-cumarila Acido Protocatecumo 6-Hidroxi-cumarina

Quadro 5- Rota biossintética de formagao de acidos cumaricos glicosilados e biogénese de
cumarinas 6-monossubstituidas.

6.3. Flavonoides

A condensacdo de molécula de p-cumaroil-SCoa com mais trés moléculas de
malonil-SCoA produz um alongamento da cadeia lateral, a qual se aromatiza ap6s enolizagao
das carbonilas cetonicas. O produto gerado, a naringenina-chalcona, pode ser reduzida na
porcao olefinica para fornecer floretina ou converter-se na forma isomérica de flavanona,
igualmente denominada naringenina. Sucessivas oxidagdes da naringenina com 2-oxo-
glutarato geram campferol e quercetina. O isocampferidio ¢ obtido através da metilagdo do
campferol com S-adenosil metionina. O biflavondide amburanina A ¢ biossintetizado
através da condensacdo de unidades simples de flavonoides pré-formados: uma molécula de
floretina e outra de campferol (Quadro 6, p. 244). Mecanisticamente, € possivel propor que a
formacgdo desta substancia seja desencadeada por uma adicdo de Michael da hidroxila do anel
B da floretina (C-4”) ao carbono olefinico 3 a carbonila do campferol (C-2). Nesta reagdo ¢
gerado um dienol susceptivel a dois modos de tautomerizagdo, por meio dos quais podera ser
formada uma carbonila no C-3 (a) ou no C-4 (b). Em ambas as alternativas, ocorrera uma
ciclizagdo promovida pelo ataque nucleofilico do carbono aromatico C-3ao carbono C-3,

seguida por restauracdo da aromaticidade do anel B do fragmento da floretina. No entanto na
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rota a, estas etapas sdo sucedidas por oxidagdo, dando origem a substancia isolada
(amburanina A). Enquanto que na rota b, o ataque ¢ sucedido por desidratacao, resultando na
formagdo de um produto alternativo. O biflavonéde amburanina B ¢ produzido pela
dimerizacdo de duas moléculas de campferol, seguindo o mesmo modelo mecanistico da

amburanina A. (Quadro 7, p. 245).

OH
OH HO
CoAS
- Floretina
(0]
OH

(6] SCoA 6] \\\\\o©/

o

Naringenina
OH
(6] (0]

lozl 2-oxo-glutarato

OH OH
HO 0 ©/

R
0,/ 2-oxo-glutarato
-
OH

R=H- Campferol OH
R= OH- Quercetina

g Aromadendrina

OH 0
Floretina Campferol

OH
Campferol Campferol

Quadro 6- Biogénese de formacao de flavondis e biflavonoides.
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Quadro 7- Proposta mecanistica de forma¢ao da amburanina A.
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6.4. Isoflavonoides

A biogénese da formononetina ¢ iniciada com a migragao do anel B do carbono C-2
para o C-3 da liquiritigenina (flavanona), através de um mecanismo de oxidacdo radicalar
promovido enzimaticamente por um atomo de ferro. Apds desidratagdo, forma-se daidzeina, a
partir da qual se obtém a isoflavona desejada por metilagdo regiosseletiva da hidroxila do

carbono C-4’ (Quadro 8, p. 246).

OH OH
o SCoA (0] SCoA
NADPH |
0 e 0
o o OH (0]
lClaisen
OH OH

HO

Liquiritigenina

Isoliquiritigenina
(0} (6]

0,/ NADPHl Enz-Fe=0

OHJ
HO. (0] OH HO
0]
Enz-Fe-OH
-
CH
(0]
OH o
-H,0

HO o HO 0]
O | SAM

_—

OH

Daidzeina

Formononetina OCHj

Quadro 8- Rota biossintética de formagao da isoflavona formononetina.
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7. VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

7.1. Validacao

O processo de validagdo da metodologia de quantificagdo dos quatro principais
constituintes dos extratos de A. cearensis [(acido protocatecuico (1), acido vanilico (2),
cumarina (3) e amburosidio A (4)] consistiu na avaliagdo da maioria dos parametros de
desempenho analitico requeridos pelas duas mais importantes agéncias reguladoras nacionais
(ANVISA- Agéncia de Vigilancia Sanitaria e INMETRO- Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Industrial): seletividade, linearidade, precisdo, exatidao e limites

de detec¢do e quantificagao.

CO,H CO,H
E;E\l
OH OCHj o) o)
3
OH 1 OH 2
OH
HO OH

O O
OH

0O 4
HO
O
O método analitico aplicado para os diferentes extratos de A. cearensis foi
desenvolvido num HPLC/DAD (Waters 1525/2996), munido de uma coluna de fase reversa
(XTerra® 4,6 x 250 mm, 5 pm), utilizando-se um gradiente de elui¢io de ImL/min de Et;N-
H;PO4 (pH= 3)/MeOH, variando de 20% para 50% de MeOH em 15 min de corrida. O
método cromatografico empregado mostrou-se bastante seletivo para as substincias de

interesse, propiciando uma boa separacdo entre seus respectivos picos, além de isentos de

interferentes, mesmo tratando-se de amostras quimicamente complexas.

As curvas de calibracdo analitica, construidas a partir de seis niveis de concentragao
dos quatro padrdes externos e devidamente ajustadas por regressdo linear, apresentaram as

seguintes equacgdes de regressao: y;= 58116x + 30531; y,= 61426x + 36265; y;= 24400x +
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58945 e y4= 27160x + 22275. Os coeficientes de correlacao (r; = 0,9945; r, = 0,9944; r; =
0,9943; r4 = 0,9933) (Tab. 29, p. 247), obtidos das curvas analiticas, revelaram relagdes de
proporcionalidade direta entre as concentragdes das substancias analisadas e as areas dos
picos, detectados a 254 nm. As linearidades exibidas estdo em consonancia com os valores de
r recomendados pelo INMETRO (> 0,90) e pela ANVISA (> 0,99).

Tabela 29- Equagdes e coeficientes de correlagdo das retas dos quatro constituintes
majoritarios de 4. cearensis: ac. protocatecuico, 4c. vanilico, cumarina e amburosidio A.

Padrao Equacao da reta Coeficiente de correlacao (r)
Acido protocatecuico y1=58116x + 30531 0,9945
Acido vanilico yo= 61426x + 36265 0,9944
Cumarina y3=24400x + 58945 0,9943
Amburosidio A y4=27160x + 22275 0,9933

A precisdo foi julgada pelo grau de repetitividade intradia e interdia dos ensaios, ou
seja, por analises repetidas ao longo de um dia e realizadas em trés dias ndo-consecutivos,
respectivamente. Estatisticamente, este parametro foi determinado através dos coeficientes de
variacdo das areas dos picos dos quatro padrdes, contidos em solugdes de controle de
qualidade em trés niveis de concentracdo (baixa, alta e média). As determinagdes mais
precisas foram obtidas nas analises de acido protocatecuico, intradia (> 2,6 %) e interdia (>
1,4 %). Acido vanilico, cumarina e amburosidio A apresentaram graus de concordincia
inferiores a 5,3; 5,6 e 3,6 %, em experimentos realizados no mesmo dia. Nesta mesma ordem,
a repetitividade interdia foi estimada em 2,7; 4,5 e 3,0 %. Como a ANVISA sugere valores
inferiores a 5 %, as medi¢des do acido vanilico e da cumarina, repetidas intra-corridas, foram

ligeiramente acima do limite proposto (Tab. 30, p. 249).

A exatidao foi aferida através da comparacao entre as concentracdes determinadas
experimentalmente e os valores de concentragdo tidos como verdadeiros (referéncia) dos
quatro padrdes, em trés niveis de concentragdo (baixa, alta e média). Dentre as substancias de
interesse, os teores de amburosidio A foram os mais exatos, aproximadamente 99 %. Para os
demais, os graus de concordancia entre os valores praticos e os de referéncia foram variaveis
com os niveis de concentracdo: acido protocatecuico e 4cido vanilico (95,3-102 %) e
cumarina (86,2-95,0 %), sendo que neste ultimo a exatiddo foi maior nas solugdes mais
concentradas, diferentemente dos resultados observados para os acidos fenolicos (Tab. 30, p.

249).
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Tendo em vista que as amostras eram extratos brutos, os quais requeriam um
tratamento prévio através de cartuchos de Extragdo de Fase Solida (SPE), houve a
necessidade de se mensurar as possiveis perdas decorrentes desta operagdo. Os fatores de
recuperacdo dos quatro padrdes foram determinados pela razdo das respostas obtidas para
solugoes tratadas em relagdo as solugdes ndo-tratadas, em trés niveis de concentragdo (baixa,
alta e média). Os melhores rendimentos de extracdo foram encontrados para a cumarina (95-
99 %), seguida do amburosidio A (90-97 %) e dos 4cidos protocatecuico e vanilico (em torno
de 91 %). Uma vez que uma faixa de recuperacao entre 80-120 % ¢ plenamente aceitavel para
procedimentos analiticos, foi possivel constatar a eficiéncia do método de extracdo dos

analitos.

A partir dos parametros de desempenho analitico investigados, pdde-se verificar que
o método de validagdo desenvolvido possui seletividade, linearidade, precisdo e exatidao
consideradas satisfatorias e que sua aplicagdo pode gerar resultados confidveis, visto que
foram obtidos valores em conformidade com os rigorosos limites preconizados pela ANVISA
e pelo INMETRO (Tab. 30, p. 249). O método cromatografico desenvolvido podera ser
utilizado para determinagdo da autenticidade da matéria-prima, para quantificacdo dos
principios ativos e avaliagdo da estabilidade do produto formulado a partir da planta A.

cearensis.

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith 249



Tabela 30- Parametros de desempenho analitico dos quatro constituintes majoritarios de A.
cearensis: acido protocatecuico, acido vanilico, cumarina e amburosidio A.

Precisao Exatidao  Recuperacao

Padrio CV (%) CV (%) CV(%) CV (%)

C,/C¢ (%) CJ/Ci (%)
1°.dia 2°.dia 3°.dia média

Ac. protocatecuico

8 1,3 2,2 2,6 2,0 102,0 90,0

30 0,9 1,6 1,0 1,2 95,6 92,0

50 0,8 1,1 2,2 1,4 96,5 92,0
Ac. vanilico

8 0,7 3,7 2,6 2,3 102,0 92,0

30 1,3 3,9 3,0 2,7 95,3 91,0

50 0,5 0,4 5,3 2,1 95,9 91,0
Cumarina

8 3,4 5,6 4,6 4,5 86,2 95,0

30 1,5 5,2 4,3 3,5 91,0 96,0

50 1,3 1,8 5,1 2,7 95,0 99,0

Amburosidio A

8 2,7 3,6 2,7 3,0 98,7 90,0

30 1,4 1,0 3,0 1,8 98,7 96,0

50 0,6 1,1 1,9 1,2 99,0 97,0
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7.2. Doseamento

O método validado foi adotado para quantificagdo dos quatro constituintes

majoritarios, presentes em diferentes extratos etanolicos de 4. cearensis.

O estudo quimico da planta adulta foi realizado com as cascas do caule (extrato
etandlico) e com as sementes, devido ao emprego popular e comercial destas partes da planta.
Independente do método de extracao adotado para a casca do caule, sohxlet ou maceracao, a
ordem de concentragdo foi mantida: o amburosidio A foi o componente majoritario, seguido
por cumarina, acido protocatecuico e 4cido vanilico (Graf. 1). A divergéncia residiu nos
maiores niveis de concentracdo encontrados para a extragdo feita em sohxlet. Como o
aumento de temperatura tende a favorecer a solubilizacdo das substancias, a extracdo num
aparelho sohxlet geralmente produz maiores rendimentos por processar-se a quente, em
detrimento da maceragdo que ocorre a frio. O extrato etanolico das sementes, gerado por
maceragdo, apresentou niveis detectaveis apenas de cumarina (23520 mg/100g ext. ou 1411

mg/100g planta), correspondendo ao maior teor achado entre todos os extratos analisados
(Tab. 31, p. 254).

6000 3280

°
S g ® Ac. protocatecuico
O 1) "
g5 @ Ac. Vanilico
58 .
o< O Cumarina
c O
8 §, O Amburosidio

Soxhlet Maceragao

Substancias

Grafico 1- Concentragdo dos quatro constituintes majoritarios em extratos etandlicos das
cascas do caule de A. cearensis, obtidos por maceragao e soxhlet.

As analises quantitativas dos espécimens jovens de cumaru foram realizados com
extratos das plantas inteiras e extratos das partes aéreas e dos xilopodios (separadamente) de

2,4, 7 ¢ 9 meses de desenvolvimento.

Em extratos obtidos das plantas inteiras, foram possiveis apenas as determinagdes
dos teores de acido vanilico e cumarina. Através do grafico 2, observou-se um crescimento

linear nas concentragdes de acido vanilico e cumarina até o 7° més, més no qual ocorreu o
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apice da presenca destas substancias (3440 e¢ 4060 mg/100g de extrato, respectivamente).
Todavia no ultimo més (9°), a concentragdo decaiu acintosamente, atingindo os niveis mais
baixos determinados (1520 e 660 mg/100g ext.), respectivamente. Por outro lado, numa
analise feita em relacdo a planta, notou-se que a produ¢do de 4cido vanilico foi sempre
declinante ao longo do tempo (de 217 para 17 mg/100g de planta) e a de cumarina foi
praticamente estdvel nos sete meses iniciais (em torno de 140 mg/100g de planta),
apresentando uma queda abrupta no nono més (7 mg/100g). O acido protocatecuico e o
amburosidio foram detectados, porém ndo se encontravam em niveis quantificaveis, salvo no

nono més, no qual este ltimo teve sua concentragdo estimada em 400 mg/100g ext.
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3500 1 —e— Ac. vanilico
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—-=-— Ac. vanilico
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2000 4 —a—— Cumarina
(ext.)

— -+ -—Cumarina
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1500 +

1000 +

Concentragao (mg/100g)

500 -
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Grafico 2- Concentracdes de acido vanilico e cumarina em extratos etandlicos de plantas
jovens de A. cearensis (valores expressos em relacdo a massa de extrato e a biomassa).

Nos extratos das partes aéreas, o constituinte majoritario foi o acido vanilico cuja
maior concentragdo foi medida no 7° més (8520 mg/100g ext ou 452 mg/100g planta),
enquanto que, no xilopodio, a cumarina foi o principal componente (4° més: 3760 mg/100g
ext. ou 256 mg/100g planta), excetuando o ultimo més, no qual o amburosidio foi o mais
abundante (680 mg/100g ext. ou 5 mg/100g planta). Quanto ao &cido protocatecuico, sua
presenca s6 foi mensurada no extrato da parte aérea de espécimens de 4 meses (360 mg/100g

ext. ou 20 mg/100g planta).

A concentrag¢do de 4acido vanilico na parte aérea foi sempre superior a encontrada no
xilopodio. Nos extratos, os teores maximos e minimos foram encontrados, respectivamente,
no 7° (p. aérea: 8520 mg/100g ext. e xilopodio: 1380 mg/100g ext.) € 9° més (p. aérea: 3460 e
xilopddio: 540 mg/100g ext). Entretanto, os platds de producdo ocorreram em periodos
distintos: na parte aérea (7° més- 452 mg/100g planta) e no xilopodio (2° més- 146 mg/100g
planta).
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Grafico 3- Concentragdo de 4cido vanilico em extratos etanolicos de plantas jovens de A.
cearensis, em diferentes estagios de desenvolvimento.

A presenca de cumarina foi registrada majoritariamente nos extratos da parte aérea,
em trés dos quatro meses investigados, sendo o 7° més o periodo de maiores rendimentos de
extracdo e produgdo (6060 mg/100g ext. ou 324 mg/100g planta). A exce¢do foi o 4° més,
cujo extrato do xilopddio (3760 mg/100g ext. ou 256 mg/100g planta) apresentou um teor que
excedeu ao dobro da concentragdo aferida para a parte aérea (1660 mg/100g ext. ou 91
mg/100g planta). Curiosamente no primeiro més analisado (2°), embora a propor¢ao de
cumarina tenha sido maior no extrato da parte aérea (1540 mg/100g ext) do que no extrato
obtido do xilopddio (1320 mg/100g ext), este metabdlito foi biossintetizado em maior escala

no xilopodio (247 mg/100g planta) do que na parte aérea (114 mg/100g planta).
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Grafico 4- Concentragdo de cumarina em extratos etandlicos de plantas jovens de A.
cearensis, em diferentes estagios de desenvolvimento.
Nas amostras investigadas, a ocorréncia de amburosidio A foi detectada

exclusivamente numa das partes da planta, a cada més: xilopodio (2, 7 € 9 meses de idade) e
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parte aérea (4 meses de idade), na qual foi verificada a sua menor concentracao (260 mg/100g
ext.). No extrato de xilopddio de 9 meses de idade, foi medida a maior concentragao de
amburosidio A (680 mg/100g ext.), entretanto o maximo de produgdo desta substincia

ocorreu logo no 2° més de cultivo (71 mg/100g planta).
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Grafico 5- Concentracio de amburosidio A em extratos etanolicos de plantas jovens de
A. cearensis, em diferentes estagios de desenvolvimento.

Numa andlise comparativa entre os extratos de plantas jovens e adultas, pdde-se
observar que o extrato de xilopodio de 9 meses de idade (680 mg/100g de ext. ou 5 mg/100g
de planta) foi a inica amostra, obtida de espécimens cultivados, a conter o amburosidio como
principal constituinte, tal qual foi encontrado no extrato da casca do caule da planta silvestre
(maceracdo: 2180 mg/100g de ext. ou 11 mg/100g de planta). Ainda assim, numa proporgao
cerca de duas a trés vezes menor.

O xarope apresentou teores de cumarina (298 mg/100g de planta) e amburosidio A
(33 mg/100g de planta) semelhantes aos estimados para o extrato da parte aérea de 7 meses de
idade (324 e 33 mg/100g de planta), embora isento de acido vanilico, 0 mais importante
constituinte desta amostra (452 mg/100g de planta). O xilopodio de 2 meses também exibiu
composicdo quimica parecida com a do xarope: 247 e 71 mg/100g de planta de cumarina e
amburosidio A, além de 146 mg/100g de planta de acido vanilico.

A avaliagdo quimica dos extratos de A. cearensis, obtidos da planta adulta e de
espécimens jovens, revelou que qualitativamente estes materiais foram muito parecidos, no
entanto, os constituintes analisados apresentaram niveis de concentragdo muito distintos, em
razdo do método de extracdo, da idade e da parte da planta investigadas. Além disso, a forma

de expressdo dos resultados (mg/100g de extrato ou planta), fortemente influenciavel pelos
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rendimentos de extragdo, demonstrou ser um parametro relevante na comparagao entre as
concentragoes estimadas.

Tabela 31- Concentracdo (mg/100g) dos quatro principais constituintes quimicos detectados
em diferentes extratos de A. cearensis, expressos em relagdo a massa de extrato e de material
botanico.

Extrato Concentracio (mg/100g)— CV (%)
Planta adulta Acido Acido Cumarina Amburosidio
Silvestre protocatecuico vanilico
Extrato Planta Extrato Planta Extrato Planta Extrato Planta
Casca do 900 54 720 43 2000 120 5280 317
Caule (2.3) (6.5) (1,5) (6,4)
(Sohxlet)
Casca do 320 2 200 1 1340 7 2180 11
Caule (6.3) (5.6) (6.8) (5.5)
(Maceracgdo)
Xarope ND* ND - 298 - 33
(5,1) (6,1)
Sementes ND ND 23520 1411 ND
3.9)
Planta jovem
Inteira
2 meses ND 1520 217 1020 146 ND
(1,3) (5,7)
4 meses ND 2680 169 2000 126 ND
(13,4) (7,0)
7 meses ND 3440 127 4060 150 ND
(4,3) (6,5)
9 meses ND 1520 17 660 7 400 4
(6,1) (1.8) (5.7)
Parte aérea
2 meses ND 4780 354 1540 114 ND
(10,6) (3,0)
4 meses 360 20 6120 337 1660 91 260 14
(3,3) (4,8) (2,0) (8,7)
7 meses ND 8520 452 6060 324 ND
(1,0) (7,9)
9 meses ND 3460 55 1500 24 ND
(6,3) (3,3)
Xilopddio
2 meses ND 780 146 1320 (1,0) 247 380 71
(5,3) (5,3)
4 meses ND 760 52 3760 (0,9) 256 ND
(7.5)
7 meses ND 1380 28 2500 (4,2) 50 300 6
(2,9) (10,4)
9 meses ND 540 4 420 (10,8) 3 680 5
(9,8) (9,4)

*ND- nivel de concentra¢ao nao-determinado.

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith Q55§



44 00O
4,009

0,14

2,677

0,12

0,101

0,081

AU

0,041

0,02

0,001

000 500 1000 1500 2000 2500 30,00 3500
Minutes

Figura 144- Cromatograma de HPLC do ext. EtOH da casca do caule (ACCE)- sohxlet
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Figura 145- Cromatograma de HPLC do ext. EtOH do xilopodio da planta jovem (9 meses)
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Figura 146- Cromatograma de HPLC do ext. EtOH da parte aérea da planta jovem (9 meses)
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Figura 147- Cromatograma de HPLC do ext. EtOH do xilopodio da planta jovem (7 meses)
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Figura 148- Cromatograma de HPLC do ext. EtOH da parte aérea da planta jovem (7 meses)
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Figura 149- Cromatograma de HPLC do ext. EtOH do xilopodio da planta jovem (4 meses)
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Figura 150- Cromatograma de HPLC do ext. EtOH da parte aérea da planta jovem (4 meses)
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Figura 151- Cromatograma de HPLC do ext. EtOH do xilopodio da planta jovem (2 meses)
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Figura 152- Cromatograma de HPLC do ext. EtOH da parte aérea da planta jovem (2 meses)
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Tabela 32- Relacao das substancias quimicas identificadas, segundo seus tempos de retengao
registrados em analises por HPLC, nos extratos de A. cearensis: planta adulta (casca do caule)
e espécimens jovens (xilopodio e parte aérea).

Substincias tr ACCE Xilopédio (meses) Parte Aérea (meses)
Identificadas (min.) 2 4 7 9 2 4 7 9
a. Ac. (Z)-cumarico 3,85 + + + +
glicosilado
b. Ac. 4-hidroxi- 4,99 + + + + +
benzoico
¢. Ac. (E)-cumarico 6,02
glicosilado
d. Ac. protocatecuico 7,36 + + + + + + + +
e. Ac. o-cumarico 9,22
f. Ac. vanilico 10,87 + + + + + + + + +
g. Cumarina 13,98 + + + + + + + + +
h. Amburosidio A 14,65 + + + + + + +
i. Aiapina 14,85 + + + + + + +
j. Amburosidio B 17,17 + + + + + + + +

Anadlises comparativas dos cromatogramas de nove extratos de 4. cearensis com
substancias-padrao permitiram a identificacdo de onze constituintes quimicos nestas amostras:
acido 4-hidroxi-benzoéico (Fig. 153, p. 259), acido o-cumarico (Fig. 154, p. 259), 4acido (2)-
cumdrico glicosilado (Fig. 155, p. 259), acido (E)-cumarico glicosilado (Fig. 156, p. 260),
aiapina (Fig. 157, p. 260), cumarina (Fig. 158, p. 260), acido vanilico (Fig. 159, p. 261), ,
amburosidio B (Fig. 160, p. 261), amburosidio A (Fig. 161, p. 261), acido protocatecuico
(Fig. 162, p. 262) dispostos em ordem crescente de tempo de retengdo (tr). O método de
identificagcdo foi baseado no tempo de reten¢do e no espectro de ultravioleta extraido dos

picos.

Cumarina e acido vanilico foram as tnicas substancias presentes em todos os extratos de
A. cearensis. O &cido protocatecuico foi encontrado em todos os extratos, exceto no extrato do
xilopodio de 4 meses de idade, enquanto que o amburosidio B s6 ndo foi detectado no
xilopodio de 4 meses. A aglicona e o glicosidio do 4acido (E)-o-cumérico ndo foram
observados em nenhum dos extratos. Aiapina e os isomeros do acido cumadrico glicosilado
foram encontrados somente nas plantas jovens, além disso, o estereoisomero Z foi

identificado exclusivamente no xilopddio (Tab. 32).
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Figura 153- Cromatograma de HPLC do é&cido p-hidroxi-benzdico
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Figura 154- Cromatograma de HPLC do é4cido (£)-o-cumadrico
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Figura 155- Cromatograma de HPLC do acido (Z)-o-cumarico glicosilado
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Figura 156- Cromatograma de HPLC do acido (E)-o-cumarico glicosilado
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Figura 157- Cromatograma de HPLC da aiapina
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Figura 158- Cromatograma de HPLC da cumarina
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Figura 159- Cromatograma de HPLC do &4cido vanilico
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Figura 160- Cromatograma de HPLC do Amburosidio B
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Figura 161- Cromatograma de HPLC do Amburosidio A

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith Q62



] 7,36

3,00 i

5 2,001
1,00
0,00
I e e e e
0,00 2,00 400 600 800 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
Minutes

Figura 162- Cromatograma de HPLC do &cido protocatecuico
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8. BREVE ABORDAGEM FARMACOLOGICA DO ESTUDO
INTERDISCIPLINAR DE AMBURANA CEARENSIS

8.1. Avaliacao da atividade farmacologica dos extratos etanolicos de espécimens jovens

Os extratos etanolicos da parte aérea (PA) e do xilopddio (X) de espécimens jovens
de A. cearensis, coletados aos 2, 4, 7 ¢ 9 meses (m) de cultivo, foram avaliados em testes de
nocicepcao (induzida por formalina) e edema de pata (induzida por carragenina), sendo seus
resultados comparados aos efeitos demonstrados pelo extrato etandlico da casca do caule da
planta silvestre adulta. Os extratos de xilopddio foram denominados EN-ACX e aqueles
provenientes da parte aérea foram designados EN-ACPa, onde N refere-se a idade da planta
(em meses de cultivo). A designacdo EN-ACPA+X corresponde ao extrato artificialmente
reconstituido. Esta pesquisa foi desenvolvida pela Prof* Luzia Kalyne de Almeida Moreira
Leal (Departamento de Farmacologia e Fisiologia/UFC), como atividade do estudo integrado

para a validagdo quimica-farmacoldgica de A. cearensis.

« Atividade antinociceptiva

Introduzido por Dubuisson e Dennis (DUBUISSON & DENNIS, 1977), o teste da
formalina permite a avaliacdo dos possiveis mecanismos modulatorios envolvidos numa dor
moderada e continua, gerada pela lesdo tecidual, sendo considerado como um dos modelos
mais validos para dor clinica (TJOLSEN et al., 1992). A resposta nociceptiva para a formalina
ocorre de maneira bifasica: a 1* fase (neurogénica) inicia-se imediatamente apos a injecao de
formalina com duragdo de até¢ 10 min., sendo causada predominantemente pela ativacido de
nociceptores polinodais-C que liberam alguns neuropeptidios, incluindo glutamato e
substancia P. Apdés um curto periodo de remissdo, inicia-se a 2* fase, que ocorre 15-30 min
apos a injecdo de formalina que persiste at¢ 60 min. (TENG & ABBOTT, 1998), ocorrendo a
liberacdo de varios mediadores, como serotonina, histamina, bradicinina e prostaglandinas
(HUNSKAAR & HOLE, 1987); (TJOLSEN et al., 1992). Farmacos narcoéticos que atuam a
nivel central inibem as duas fases, mas farmacos que atuam perifericamente, como
antiinflamatérios nao-esteroidais e dexametasona, inibem apenas a segunda fase da

nocicep¢ao induzida pela formalina (SHIBATA et al., 1989).

Dentre os extratos etanolicos da parte aérea avaliados, apenas o obtido apos 2 meses
de cultivo da planta, administrado por via oral (v.0.) na dose de 100mg/Kg, interferiu
significativamente na 1* fase do teste, observado pela redu¢do do tempo gasto pelo animal

lambendo a pata (30,2 £ 5,2 seg.) em relacao ao controle (49,4 + 3,0 seg.), correspondendo a
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uma inibi¢cdo de 38,9%. Por outro lado, os extratos de xilopodio coletados aos 2,4 ¢ 9 m de
cultivo, nas doses de 100 e 200 mg/Kg (v.0.), causaram antinocicep¢ao observada na 1? fase
2m:36,6+43e425+3,5;4m:219+29¢21,4+£2,8,9m:21,4+29¢19,7+2,9 seg.
respectivamente), correspondendo a uma inibi¢ao de 32 a 64%, comparado ao controle (54,2
+ 3,1 seg.); enquanto que na 2* fase resultados significativos foram observados apenas para o
E9-ACX na maior dose (16,5 + 2,7 seg.), com uma inibi¢do de 51,0% em relagdo ao controle

(33,7 £ 2,3 seg.)

Na avaliacdo dos extratos etanolicos produzidos a partir de toda a planta (PA+X) aos
4,7 ¢ 9 m de cultivo (200 mg/Kg, v.0.), observamos inibi¢des significativas nas duas fases do
teste da formalina para os E7-ACPA+X (1* fase: 20,8 + 2,3; 2% fase: 13,4 £ 1,93 seg.) e 9 m
(1* fase:17,9 + 1,3; 2% fase: 10,8 + 1,5 seg.) em relacdo ao controle (1* fase: 40,2 £+ 2,3; 2° fase:
26,3 *+ 3,1seg.). E4-ACPA+X inibiu significativamente apenas a 1* fase do teste (21,5 *
2,7seg.).

O extrato etandlico da casca do caule de 4. cearensis (ACCE) silvestre, coletadas na
fase adulta da planta, nas doses de 100 ¢ 200 mg/Kg, v.o0., promoveu uma antinocicepgao
observada pela reducdo do tempo gasto pelo animal lambendo a pata, tanto na 1? fase (25,4 +
3,9 e 22,8 + 2,4 seg., respectivamente), correspondendo a uma inibicdo de 48 e 53%
respectivamente em relacdo ao controle (49,0 £ 3,0 seg.), quanto na 2* fase (12,1 £ 21,8 ¢ 6,5
+ 1,1 seg., respectivamente), correspondendo a uma inibicdo dose-dependente de 47 ¢ 71%

respectivamente em relacdo ao controle (22,8 £ 2,5 seg.).

Nos ensaios de avaliagdo da atividade antinociceptiva dos extratos de 4. cearensis, o
EEtOH da casca do caule da planta adulta (200 mg/Kg, v.0.) na 1? fase do teste da formalina
foi eqiiipotente em relacao extratos compostos (PA+X) de 4, 7 e 9m. Por outro lado, na 2* fase

do teste a mesma mostrou-se mais potente que os referidos extratos.

Dos extratos etanolicos da planta cultivada avaliados, apenas os extratos E9-ACX e
os extratos compostos (PA+X) de 4, 7 e 9 m foram capazes de inibir, a semelhanga da planta
adulta, as duas fases do teste da formalina. Os demais, na dose investigada, interferiram
apenas a 1? fase do teste (E2-ACPA e E4-PA+X). Dessa forma, os resultados sugerem que o
efeito antinociceptivo observado parece estar relacionado a atividade antiinflamatéria dos

extratos, além de uma possivel a¢do central a ser confirmada com estudos posteriores.
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< Atividade antiedematogénica

A resposta inflamatoria aguda ¢ caracterizada por um aumento na permeabilidade
vascular e infiltracdo celular levando a formacdo do edema, como resultado do
extravasamento de fluido, proteinas e acumulacdo de leucdcitos no sitio inflamatério. O
modelo do edema de pata induzido por carragenina ¢ largamente utilizado para determinar a
atividade antiinflamatoria de novos farmacos e tem sido bem caracterizado, compreendendo
trés fases distintas: a primeira fase envolve a liberacdo simultdnea de histamina e serotonina,
nas concentragdes em que cada amina exerce seu efeito maximo na permeabilidade vascular;
a segunda fase, por liberacdo de cininas como bradicinina, ¢ a fase terminal por
prostaglandinas, presente no exsudato, 4h apos a inje¢do de carragenina. Contudo a acao
desses mediadores parece ser dependente da presenca do sistema complemento (DI ROSA et
al., 1971). Mais recentemente foi demonstrado que a ciclooxigenase-2 atinge sua expressao
maxima lh apos a inje¢do de carragenina. Outro mediador importante na inflamagao aguda ¢
o oxido nitrico que em condigdes fisiopatoldgicas € produzido por trés distintas isoformas de

oxido nitrico sintase (POSADAS et al., 2004).

Na avaliagdo da atividade antiedematogénica dos extratos ACPA investigados,
apenas o de 9 m (200 mg/Kg, v.0.) reduziu significativamente o edema de pata na 3* h (79,8 £
6,9 uL) e 4* h (64,3 = 8,4 puL) apds a injecao de carragenina, correspondendo a uma inibi¢ao
de 37,4 e 41,3% respectivamente em relagdo ao controle (3* h: 127,5 £ 5,3; 4* h: 109,5 £
4,5uL). Além disso, os grupos tratados com E-ACPA de 2 ou 7m, diferiram

significativamente em relagdo a E9-ACPA .

E2-ACX (200mg/Kg, v.0.) foi capaz de inibir o edema na 1* h (48,0 £ 7,0uL) e 2* h
(60,0 £ 7,9uL), apresentando uma inibicdo de 44,3 e 43,9% respectivamente em relacdo ao
controle (1* h: 86,2 £ 12,7 ¢ 2* h: 107,0 £ 12,2uL). Enquanto, os demais extratos (4, 7 € 9 m)
na mesma dose ndo interferiram significativamente no edema, inclusive o tratamento com o

EEtOH de 2m diferiu significativamente em relacdo ao EEtOH 9 m.

Na dose de 200 mg/Kg, v.o., dentre os extratos compostos E-ACPA+X investigados
(4, 7 € 9 m e adulto), apenas o de 7 m foi capaz de inibir significativamente o edema na 3*h

apos a inje¢do de carragenina, causando uma inibi¢do de 34,3% em relacdo ao controle.

Porém, na dose de 400 mg/Kg, v.o., o extrato da planta adulta, silvestre, bem como
os obtidos pelo cultivo foram capazes de inibir significativamente o edema de carragenina em

diferentes periodos de avaliagdo, com inibi¢des de 25 a 64%. Os extratos E7-ACPA+X e E9-
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ACPA+X foram eqiiipotentes e apresentaram uma atividade antiedematogénica superior a da

planta adulta silvestre.

O estudo demonstrou o potencial antinociceptivo e antiedematogénico dos EEtOH
obtidos de A. cearensis cultivada, onde os extratos E7-ACPA+X e E9-ACPA+X

apresentaram-se pelo menos eqiiipotentes em relagdo a planta adulta.

8.2. Avaliacio da atividade farmacoldgica de substiancias isoladas de A. cearensis

o,

< Atividade Antiinflamatoria

Em virtude do uso difundido de A. cearensis para o tratamento de doencas respiratorias
(gripe, resfriado, bronquite e asma) e as evidéncias farmacoldgicas de atividade
antiinflamatéria mostradas pelo extrato hidroalcodlico de 4. cearensis (LEAL et al., 2003), o
isocampferidio e o amburosidio A, isolados em nossos estudos, foram submetidos a diferentes
modelos de ensaios de inflamagdo, num estudo realizado pela Profa. Luzia Kalyne de

Almeida Moreira Leal.

As atividades antiedematogénicas do isocampferidio ¢ do amburosidio A foram
observadas em modelos de edema de pata induzido por diversos agentes inflamatdrios
(carragenina, dextrano, prostaglandina E,, histamina, serotonina), peritonite induzida por
carragenina ¢ determinagdo das atividades das enzimas mieloperoxidase e elastase, incluindo
estudo histopatologico, avaliagdo morfométrica e avaliagdo da permeabilidade vascular de
ratos e camundongos. Os mecanismos de acdo destas substincias estdo possivelmente
relacionados ao bloqueio da sintese, liberagdo e/ou acdo de mediadores inflamatérios

(prostaglandina E,, histamina, e serotonina) e inibi¢ao parcial da degranulag@o de neutréfilos.

A agdo antioxidante do amburosidio A foi evidenciada em modelos de hepatotoxicidade
induzida por CCly, em figado de ratos. A agdo hepatoprotetora foi determinada através do
monitoramento das concentracdes enzimaticas da catalase e enzimas transaminases, dos niveis
séricos de glutationa reduzida e substancias reativas com acido tiobarbitirico e analise
histolégica do figado, sugerindo que o amburosidio possui acdo seqiiestradora de radicais
livres e inibidora da peroxidacao lipidica (LEAL et al., 2006a).

K/

L4 Atividade broncodilatadora

O isocampferidio apresentou efeito relaxante muscular em traquéias de cobaias, pré-
contraidas com carbacol ou KCl, independente da presenca de epitélio. Por isso acredita-se

que este flavonoide seja capaz de mediar a ativagio da via Oxido Nitrico Sintetase-Guanilato
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Ciclase, promover a abertura de canais de K e interferir na liberacdo de neuropeptidios

(substancia P e neurocinina A) (LEAL et al., 2006b).

As atividades antiinflamatoria e broncodilatadora apresentadas pelo isocampferidio e
amburosidio A dao respaldo parcial ao uso tradicional da planta como alternativa terapéutica

para o tratamento de patologias respiratorias.

< Atividade neuroprotetora

O amburosidio A teve sua acdo neuroprotetora avaliada em modelos de neurotoxicidade
provocada pela neurotoxina 6-hidroxi-dopamina, em células mesencefalicas de ratos. Sua
acdo neuroprotetora foi demonstrada por aferi¢des dos niveis de 6xido nitrico, nitrito e
substancias reativas com acido tiobarbiturico, os quais revelaram uma suposta inativacao do
fator nuclear—kappaB (NF-«B) e inibicdo da peroxidacao lipidica como provaveis
mecanismos. A atividade antioxidante exibida neste tipo de ensaio farmacologico sugere um

potencial terapéutico do amburosidio A contra doengas neurodegenerativas como o Mal de

Parkinson (LEAL et al., 2005).

< Atividade Citotoxica

Em pesquisa desenvolvida pela Profa. Leticia Veras Costa-Lotufo (Departamento de
Farmacologia e Fisiologia/UFC) em busca de novos agentes citotoxicos, foram testados

isocampferidio, campferol, acido protocatecuico e amburosidio A.

Todavia apenas os flavonoides, isocampferidio e o campferol, exibiram significativos
efeitos antiproliferativos contra ovos de ourico-do-mar e cinco linhagens de células tumorais
(dois tipos de células leucémicas humanas, células cancerosas de mama, célon e pele) em
ensaios in vitro, sinalizando um potencial antineoplasico para estes compostos (COSTA-

LOTTUFO et al., 2003).
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9. ATIVIDADE ALELOPATICA

9.1. Alelopatia

Alelopatia foi definida por Molish em 1937 como a circunstincia em que
determinadas espécies de planta podem afetar o crescimento ¢ o desenvolvimento de outras
por sintese e liberacdo de substincias quimicas especificas (aleloquimicos) no ambiente
(ABENAVOLI et al., 2003). A principal rota biogenética produtora de aleloquimicos ¢ a via

chiquimato, sendo acidos fendlicos e cumarinas os mais importantes (CHON et al., 2003).

A cumarina ¢ conhecida por ser um forte inibidor da germinacdo de sementes e
crescimento de raizes. E uma substincia modulada pela luz capaz de reduzir a taxa de
respiracdo e fotossintese, em plantas intactas, por inibir o sistema de transporte de elétrons.
Apresenta um efeito ambiguo (indugdo e inibicdo) sobre o crescimento dependendo da

espécie e da concentracao (ABENAVOLI et al., 2003).

9.2. Atividade alelopatica do extrato aquoso das sementes de A. cearensis

A capacidade alelopatica do extrato aquoso das sementes de Amburana cearensis
(ACEAQq) foi testada na inibi¢do da germinagdo de Lactuca sativa (alface), pelo Prof. Antonio
Marcos Esmeraldo Bezerra (Departamento de Fitotecnia-UFC). No bioensaio, as sementes de
L. sativa foram semeadas sobre discos de papel de filtro, previamente umedecidos com
solucdo de ACEAq, e dispostos sobre placas de Petri, as quais foram mantidas num
germinador (20 °C), com luz continua, por 15 dias. Os procedimentos de contagens foram
efetuados no 4° e 7° dia. No 11° dia, foi realizada a substituicdo dos discos de papel de filtro, o
umedecimento dos mesmos com agua destilada e a repicagem das sementes. Decorridos
quatro dias, realizou-se a avaliagdo das sementes repicadas, classificando-as em plantulas

normais, plantulas anormais e sementes ndo germinadas.

ACEA(q mostrou atividade em todas as concentragdes testadas, que variaram de 0,54
a 34,50 mg/mL. A inibi¢do da germinacdo foi revertida nos tratamentos a baixas
concentragdes (0,54; 1,08; 2,16 e 4,32mg/mL) quando procedeu-se a troca dos discos de papel
de filtro e a posterior repicagem das sementes, mas ndo para as outras (Fig. 163, p. 270).
Particdo liquido-liquido do ACEAq com cloroféormio, seguida da extracdo com acetato de
etila, forneceu uma fracao aquosa (isenta de cumarina) exercendo ainda efeito inibitorio. Este
resultado sugere que a cumarina ndo ¢ a Unica responsavel pela acdo alelopatica. Anélise por
RMN revelou a presenca de cumarina livre, na por¢do apolar, e glicosideos de cumarina e

acido (Z)- o-cumarico, na fracao polar (BEZERRA, 2001).
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Figura 163- Detalhe das plantulas normais (esquerda), anormais (centro) € sementes nao
germinadas (direita) observadas no bioensaio com extrato aquoso das sementes de cumaru.

A atividade alelopatica demonstrada pelo extrato aquoso das sementes de A.
cearensis ¢ uma prova cientifica do potencial bio-herbicida desta planta, a qual podera ser
utilizada como uma arma quimica natural, de baixo custo e ecologicamente correta no
combate a ervas daninhas, possibilitando aumento na produtividade agricola sem provocar

danos a saide humana e ao meio-ambiente.
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10. PARTE EXPERIMENTAL

10.1. ESTUDO QUIMICO DOS CONSTITUINTES DE 4. CEARENSIS

10.1.1. MATERIAL BOTANICO

As sementes de Amburana cearensis foram adquiridas no comércio de Fortaleza
pelo Prof. Antonio Marcos Esmeraldo Bezerra, pesquisador responsavel pelo cultivo de

mudas desta espécie.

As cascas do caule de A. cearensis selecionadas para este estudo foram coletadas,
em setembro de 2002, na fazenda Sao Vicente, no municipio de Quixeramobim-Ce, pela
Prof*. Luzia Kalyne Almeida M. Leal (Departamento de Farmacia-UFC), pesquisadora

responsavel pelos ensaios farmacoldgicos de extratos e substancias isoladas desta planta.

A identificagdo botanica foi fornecida pelo Prof. Afranio Gomes Fernandes,
pertencente ao Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. As exsicatas
correspondentes a coleta encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra/UFC, com os

numeros de inscri¢ao 837 e 847.

10.1.2. METODOLOGIA AGRONOMICA

Cultivo de mudas de A. cearensis

Sementes foram semeadas, diretamente, em quatro canteiros de dimensdes de 1,20 m
x 10,00 m cada, no Setor de Horticultura da UFC, os quais foram previamente adubados com
Bioadubo vitaemix® (2,8 kg m™). Cada parcela compunha-se de seis fileiras regularmente
espacgadas de 20 cm, cuja densidade de semeadura foi de 50 sementes/fileira. Apos o desbaste,
realizado 45 dias depois da semeadura, preservaram-se 20 plantas por parcela. Os tratamentos,
representados por oito épocas de colheita (60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 e 270 dias apos a
semeadura), foram distribuidos aleatoriamente segundo um delineamento de blocos ao acaso
com quatro repeticdes. Os tratos culturais dispensados foram duas capinas manuais (45 ¢ 70
dias) e regas por microaspersdo, exceto nos dias chuvosos. As partes aéreas foram

manualmente separadas dos respectivos xilopddios.
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10.1.3 Métodos cromatograficos

10.1.3.1. Cromatografia de adsorcdio

Nas cromatografias de adsor¢do foi empregada gel de silica 60 da Merck ou da
Vetec (& um 63-200). O comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as
aliquotas das amostras e as quantidades de gel de silica utilizadas. Para cromatografia de
camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas de gel de silica 60 (& pm 2-25) sobre
poliéster T-6145 da Sigma Chemical CO (com indicador de fluorescéncia na faixa de 254
nm). Os eluentes utilizados foram: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol puros, ou

combinados em proporgdes crescentes de polaridade.

A revelagao das substancias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposi¢ao a
luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 366nm) realizada em aparelho
Spectroline modelo ENF-240 C/F e/ou por aspersdo com solu¢do de vanilina (CgHgOs) e
acido perclorico (HCIOy) em etanol (C;HgO), seguido de aquecimento em estufa a 100 °C por

aproximadamente 5 minutos, ou ainda por exposi¢ao a vapores de iodo.

10.1.3.2. Cromatografia de exclusdo

Os fracionamentos por cromatografia de exclusdo foram efetuados em gel de
dextrana Sephadex LH-20 da Pharmacia Fine Chemicals, utilizando-se metanol puro ou

combinado com dgua ou cloroférmio como fase movel.

10.1.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE~HPLC)

As solugdes de calibragdo, os extratos ¢ fragoes de Amburana cearensis foram
analisados num aparelho de HPLC, constituido de uma bomba binaria Waters-1525 ¢ um
detector DAD Waters-2996 a 254nm. As separacdes foram efetuadas em colunas XTerra®”
RP-18 (4,6 x 250 mm, 5 pm) e XTerra® RP-18 (10 x 250 mm, 10 pm), mantidas num forno
termostatico a 35°C. As amostras foram eluidas com MeOH e solucao aquosa de H3POy, puro
ou tamponado com Et;N (pH=3,0), adotando-se fluxos de ImL/min (coluna analitica) e 4,5

mL/min (coluna semi-preparativa).

Os solventes empregados apresentavam grau HPLC (MeOH-Tedia e HO-Milli-Q) e

foram adequadamente filtrados através de membranas de nylon com poros de 0,45 um
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(Phenomenex) e desgaseificados por sonicacdo a vacuo durante 5 min. As amostras foram
dissolvidas nas fases moveis empregadas em cada andlise e filtradas através de membranas de

teflon com poros de 0,45 um (Waters).

10.1.3.4. Extracdo em Fase Solida (EFS ~SPE)

As extracOes em fase solida de fracdes de A. cearensis, com fins de isolamento,
foram realizadas em cartuchos de fase reversa (C;s) de 500 mg e 2g, fabricados pela Waters.
Na etapa de preparo das amostras injetadas no HPLC (clean-up), foram empregados cartuchos
de fase reversa de 100 mg, fabricados pela Varian. O uso dos cartuchos era precedido por
ativacdo do adsorvente com metanol, seguida de acondicionamento em &agua Mili-Q,

utilizando aliquotas equivalentes a trés vezes o volume do cartucho.

10.1.4. Métodos espectroscépicos

10.1.4.1. Espectroscopia na regidao do infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em Espectrometro Perkin
Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000 da central analitica do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Cearda (DQOI/UFC), utilizando pastilhas

de KBr para analise das amostras.

10.1.4.2. Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de Prétio (RMN 'H) e de
Carbono-13 (RMN I3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Protio (RMN 'H) e Ressonancia
Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN 13 C), uni e bidimensionais, foram obtidos em
espectrometros Bruker, modelo Avance DPX-300 e/ou modelo Avance DRX-500,
pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonincia Magnética Nuclear da

Universidade Federal do Ceara (CENAUREMN-UFC).

O espectrometro Bruker Avance DRX-300, equipado com sonda de deteccao inversa
de 5 mm e magneto de 7,046 T, foi operado nas freqiiéncias de 300,13 e 75,47 MHz para
hidrogénio e carbono, respectivamente. Nos experimentos realizados no aparelho Bruker

Avance DRX-500, foram aplicadas freqiiéncias de 500,13 MHz ('H) e 125,75 MHz (**C), sob
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um campo magnético de 11,744 T. O tipo de sonda variou conforme o tipo de técnica: 1-
sonda dual de 5 mm com deteccao direta (experimentos unidimensionais), 2- sonda

multinuclear de 5 mm com detec¢do inversa (experimentos bidimensionais).

As amostras foram dissolvidas em aliquotas de 0,6 mL de solvente deuterado:
cloroformio (CDCl3), metanol (CD;OD), dimetilsulfoxido (DMSO-d6), agua (D,O) ou
piridina (CsDsN), comercializados pelas companhias ACROS, Cambridge Isotope
Laboratories, Merck ou Aldrich.

Os deslocamentos quimicos (J) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de protio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as
moléculas residuais nao-deuteradas dos solventes deuterados utilizados: cloroférmio (0 7,27),
metanol (6 3,31), DMSO (¢ 2,50), piridina (6 8,74; 7,58; 7,22), agua (o 4,80) e acetona
(0.2,05) Nos espectros de carbono-13, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos
picos centrais dos carbonos-13 dos solventes: cloroférmio (o 77,23), metanol (o 49,17),

DMSO (639,51) piridina (6 150,35; 135,91; 123,87) e acetona (0 206,68 ¢ 29,92).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN 'H foram
indicadas segundo a convencado: s (singleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), q
(quarteto), m (multipleto).

Nos experimentos unidimensionais de 'H e de °C foram estabelecidos os seguintes
valores para os parametros de aquisi¢ao, respectivamente: larguras espectrais de 24 e¢ 260
ppm, tempo de relaxacdo de 1 s e largura de pulso de 90° de 9,60 us (0 dB) e 10,90 ps (-3 dB)
para 'H e "°C, respectivamente. Para todos os experimentos unidimensionais foram utilizados
65356 pontos para a aquisi¢do e 32768 para o processamento, enquanto para os experimentos
bidimensionais foram utilizados 2048 x 256 pontos para a matriz de dados de aquisi¢do e
2048 x 1024 pontos para o processamento. Predi¢do linear para o processamento 2D,
utilizando 80 coeficientes, foi usada quando necessaria. O nimero de transientes variou de 8,
para 'H, a 16384, para "°C, para os experimentos unidimensionais, ¢ 2" (n > 2) para
bidimensionais, dependendo do experimento ¢ quantidade de amostra disponivel.

Os microprogramas utilizados para a aquisi¢do dos dados foram: 'H (zg), *C-BB
(zgpg), PC-DEPT135 (dept135), COSY (cosygp), NOESY (noesygpph), HSQC (hsqcgpph),
'H,"*C-HMBC (hmbclpndqf).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com

angulos de nutagdo de 135°, CH e CH; com amplitudes em oposi¢ao aos CH,, ¢ 90°, somente
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CH, foi utilizada na determinac¢io do padrio de hidrogenacdo dos carbonos em RMN °C,
descrito segundo a convengao: C (carbono nao-hidrogenado), CH (carbono metinico), CH;
(carbono metilénico ou metilidénico) e CHs; (carbono metilico). Os carbonos nao-

hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo do espectro DEPT 135 do espectro BB.

Os experimentos bidimensionais de correlagdo homonuclear (COSY e NOESY) e
heteronuclear (HMQC, HSQC ¢ HMBC), realizados no aparelho Bruker Avance DRX-500,
foram efetuados em sonda multinuclear de 5 mm, com detec¢do inversa, empregando-se
gradiente de campo, posicionado no eixo z e magnitude de 10 A. Os valores de J utilizados

para os experimentos pertinentes foram 'Jiyc = 145, "Jiyc = 7, onde n > 2.

10.1.4.3. Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massa de baixa resolucdo foram registrados num espectrometro

Shimadzu, modelo QP 5000/DI-50, através de impacto eletronico a 70 eV ((DQOI/UFC).

Os espectros de alta resolucdo dos amburosidios foram obtidos por ionizagdo por
elétron-spray (EM-IES), enquanto que os espectros de biflavonodides foram produzidos por
impacto eletronico (EM-IE). Os espectros por EM-IES foram registrados num espectrometro
de quadrupolo com analisador de tempo-de-voo (UltrOTOF-Q, Bruker Daltonics, Billerica,
USA), pertencente ao Laboratorio de Espectrometria de Massas da USP-Ribeirdo Preto, sendo
os scans aquiridos no modo positivo. Condicdes: voltagem capilar de 3400 V, temperatura e
fluxo do gas seco: 180 °C e 4 L/h. Nitrogénio foi utilizado como gas nebulizador e CF3CO,Na
foi empregado como padrdo de calibragdo interna e externa. Os espectros de EM-IE foram
obtidos num aparelho VG Autospec Fisons Instruments (Micromass, Manchester),

pertencente a central analitica do Instituto de Quimica da UNICAMP.

10.1.5. Métodos fisicos

10.1.5.1. Determinacdo do ponto de fusdo (pf)

Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados em equipamento da Mettler
Toledo, composto por uma placa aquecedora FP82HT e uma unidade de processamento FP90,

a uma taxa de aquecimento de 2 °C/min.
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10.1.5.2 Determinacao da rotacdo optica (o)

As rotacdes Opticas foram determinadas em polarimetro Perkin-Elmer, modelo 341,

sendo as medidas realizadas a 589 nm (20 °C).

10.1.6. Estudo Fitoquimico da casca do caule de A. cearensis

10.1.6.1. Obtencao do extrato etanolico da casca do caule (ACCE)

4,0 Kg de cascas do caule de planta adulta silvestre, trituradas mecanicamente,
foram divididas em aliquotas de, aproximadamente, 200 g e submetidas a extragdo com etanol
em aparelho Sohxlet, gerando 192.,5 g (R= 4,8 %, p/p) de um sodlido viscoso marrom, apos
destilagdo do solvente sob pressdo reduzida. O extrato etandlico obtido foi denominado

ACCE,.

10.1.6.2. Particao liquido-liquido do extrato etandlico ACCE;

O extrato etanolico ACCE; (192,5 g) foi suspenso em 350 mL de 4gua e
particionado com acetato de etila (3 x 150 mL), fornecendo 101,8 g de fragdo aquosa
(ACCEA), apos liofilizacdo. A fracdo acetato de etila, previamente tratada com Na,SOg4
anidro, foi destilada a vacuo, rendendo 82,6 g de um so6lido marrom viscoso Depois de seca, a
fracdo acetato de etila (82,6 g) foi solubilizada com 200 mL de metanol e desengordurada
através de particdo com hexano (3 x 100 mL). As fases hexdnica e metandlica foram
rotaevaporadas e secas, gerando, respectivamente, 16,6 g de um sélido verde (ACCE;AH) e

64,5 g de um soélido escuro (ACCE;AM).
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Fluxograma 1- Particdo liquido-liquido do extrato etanolico da casca do caule de A.

cearensis.
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10.1.6.3.Fracionamento de ACCEAM,

A fragdo ACCE;AM (64,5 g) foi adsorvida com 65,0 g de gel de silica, pulverizada
em gral de porcelana e acondicionada sobre 48,7 g de gel de silica numa coluna de vidro de
1000 mL. ACCE;AM foi fracionada por eluicdo com os seguintes solventes, obedecendo esta
ordem: CHCl; (0,5 L), CHCI;/AcOEt (3,5 L), AcOEt (2,0 L) e MeOH (0,5 L). Apos
evaporac¢do dos solventes, foram obtidas as fracdes correspondentes a cada eluente, seguindo
a mesma seqiiéncia: ACCE;AM/C (2,1 g), ACCE;AM/CA (22,7 g), ACCE,AM/A (25,3 g) e
ACCE,AM/M (12,3 g).

10.1.6.4.Cromatografia em silica de ACCE;AM/CA

Numa coluna de 500 mL contendo 160,2 g de gel de silica, acondicionou-se a fragao
ACCE;AM/CA (22,7 g- solido marrom), previamente adsorvida com 24,3 g de gel de silica.
ACCE;AM/CA foi eluida com: CHCI; (f1-6), CHCI3/AcOEt 10% (f7-18), CHCl3/AcOEt 20%
(f19-25), CHCI3/AcOEt 40% (f26-29), CHCl3/AcOEt 50% (f30-31), AcOEt (f32) e MeOH
(f33), coletando-se aliquotas de 75 mL. Através de analise por CCD, reuniram-se as fracdes

semelhantes: f3-7, £8-15, f16-19, £20-23, £24-31.
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10.1.6.5. Cromatografia em Sephadex LH-20 de ACCE;AM/CA(24-31)- Isolamento de
ACCE-1 (quercetina)

A fracdo ACCE;AM/CA(24-31) (4,0 g) foi dissolvida em 4 mL de MeOH e
cromatografada em 60,0 g de Sephadex LH-20 (Jin= 3,5 cm). Foram coletadas 34 fragoes de
10 mL, utilizando-se metanol como eluente. Monitoramento por cromatoplacas permitiu
reunir as fragdes idénticas: £2-8, f9-18 e f19-33. A cromatoplaca da fragdo 34 (40 mg) revelou
a presenca de apenas uma mancha amarelada, sendo entdo submetida a andlise
espectroscopica. Esta fragdo, um so6lido amarelo, foi denominada ACCE-1 e identificada

como sendo o flavonol quercetina.

10.1.6.6. Isolamento de ACCE-2 ACCE- 3 e ACCE-4 (acido protocatecuico, amburosidio

A e acido vanilico)

Uma nova cromatografia em Sephadex LH-20 (60 g; Ji,= 3,5 cm) foi realizada para
fracdo ACCE;AM/CA(24-31)(2-8) (2,4 g), empregando-se condigdes idénticas as adotadas no
procedimento anterior. As 20 fragdes obtidas foram submetidas a analise por CCD, resultando
em 4 grupos de fragdes: f4-6, f8-13 e f14-15 e £16-20. Apos secagem a temperatura ambiente,
foi possivel visualizar a presenca de cristais aciculares amarelados na fracao f4-6 (186 mg),
chamada ACCE-2, e um solido rosado na fragdo f8 -13 (954 mg), intitulada ACCE-3. A
fragdo f14-15 (103 mg), s6lido marrom escuro, foi recristalizada em CHCls/AcOEt 50%,
obtendo-se 47 mg de cristais amarelados, designados ACCE-4. Todas as fracdes puras foram
quimicamente caracterizadas através de comparacdo dos seus dados espectrais com os ja
descritos na literatura, revelando as seguintes substancias quimicas: acido protocatecuico

(ACCE-2), amburosidio A (ACCE-3) e 4cido vanilico (ACCE-4).

10.1.6.7. Isolamento de ACCE-5 (Amburanina A)

Apbs dissolugao em 3 mL de MeOH, a fragdo ACCE;AM/CA(24-31)(9-18) (1,5 g)
foi submetida a cromatografia em Sephadex LH-20 (60 g- Ji,= 3,5 cm), sendo eluida com

MeOH. 26 fragdes de 5 mL foram coletadas e reunidas, ao serem comparadas por CCD: {3-5,

£7-9 e £10-26.

A fracdo ACCE;AM/CA(24-31)(9-18)(10-26) (260 mg) foi cromatografada
novamente em Sephadex LH-20 (8 g- D= 1,5 cm), obtendo-se 15 fragdoes de ImL. As
fragdes 6-12 apresentavam um sélido amarelo denominado ACCE-5 (61 mg) e identificado

como o biflavonéide amburanina A por técnicas espectroscopicas.
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10.1.6.8. Isolamento de ACCE-6 (Amburanina B)

Cromatografia em Sephadex LH-20 (8 g- Jin= 3,5 cm) de ACCE;AM/CA(24-
31)(19-33) (254 mg) rendeu um so6lido amarelo nas fragdes 5 a 12, sendo entdo reunidas
depois comparadas através de CCD. MeOH foi utilizado na solubilizagdo da amostra (1,5 mL)

e na eluicdo de 15 fragdes (aliquotas de 3mL).

A fragdo f5-12 (162 mg) foi purificada por HPLC, utilizando-se uma coluna de fase
reversa e uma fase movel composta por H O-MeOH. O gradiente de eluigdo variou de 60%
para 75% de MeOH em 10 min, empregando-se um fluxo de 4,5 mL/min. O cromatograma
(Fig. 164) exibiu dois picos a 284 nm, sendo o pico 2 (53 mg; tg= = 8,82 min), denominado
ACCE-6, estruturalmente caracterizado através de técnicas espectroscopicas como

amburanina B.
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Figura 164- Cromatograma de HPLC da fracdo ACCE;AM/CA(24-31)(19-33)(5-12)
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Fluxograma 2- Metodologia de Isolamento de 6 substancias obtidas do extrato etanolico da
casca do caule de 4 .cearensis.
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10.1.6.9. Obtencao e particio de ACCE,

Em virtude da necessidade de maiores quantidades de substancias de interesse
farmacoldgico (amburosidio A e isocampferidio), repetiu-se a mesma metodologia de
extracdao do item 10.1.6.1.. Foram obtidos 228 g do extrato etandlico denominado ACCE; a
partir de 4,2 Kg de casca do caule (R= 5,4 %, p/p), adquiridas nos mesmos local e periodo de
coleta. O extrato ACCE, foi particionado com H,O (350 mL)/AcOEt (3 x 150 mL) e
posteriormente a fase acetato de etila foi seca e submetida a particdo MeOH (180
mL)/Hexano (3 x 120 mL), resultando em 81,8 g e 14,4 g das fragdes metanolica

(ACCE;AM) e hexanica da fragdo (ACCE,AH), respectivamente.
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10.1.6.10. Fracionamento de ACCE,AM

A fracdo ACCE,AM foi adsorvida com 80 g de gel de silica, sendo posteriormente
acondicionada sobre 30 g de gel de silica numa coluna de 1000 mL, e cromatografada com:
CHCI; (1,7 L), CHCI3/AcOEt (2,1 L), AcOEt (2,6 L) e MeOH (0,8 L), fornecendo as fra¢des
ACCE,AM/C (12,7 g), ACCE,AM/CA (15,7 g), ACCE,AM/A (38,6 g) e ACCE,AM /M

(10,2 g), respectivamente.

10.1.6.11. Cromatografia em silica de ACCE,AM/CA

Adsorvida com 20,6 g de gel de silica, a fracdo ACCE,AM/CA (15,4 g) foi
cromatografada numa coluna de 500 mL, contendo 102,1 g de gel de silica. Para eluicao,
foram aplicadas as seguintes misturas de solventes: CHCl3/AcOEt 10% (f1-3), CHCls/AcOEt
20% (f4-5), CHCI3/AcOEt 50% (f6-19), além dos solventes puros AcOEt (f20-22) e MeOH
(f23), sendo as fragdes recolhidas em por¢des de 75 mL. As fragdes f1-5, f6-12, f13-19 e £20-

22 foram juntas depois de comparadas por CCD.

10.1.6.12. Isolamento de ACCE-7 e ACCE-8 (protocatecuato de 6-cumarila e

isocampferidio)

A fracdo ACCE,AM/CA (6-12) (4,1 g- s6lido marrom) foi trés vezes submetida a
cromatografia em 60 g de Sephadex LH-20 (Jin= 3,5 cm), adotando-se MeOH como eluente
nas duas primeiras colunas cromatograficas e CHCl;/MeOH 50%, na ultima. Foram coletadas
33 e 30 porgdes de 10 mL na primeira e segunda tentativas de isolamento, respectivamente,
enquanto que, na terceira, recolheram-se 25 aliquotas de 5 mL. Em todas as colunas, as
amostras foram aplicadas em volumes de 5 mL. Ao final desta série de separagdes, sempre
monitoradas por CCD, chegou-se ao isolamento de 171,4 mg de ACCE-7, solido amarelo
obtido na fracdo f4-6, ¢ 7 mg de ACCE-8, solido vermelho encontrado na fragao f13. Ambos
tiveram suas estruturas elucidadas por métodos espectroscopicos como sendo o flavondide

isocampferidio e a cumarina protocatecuato de 6-cumarila, respectivamente.

10.1.6.13. Isolamento de ACCE-9 (formononetina)

A fracdo ACCE,AM/CA(13-19) (2,9 g-s6lido marrom) foi dissolvida em 4,6 mL de
CHCIl3/MeOH 50 % e adicionada a uma coluna de Sephadex LH-20 (60 g- Jix= 3,5 cm),
utilizando a mesma mistura de solventes como fase movel. Foram recolhidos volumes de 5
mL, totalizando 30 fracdes. A fracdo 29 (8 mg) apresentava um so6lido amarelo, o qual foi

tratado com MeOH e filtrado, restando um sélido branco (3 mg) chamado de ACCE-9. A
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determinagao estrutural de ACCE-9 como sendo o isoflavonoide formononetina foi obtida

somente por RMN.

Fluxograma 3- Metodologia de Isolamento de 3 outras substancias obtidas do extrato

etanolico da casca do caule de 4 .cearensis.
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10.1.7. Estudo Fitoquimico das Sementes de A. cearensis

10.1.7.1. Obtencao dos extrato etanolico das sementes (ACS)- Isolamento de ACS-1
(cumarina)

1,5 Kg de sementes moidas de A. cearensis foram maceradas em 1,8 L de CHCI;
durante 24h. Apos secagem do solvente, obteve-se um 6leo amarelo (312 g) contendo um
precipitado branco (53,5 g) o qual foi separado por remog¢ao do liquido sobrenadante. Uma
aliquota de 1,0 g do solido branco foi tratada com 50 mL de agua fervente, resultando no
aparecimento de uma fase oleosa, removida por filtragdo simples. Depois de resfriada, a
solucdo aquosa foi filtrada, gerando-se 240,5 mg de cristais brancos (ACS-1), identificados
por RMN como cumarina. A torta, residuo da extracdo, foi extraida com etanol em aparelho
Sohxlet, fornecendo 144,0 g (R= 9,6 %, pext/Psemente) d& um sélido marrom, nomeado ACSE

depois de evaporacao do solvente a vacuo.
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Fluxograma 4- Obtengdo dos extratos hexanico e etanodlico das sementes de A. cearensis.
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10.1.7.2. Particao do extrato etanolico ACSE

Em 300 mL de uma mistura H,O-MeOH (2:1), o extrato ACSE (144,0 g) foi
solubilizado e particionado com cloroférmio (3 x 100 mL), sendo imediatamente submetido a
particado com AcOEt (3 x 100 mL). A fase hidrometandlica foi rotaevaporada, para remocao
do metanol, e posteriormente liofilizada, rendendo 109,7 g de um sélido marrom (ACSEHm).
As fases organicas, previamente tratadas com Na;SO4 anidro, foram concentradas e secas,
resultando em 24,8 g de fragdo cloroférmica (ACSEC) e 5,3 g de fracdo acetato de etila
(ACSEA).
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Fluxograma 5- Particao do extrato etandlico das sementes de A. cearensis.
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10.1.7.3.Cromatografia em Sephadex L H-20 de ACSEA

A fracdo ACSEA (5,3 g), s6lido marrom dissolvido em 5 mL de MeOH, foi
cromatografada em Sephadex LH-20 (60 g- J;n= 3,5 cm), gerando 30 fragdes de 10 mL, por
eluicdo com MeOH. Depois de analise por CCD, reuniram-se as fra¢des: f2-11, f12-15, f16-
18, f19-25 e f20-28. Em virtude da baixa resolu¢ao alcancada na separacdo das fragdes
iniciais, decidiu-se recromatografar a fragdo f2-11 (2,6 g), adotando-se as mesmas condigdes.

Foram coletadas 20 fragdes de 10 mL, sendo reunidas as seguintes subfragoes: f2-11(4-5), f2-

11(6-10) e f2-11(11-18).

10.1.7.4. Isolamento de ACS-2 (galato de amburosila)

A fracdo ACSEA(16-18) (61,8 mg) foi solubilizada em 1 mL de H,O/MeOH 50% e
aplicada em um cartucho de SPE (500 mg), previamente ativado e equilibrado com a fase
movel. O cartucho foi eluido com 6 mL de H;O/MeOH 50% e posteriormente com 6 mL de
MeOH, sendo coletadas aliquotas de 1 mL. A fracao 3 (9,3 mg), um s6lido marrom viscoso,
foi designada ACS-2 e submetida a analise espectroscopica, pela qual teve sua estrutura

elucidada como galato de 6”’-amburosila (amburosidio C).
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10.1.7.5. Cromatografia em silica de ACSEA(2-11)(11-18)-Isolamento de ACS-3 e ACS-4

Adsorvida com 2,0 g de gel de silica, A fragdo ACSEA(2-11)(11-18) (1,6 g) foi
depositada sobre 25,0 g deste mesmo adsorvente, numa coluna de 125 mL. A eluicdo da
coluna foi efetuada inicialmente com Hexano/AcOEt 20% (f1-7), seguida de Hexano/AcOEt
25% (f8-16), Hexano/AcOEt 30% (f17-19), Hexano/AcOEt 40% (f20-22), Hexano/AcOEt
50% (£23-25), Hexano/AcOEt 75% (f26-27), AcOEt (f28), e finalmente MeOH (f29),
recolhendo-se aliquotas de 50 mL. Cromatoplacas expostas a vapores de iodo permitiram
selecionar e agrupar as fracdes idénticas: f1-5, f6-7, £8-11, f13-17, f18-20, £21-23, f25-29.
Analise por CCD revelou que as fragdes f21-23 (119 mg, ACS-3) e f12 (16 mg, ACS-4) eram
quimicamente equivalentes as fracdes ACCE-3 (amburosidio A) e ACCE-4 (4cido vanilico),

respectivamente, isoladas das cascas do caule.

10.1.7.6. Separacao por HPLC- Isolamento de ACS-5 e ACS-6 (6-hidroxi-cumarina e

acido (E)-o-cumarico)

Aliquotas de 200 pL de solugdo aquosa de H;PO4/MeOH 20% da fragdo ACSEA(2-
11)(11-18)(13-17) (37 mg) foram injetadas num aparelho de HPLC, provido de coluna de fase
reversa. A fase movel, composta por H;PO4 (pH= 3,0)/MeOH, variou de 20 a 60% de MeOH
em 20 min, adotando-se um fluxo de 4,7 mL/min. Selecionando-se a deteccao de UV para 310
nm, obteve-se um cromatograma (Fig. 165, p. 286) exibindo 3 picos cujos tempos de retencao
foram de 7,56 min (pico 1); 10,30 min (pico 2) e 11,24 min (pico 3). O primeiro pico (14,3
mg) foi reconhecido como sendo quimicamente idéntico a ACS-4 (4cido vanilico), apds
analise por RMN 'H. Os picos 2 e 3, ambos solidos brancos, passaram a ser referidos como
ACS-5 (5,0 mg) e ACS-6 (9,7 mg), sendo estruturalmente caracterizados por RMN, IV ¢ EM

como 6-hidroxi-cumarina e 4cido cumarico, respectivamente.
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Figura 165- Cromatograma de HPLC da fragdo ACSEA(2-11)(11-18)(13-17)

10.1.7.7. Separacao por HPLC- Isolamento de ACS-(7-12)

A fracado ACSEA(2-11)(11-18)(18-20) (65,3 mg) foi analisada por HPLC numa
coluna de fase reversa, empregando-se uma mistura de composigao variavel de H;PO4 (pH=
3,0)/MeOH. A concentragao de MeOH variou de 40 para 80% ao longo de 20 min de corrida,
mantendo-se um fluxo constante de 4,5 mL/min. As inje¢des foram realizadas através de
aliquotas de 200 pL de solucado filtrada da amostra, dissolvida na fase mével inicial. A 254
nm, foram detectados e coletados 5 picos (Fig. 166, p. 287): pico 1 (tg= 6,65 min, ACS-7),
pico 2 (tg= 9,36 min, ACS-8), pico 3 (tg= 11,06 min, ACS-9), pico 4 (tg= 12,50 min) e pico 5
(tr= 13,57 min, ACS-10). O pico 4 foi reinjetado e desdobrado em dois novos picos: pico 4.1.
(tg= 11,69 min, ACS-11) e pico 4.2 (tg= 13,54 min, ACS-12) (Fig. 167, p. 287). Este
conjunto de picos foi caracterizado como uma série de amburosidios denominados ACS- (7-

12) e identificados como sendo os amburosidios A, D-H.
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Figura 166- Cromatograma de HPLC da fragdo ACSEA(2-11)(11-18)(18-20)
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Figura 167- Cromatograma de HPLC do pico 4 da fragdo ACSEA(2-11)(11-18)(18-20)
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Fluxograma 6- Metodologia de isolamento das 9 substancias obtidas do extrato etanolico das
sementes de A4 .cearensis.
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10.1.8.0btencao dos extratos etanolicos dos xilopodios e das partes aéreas de plantas
cultivadas (ACX e ACPA)

As partes aéreas e os xilopodios moidos de espécimens jovens de 4. cearensis (2-9
meses de desenvolvimento), cultivados por semeadura direta, foram extraidos por maceracao
com etanol durante 24 h. Os extratos foram obtidos em quadruplicata para fins estatisticos,
perfazendo um total de 64, os quais foram assim denominados: EN-ACX, para aqueles
oriundos do xilopddio, e EN-ACPa, para aqueles provenientes da parte aérea, sendo N
referente a idade da planta (em meses de cultivo). Ao final, os extratos de mesma época foram
reunidos por serem quimicamente idénticos, conforme analise realizada por RMN, resultando

em 16 amostras (Tab. 33, p. 290).

Os extratos E2, E4, E7 e E9 do xilopddio e da parte aérea foram selecionados para
serem submetidos a testes farmacologicos devido as diferengas observadas em seus perfis
quimicos, segundo analise espectroscopica por RMN (Ressonancia Magnética Nuclear). A
partir deste ponto, os estudos foram direcionados pelos resultados dos ensaios farmacologicos

cujas respostas mais significativas foram observadas para o extrato E7 e E9.

10.1.8.1. Particdo do extrato etandlico E7-ACX

Uma aliquota de 30,7 g de extrato E7-ACX (so6lido escuro), correspondente a metade
da massa de extrato obtida, foi particionada com H,O (200 mL)/AcOEt (3 x 120 mL). A fase
aquosa foi liofilizada, gerando 9,2 g de um s6lido marrom denominado E7-ACXQ. Tratada
previamente com Na,SO, anidro, a fase acetato de etila foi filtrada e seca, obtendo-se E7-
ACXA (20,8 g), um solido escuro. A fracdo E7-ACXA foi dissolvida em 200 mL de MeOH e
misturada com 120 mL de CH,Cl,, contudo a separagdo de fases s6 foi observada apds a
adicdo de 50 mL de H,O. A particdo foi concluida com mais duas extracdes com 120 mL de
CH,Cl,, resultando em 11,7 g de fracdo hidrometandlica (E7-ACXAM) e 7,0 g da fragdo
diclorometano (E7-ACXAD), ap6s devido tratamento.
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Tabela 33- Acompanhamento mensal das massas (g) e dos rendimentos (%) dos extratos
etandlicos da parte aérea e do xilopodio de A. cearensis.

Extratos da parte aérea (canteiros)

Més

I (%) II (%) I (%) IV (%) Total
2 2,1(7,0) 1,9 (8,0) 1,9 (7,1) 2,1(7,6) 8,0
3 5,5(8,0) 4,7 (8,5) 49 (8,8) 6,1(12,9) 21,2
4 5,8 (4,5) 7,2 (7,0) 5,6 (4,4) 7,2 (6,0) 25,8
5 11,4 3,4) 9,43,6) 11,0(3,8) 5,5(L,6) 37,3
6 6,6 (2,8) 7,3 (2,9) 8,4(2,9 11,9(5.6) 34,2
7 8,3 (4,0) 19,2 (5,8) 13,4(4,0) 23,4(7.4) 64,3
8 16,6 (5,6) 9,9(2,90) 99(6,7) 12,0(3,7) 48,4
9 3,9 (0,8) 6,6 (1,6) 4,9 (1,1) 9,1 (2,8) 24,5

Extratos do xilopddio (canteiros)
Més

I (%) II (%) 11T (%) IV (%) Total
2 3,4(16,0) 22214  3,1(19,6) 2,7(17,9) 11,4 (19,4)
3 6,2 (7,3) 5,6 (10,2) 6,2 (9,7) 4,3 (11,8) 22,3 (43.5)
4 8,3 (4,5) 8,5 (8,4) 10,7 (6,6) 11,3 (7,6) 38,8 (64,6)
5 17,9 (10,0) 6,7 (2,4) 9,2(3,9) 11,6 (6,2) 45,4 (82,7)
6 3,9 (0,7) 6,0 (1,0) 6,8 (1,1) 4,4 (0,8) 21,1 (55.3)
7 11,4 (1,8) 143 (1,6) 21,9(1,9) 20,9 (2.,5) 68,5 (132,8)
8 20,6 (1,9) 19,8 (1,7) 8,2 (1,3) 12,9 (1,1) 61,5 (109,9)
9 12,6 (1,2) 10,3 (0,6) 13,6 (0,7) 8,5 (0,6) 45,0 (69,5)
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Fluxograma 7- Particdo do extrato etanolico do xilopodio da planta jovem (7 meses) de A.

cearensis.
Extrato etanolico
E7-ACX (30.7 ¢

1. H,O (200 mL)
2. AcOEt (3 x 120 mL)

o Fracao acetato de etila
E7-ACXA (20.8 2)

&
1. MeOH (200 mL) + H,0 (50 mL)
2. CH,Cl, (3 x 120 mL)

Fracao aquosa
| E7-ACXO0 (9.2 2)

Liofilizacao/Rotaevaporacao Na,SO/Rotaevaporacdo

Fracao hidrometandlica Fracao diclorometano

E7-ACXAM (11,7 g) E7-ACXAD (7,0 g)

10.1.8.2. Fracionamento de ACXQ

A fracdo E7-ACXQ (9,2 g) foi dividida em duas porgdes eqiiitativas e
cromatografada em Sephadex LH-20 (60 g- Jin= 3,5 cm) duas vezes, sob as mesmas
condi¢cdes. A amostra foi dissolvida e eluida com H,O/MeOH 50%, obtendo-se 6 aliquotas de
30 mL em cada cromatografia. Em razdo dos elevados teores de acucares presentes nas
fracdes, as cromatografias foram monitoradas por RMN 'H. A fracdo 3 (3,9 g), resultante das
duas colunas, foi selecionada para novo fracionamento, em virtude da presenga de sinais na
regidio de aromaticos no espectro de RMN 'H. Objetivando-se extrair os constituintes
heterosidicos, realizou-se uma particdo H,O (25 mL)/n-butanol (3 x 15 mL) resultando numa
fracdo aquosa E7-ACXQ(3)Q (3,6 g) e outra butandlica E7-ACXQ(3)B (124 mg), sendo

ambas solidos viscosos marrons.

Aspectos Quimicos do Estudo Interdisciplinar (Quimica-Agronomia-Farmacologia) de Amburana cearensis A.C. Smith 29D



10.1.8.3. Separacao por HPLC de ACXOQ/B- Isolamento de ACX-1 (ac. cumarinico
glicosilado)

Através de um loop de 200 pL, a fragado ACXQ(3)B (124 mg) foi injetada sucessivas

vezes num aparelho de HPLC, equipado com coluna de fase reversa. A amostra foi eluida
com H3PO,4 (pH= 3,0)/MeOH, empregando-se o gradiente de 20 para 50% de MeOH em 10
min de corrida. O cromatograma (Fig. 168), visualizado a 254 nm, mostrou a separacgao de 3
picos cujos tempos de retencdo foram de 4,73 min (pico 1), 5,56 min (pico 2) e 7,87 min (pico
3). O pico 3 rendeu 12 mg de um so6lido viscoso amarelo, denominado ACX-1, e

quimicamente caracterizado como acido cumarinico glicosilado.

4,00i

3,00-

Minutes

Figura 168- Cromatograma de HPLC da fragdo ACXQ(3)B

10.1.8.4. Tratamento cromatografico de E7-ACXAM- Isolamento de ACX-2

(amburanina B)

A fracao E7-ACXAM (11,7 g) foi adsorvida com 15,0 g de gel de silica e eluida a
vacuo com CH)Cl, (150 mL), seguido de CH,Cl,/AcOEt (450 mL), AcOEt (800 mL) e
MeOH (450 mL). Apos evaporacdo dos solventes, foram obtidas as fragdes correspondentes a
cada eluente, obedecendo a ordem de elui¢do: E7-ACXAM/D (1,0 g), E7-ACXAM/DA(1,7
g), E7T-ACXAM/A (1,5 g) e E7-ACXAM/M (7,0 g).

A fracdo E7-ACXAM/DA(1,7 g) foi submetida a cromatografia em Sephadex LH-
20 (60 g- Din= 3,5 cm), apds dissolugdo em 5 mL de MeOH. Foram geradas 15 fracdes de 10
mL utilizando-se MeOH como fase movel. Monitoramento por CCD permitiu a reunido das
fracdes semelhantes: f3-4, f5-7, 9-13. A fracdo {8 (120 mg) foi solubilizada em 1,0 mL de
H,O/MeOH 20% e purificada através de um cartucho de SPE (500 mg). Foram coletadas
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fragdes de 3 mL, eluidas com H,O/MeOH 20% (f1-2), H,O/MeOH 50% (f3-4), MeOH (f5). A
subfracdao f8/5 (20,8 mg), sélido viscoso marrom denominado ACX-2, foi analisada por

técnicas espectrométricas, a partir das quais se chegou a estrutura da amburanina B.

Fluxograma 8- Metodologia de isolamento de duas substancias isoladas do xilopddio das
plantas jovens de 4. cearensis (7 meses).

E7-ACX

Particdo

Particao

Sephadex

Particdo

Sephadex

Cartucho C;g

ACX-1
Ac. cumarinico
glicosilado

ACX-2
Amburanina B

10.1.8.5. Particao do extrato etandlico E7-ACPa

29,8 g do solido verde-escuro E7-ACPa, aproximadamente metade da massa de
extrato obtida, foi submetida a sucessivas particdes com H,O (200 mL)/AcOEt (3 x 120 mL),
e posteriormente com MeOH (200 mL) + H,O (50 mL)/ CH,Cl, (3 x 120 mL), adotando-se
metodologia semelhante a aplicada para o extrato E7-ACX. As fragdes aquosa e acetato de
etila, oriundas da primeira parti¢do, foram pesadas e denominadas E7-ACPaQ (10,5 g) e E7-
ACPaA (18,7 g), respectivamente. A segunda particdo forneceu 5,2 g de fracdo metandlica

(E7-ACPaAM-solido escuro) e 12,2 g de fragdo diclorometano (E7-ACPaAD-s6lido verde).
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Fluxograma 9- Particdo do extrato etanolico da parte aérea da planta jovem (7 meses) de A.
cearensis.

Extrato etanolico

E7-ACPa (29.8 g)

1. H,0 (200 mL)
2. AcOEt (3 x 120 mL)

Fracao acetato de etila
E7-ACPaA (18.7 )

|l Fracdo aquosa
E7-ACPaQ (10.5 ¢)

1. MeOH (200 mL) + H,0 (50 mL)
2. CH,Cl, (3 x 120 mL)

Liofilizacao/Rotaevaporacao Na,SO/Rotaevaporacdo

Fracao hidrometandlica Fracao diclorometano

E7-ACPaAM (5.2 g) E7-ACPaAD (12.2 )

10.1.8.6. Cromatografia em silica de E7-ACPaAD

A fragdo E7-ACPaAD (12,2 g) foi misturada com gel de silica numa propor¢ado 1:1 e
pulverizada em gral de porcelana, sendo acondicionada sobre 20 g de gel de silica numa
coluna de 500 mL. Foram empregados os seguintes eluentes: hexano(f1- 100mL), hexano/
CH,ClI; 10% (f2- 300 mL), hexano/ CH,Cl, 25% (f3- 300 mL), hexano/ CH,Cl, 50% (f4- 700
mL), hexano/ CH,Cl, 75% (f5- 400 mL), CH,Cl, (f6- 500 mL), CH,Cl, /AcOEt 50% (f7- 500
mL), AcOEt (8- 300 mL) e MeOH (f9- 200 mL). As fracdes f3 a f6 foram reunidas, apos
comparacao por CCD.

10.1.8.7. Cromatografia em Sephadex LH-20 de E7-ACPaAD(3-6) (1.8 g)- Isolamento de
ACPa-1 (acido vanilico)

A fracdo E7-ACPaAD(3-6) (1,8 g), solido verde-claro, foi dissolvida em 10 mL de
MeOH e submetida a cromatografia em Sephadex LH-20 (60 g- Jin= 3,5 cm), resultando em
15 fragdes de 30 mL. A coluna, eluida com MeOH, foi monitorada por cromatoplaca,
possibilitando a reunido das fragdes f2-3, f4-6, f9-13. A fracao f2-3 foi tratada com CH,Cl, e
filtrada, resultando no isolamento de um sélido branco denominado ACPa-1 (258,8 mg), cujo

rf em CCD foi idéntico ao de ACCE-4, embora que com aspecto fisico distinto. No entanto, a
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concordancia dos sinais dos espectros de RMN 'H das fracdes ACPA-1 ¢ ACCE-4 permitiu

identifica-las como sendo o acido vanilico.

10.1.8.8. Cromatografia em silica de E7-ACPaAD(4-6)-Isolamento de ACPA-2-4

(cumarina, e aiapina

Numa coluna de 125 mL contendo 40,0 g de gel de silica, a fragdo E7-ACPaAD(4-6)
(380 mg) foi adsorvida com 1,5 g de gel de silica e eluida com: hexano/ CH,Cl, 80% (f1),
CH,Cl, (f2-4), CH,Cl, /AcOEt 10% (f5-7), CH,Cl, /AcOEt 25% (8-10), CH,Cl, /AcOEt
40% (f11-12), CH,Cl, /AcOEt 50% (f13-14), AcOEt 10% (f15), MeOH (f16). As fragdes

foram coletadas em aliquotas de 100mL e reunidas apos analise por CCD.

A fracao fl (104 mg), cristais brancos chamados ACPa-2, foi quimicamente
identificada apds co-elui¢do com a fracdo ACS-1 (cumarina) em cromatoplaca, na qual suas

manchas apareceram superpostas.

Aplicando-se a mesma técnica para a fracdo f10 (5,4 mg), tendo ACCE-7
(isocampferidio) como padrao de referéncia, descobriu-se que as fragcdes eram quimicamente

idénticas. A fragdo f10, s6lido amarelo, passou a ser chamada ACPa-3.

A cromatoplaca da fragcdo f3-4 (62,5 mg) apresentou somente uma mancha (azul-
fluorescente) ao ser visualizada sob UV, sendo intitulada ACPa-4 (cristais incolores).

Analises espectroscopicas revelaram a estrutura da cumarina aiapina.

10.1.8.9. Isolamento de ACPa- 5 e ACPa-6 (acido p-hidroxi benzoico e amburosidio B)

Dissolvida em 0,5 mL de H,O, a fragdo E7-ACPaAD(3-6)(9-13) (52,2 mg) foi
adicionada a um cartucho de SPE (500 mg), ja ativado e equilibrado com a fase movel. O
cartucho foi eluido com H,O (f1-2), H,O/MeOH 30% (f3-4) e MeOH (f5), recolhendo-se
aliquotas de 2 mL. As fracdes f1 (5 mg) e {4 (23 mg), s6lidos marrons viscosos, apresentaram
apenas uma mancha na cromatoplaca, revelada por exposicdo a vapores de iodo. Ambas as
fragdes, denominadas ACPa-5 (f1) e ACPa-6 (f4), foram identificadas por comparacdo dos
seus dados espectrais com os ja disponiveis na literatura, levando as proposicdes das

estruturas referentes ao acido p-hidroxi benzobico e ao amburosidio B, respectivamente.

10.1.8.10. Fracionamento de E7-ACPaQ

Uma aliquota de 5,0 g da fracdo E7-ACPaQ (10,5 g), solubilizada em 12 mL de
H,O/MeOH 50%, foi aplicada numa coluna de Sephadex LH-20 (60 g- Jin= 3,5 cm) e eluida
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com H,O/MeOH 50%, resultando na obtencao de 10 fracdes de 20 mL. Foram reunidas as
fracdes 1 a 4, totalizando 3,5 g de um material marrom viscoso, cujo espectro de RMN 'H

permitiu caracteriza-lo como sendo uma mistura de agtcares.

A fragdo f7 (137 mg) foi dissolvida em 1 mL de H,O e cromatografada num
cartucho de SPE (500 mg), utilizando-se como fase mével H,O (f7/1), seguida de H,O/MeOH
20% (f7/2-3), H,O/MeOH 30% (f7/4-5) e H O/MeOH 50% (f7/6). Colhidas em aliquotas de 3
mL, as fragdes da coluna foram monitoradas por CCD, através da qual verificou-se que a
fragdo f7/4 (30 mg) era quimicamente equivalente a fracdo ACPa-6 (amburosidio B). As
subfracdes eluidas com H,O/MeOH 20%, £7/2 e £7/3, foram reunidas e purificadas por HPLC,

como descrito abaixo.

10.1.8.11. Purificacio por HPLC- Isolamento de E7-ACPa-7 (acido cumarico
glicosilado)
A fracdo E7-ACPaQ(7)(2-3) (65 mg) foi purificada num aparelho de HPLC,

injetando-se aliquotas de 200 uL de solucao aquosa de H;PO4/MeOH 20%. A separacao,
realizada numa coluna de fase reversa, foi efetuada com um gradiente H;PO4s/MeOH,
variando de 30 para 50% em 10 min. Foram obtidos 2 picos (Fig. 169), detectados a 254 nm e
registrados com tempos de retengdo de 7,20 min (pico 1) e 9,07 min (pico 2). O pico 1
forneceu 24 mg de um solido branco, denominado ACPa-7 e identificado por métodos

espectrométricos como o acido cumarico glicosilado.
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Figura 169- Cromatograma de HPLC da fragdo E7-ACPaQ(7)(2-3)
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Fluxograma 10- Metodologia de isolamento das 7 substancias isoladas da parte aérea das
plantas jovens de A. cearensis (7 meses).

E7-ACPa

Particdao

Sephadex Particdo

Cartucho C; Sephadex

F2-3

ACPa-6 _ACPa-1- Stlica Cartucho Ciy
Amburosidio B Ac. Vanilico

ACPa-7
Ac. Cumirico
glicosilado ACPa-2 ACPa-3 ACPa-6
Cumarina Isocampferidio ~ ACPa-5 W o idio B
ACPa-4 Ac. Hidroxi-
Aiapina benzéico
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10.2. Validacio do método de quantificacio de 4 substincias presentes nos extratos de

Amburana cearensis

10.2.1. Preparo das Solucées

<  Preparacdo da solucdo-estoque

A solugdo-estoque foi preparada, em triplicata, pela dissolu¢ao de 5,0 mg de quatro
substancias puras (acido protocatecuico, acido vanilico, cumarina e amburosidio), isoladas das
cascas do caule de A. cearensis, em 10,0 mL de solucdo aquosa de Et;N-H;PO, (pH=
3)/MeOH 20%, resultando numa concentragdo de 500 pg/mL. A solugdo-estoque foi filtrada

através de membranas de teflon.

% Preparacao das solucoes padroes e solucoes de controle de qualidade

A partir de cada solugdo-estoque, foram obtidas seis solugdes padroes (60, 40, 20,
10, 5 e 1 pg/mL) e trés solugdes de controle de qualidade (50, 30 e 8 ug/mL), através de

diluicdes com volumes apropriados, retirados apenas da primeira solugao.

Aliquotas de 2,0 mL das solugdes obtidas foram tratadas por cartuchos de SPE (100
mg) e eluidas com porgdes de 2,0 mL de solucdo aquosa de Et;N-H3;PO4 (pH= 3)/MeOH

80%, mantendo-se as concentragdes iniciais.

X8 Prepara(:do das amostras

Foram preparadas trés solugdes de 500 pg/mL de cada um dos seguintes extratos
etandlicos de A. cearensis: cascas do caule (ACCE); sementes (ACS); xilopddios de
espécimens com 2 (E2-ACX), 4 (E4-ACX), 7 (E7-ACX) e 9 (E9-ACX) meses de idade,
partes aéreas de espécimens com 2 (E2-ACPa), 4 (E4-ACPa), 7 (E7-ACPa) e 9 (E9-ACPa)
meses de idade, e misturas artificialmente reconstituidas dos xilopddios com as partes aéreas
de mesmas idades (E2-ACX+PA, E4-ACX+PA, E7-ACX+PA, E9-ACX+PA). Cada amostra
foi produzida através da dissolugcdo de 5,0 mg de extrato em 10,0 mL de solu¢do aquosa de
Et;N-H3;PO4 (pH= 3)/MeOH 20%, totalizando 14 amostras, as quais foram posteriormente

filtradas através de membranas de teflon.

Todas as amostras, em volumes de 2,0 mL, foram aplicadas em cartuchos de SPE e
eluidas com aliquotas 2,0 mL de solucao aquosa de Et;N-H3;PO4 (pH= 3)/MeOH 80%. Exceto
o extrato ACS, cujo volume aplicado foi de 500 pL, implicando numa concentra¢do final

correspondente a 1/4 da solugdo original.
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Trés amostras de xarope de cumaru, fitoterapico produzido com as cascas do caule
de A. cearensis, foram preparadas pela aplicacdo de aliquotas de 400 uL do xarope num
cartucho de SPE (100 mg). Eluigdes com 10 mL de H;O, a fim de se remover a sacarose,
foram sucedidas por adicdes de volumes de 2,0 mL de solu¢do aquosa de Et;N-H3;PO4 (pH=

3)/MeOH 80%, resultando em amostras diluidas a 1/5 da concentragdo inicial.

10.2.2. Condicoes analiticas

As solugdes padroes e de controle de qualidade e as amostras (extratos e xarope)
foram analisadas por HPLC (loop=20 uL, Fig. 170, p. 300), em triplicata. As separacoes
foram realizadas através de uma coluna de fase reversa (4,6 x 250 mm, 5 um), utilizando-se
um fluxo de ImL/min de um gradiente composto por Et;N-H;PO,4 (pH= 3)/MeOH, variando
de 20% para 50% de MeOH em 15 min de corrida.

< Curva de calibracdo

A curva de calibracdo foi construida a partir das areas dos picos obtidas pela inje¢do
de solugdes de padrdoes externos (4cido protocatecuico, acido vanilico, cumarina e

amburosidio), nas concentragdes de 1, 5, 10, 20, 40 e 60 pg/mL.

% Recuperacdo

A recuperacdo, na etapa de preparagdo das amostras, foi avaliada através da injecao
das solugdes de controle de qualidade, nas concentracdes de 8, 30 e 50 pg/mL, em
quintuplicata. Os fatores de recuperagdo de cada substancia foram fornecidos pelas razdes

entre as areas dos picos obtidas pelas solugdes tratadas por cartucho de SPE e as as areas dos

picos registradas pelas solugdes nao-tratadas.
% Precisdo

A precisdo do método foi examinada por comparacao das concentragdes obtidas para
solugdes de controle de qualidade em niveis baixos (8 pg/mL), médios (30 pug/mL) e altos (50
ng/mL), sendo a repetitividade determinada ao longo de um dia e durante trés dias ndo-

consecutivos.

X/

% Exatiddo

A exatidao do método foi mensurada através da comparacdo das concentragdes

fornecidas pela curva de calibragdo, para cada substincia, em relacdo as concentragdes, ja
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conhecidas, das solugdes de controle de qualidade (valores de referéncia), em trés niveis

distintos(baixos- 8 pg/mL, médios- 30 ug/mL e altos- 50 pug/mL).
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Figura 170- Cromatograma dos quatro padrdes (conc.= 60 pg/mL) utilizados na validacdo de
amostras de 4. cearensis: A- 4cido protocatecuico, B- acido vanilico, C- cumarina e D-
amburosidio A.
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11. CONCLUSAOQO

% A pesquisa quimica de 4. cearensis resultou no isolamento de:

1- Cumarina aiapina, dos acidos fenolicos: ac. vanilico, ac. p-hidroxi-benzoico, acido
(E)-o-cumarico glicosilado, seu estereoisomero acido (Z£)-o-cumarico glicosilado e sua

aglicona livre 4cido (E)-o-cumarico.

2- Protocatecuato de 6-cumarila, substancia inédita na literatura, e 6-hidroxi-cumarina
representam uma relevante descoberta devido a rara ocorréncia deste tipo de composto na
natureza. Acredita-se que plantas, capazes de sintetizarem cumarinas oxigenadas apenas na
posicdo 6, apresentam um intrigante caminho biogenético, alternativo a rota metabdlica

comumente encontrada nos organismos vivos.

3- Amburosidio A e B, ja relatados anteriormente, ¢ derivados do amburosido A,
inéditos na literatura: ferulato de 6”-amburosila, protocatecuato de 6”-amburosila, galato de
6”-amburosila, acetato de 6”-amburosila, sinapato de 6”-amburosila e vanilato de 6”-

amburosila.

4- Por ultimo, a prospec¢do quimica revelou uma abundante presenca de flavonodides,
substancias que possuem comprovadas atividades farmacologicas: o flavonol quercetina, a
isoflavona formononetina, e os biflavondides amburanina A e B, registrados pela primeira vez

na literatura.

% A metodologia desenvolvida nas analises por HPLC, devidamente validada, podera
ser adotada, no futuro, no controle de qualidade de produtos que utilizam A. cearensis em
suas formulagdes, podendo ser aplicado para verificar a autenticidade da matéria-prima,
estabilidade ou para quantificacdo dos principios ativos. Este tipo de andlise visa garantir a
eficacia e seguranga do produto ao usuério, além de funcionar como certificado de qualidade

para a empresa fabricante.

K/

« A atividade alelopatica demonstrada pelo extrato aquoso das sementes de A.
cearensis ¢ uma prova cientifica do potencial bio-herbicida desta planta, a qual podera ser
utilizada como uma arma quimica natural, de baixo custo e ecologicamente correta no
combate a ervas daninhas, possibilitando aumento na produtividade agricola sem provocar

danos a saude humana e ao meio-ambiente.

Os notaveis avangos no conhecimento quimico e farmacoldgico de A. cearensis sdo
frutos de arduos esforcos imprimidos por uma equipe multidisciplinar na pesquisa cientifica
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desta espécie, ao longo de mais de uma década. Paulatinamente, estas descobertas estdao
contribuindo para agregar mais seguranga e garantir eficacia ao fitoterapico de A. cearensis,

cuja aceitagdo pela populacdo se torna cada vez mais crescente.

No entanto, diante da ameaca de extingdo de A. cearensis pelo extrativismo predatorio,
torna-se imprescindivel a ado¢do de um modelo de exploracdo auto-sustentdvel para a
espécie, tal como proposto em nossos estudos, no qual a planta adulta silvestre seja
substituida por plantas jovens cultivadas, ja que em testes farmacoldgicos pré-clinicos,
extratos de plantas jovens com 7 e 9 meses de cultivo apresentaram tanto efeitos
antiedematogénicos (edema de pata induzido por carragenina) como antinociceptivos
(nocicepcao induzida por formalina) equivalentes aos do extrato da planta adulta. Isto
significa que, a partir de 7 meses de cultivo, plantas jovens de A. cearensis ja exibem
atividades antiinflamatdria e analgésica similares as da planta adulta silvestre. As evidéncias
encontradas neste estudo garantem ser farmacologicamente vidvel a substituicdo da planta

adulta por espécimens jovens.

Desta forma, a produg¢do industrial do fitoterapico de A. cearensis seria economicamente
viavel, pois a industria disporia de uma fonte de matéria-prima renovavel e obtenivel a curto
prazo, além de se assegurar a preservagdo da espécie. Os espécimens preservados poderiam
fornecer sementes para o cultivo de novas mudas, as quais poderiam ser aproveitadas na
Agricultura, na producdo de um bio-herbicida eficiente e inofensivo a satide humana e ao

meio-ambiente.

A diversidade de aplicagdes de A. cearensis atesta a importancia medicinal e econdmica
desta planta cujo aproveitamento racional poderd, no futuro, render vultosas divisas e

empregos para o Estado do Cear4, através de investimento tecnologico.
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