Servico Pablico Federal
Ministério da Educagio

Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Instituto de Quimica =
Programa de P6s-Graduacdo em Quimica — Mestrado e Doutorado &

S

ESTUDO QUIMICO DE Aeschynomene filosa- LEGUMINOSAE

Alene Cortes de Queiroz e Silva

Co-Orientadora Dra. Luzinatia Ramos Soares

Orientador Prof. Dr. Walmir Silva Garcez

Campo Grande — 2014

Unidade XI - Instituto de Quimica— UFMS
Cidade Universitaria, s/n - Caixa Postal 549 - Fone/Fax 067xx 3345-7009 Fone 067xx 3345-7010
79070-900 - Campo Grande (MS)
http://www.ufms.br e-mail: pgguimica.propp@ufms.br




Servico Pablico Federal

Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Instituto de Quimica =
Programa de P6s-Graduacdo em Quimica — Mestrado e Doutorado &

S

ESTUDO QUIMICO DE Aeschynomene filosa - LEGUMINOSAE

Alene Cortes de Queiroz e Silva

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Quimica — Nivel de Mestrado
— da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul para obtencdo do titulo de Mestre em

Quimica (area de concentracdo: Quimica).

Co-Orientadora: Dra. Luzinatia Ramos Soares

Orientador: Prof. Dr. Walmir Silva Garcez

Campo Grande —Junho/2014

Unidade XI - Instituto de Quimica— UFMS
Cidade Universitaria, s/n - Caixa Postal 549 - Fone/Fax 067xx 3345-7009 Fone 067xx 3345-7010
79070-900 - Campo Grande (MS)
http://www.ufms.br e-mail: pgguimica.propp@ufms.br




Saevign Publics Federal
Wfinistang du Exhucanan

%. Fundacio Universidade Federal de Mato Grosso da Sul i
Nk

Rt UFMS

FROGRAMA DE POS-GRADUAGAD EM QUIMICA - NIVEL DE MESTRADD E DOUTORADD

TERMO DE DEFESA

{ X )-Digpertacie | j=-Tese | )= Qualificacso

ALLUNO{A)
ALENE CORTES DE QUEIROZ E SILVA

TITULD DO TRABALHO

ESTUDO QUIMICO DE Aeschynomane Filosa - LIGUMINOSAE

Diesertacao de Mestrado em Quimica, submetida & ComiseBo Examinadora designada
pedo Colegiado do Programa de Pde-Graduaghs em Quimica — Cursos de Mesirado e
Doutorado (Resolugdo n® 51/2014) da Fundagéo Universidade Federal de Mato Gresso do
Sul, como pane dos requisitos necessanos para tulacio No cursa.

COMISSAD EKAHIHADGHJ:
NOME INSTITUICAD |

| DE ENSING ASSINATURA //"
Walmir Silva Garcez UFMS . ;

oy

Raoberio da Silva Gomes UFGD -f-,é:_bd.&'.:ﬂ—a

[

]

) i
Asta Camila Michelett UFME Ao Eon #..a.’f Tl e fFET

Campo Grande, 18 de julho de 2014,

Unidade X1 = Curso de Quimica - CCET
Ciididiz Uiniversiliria, 'n - Caina Posial 549 - Fone: (67 3345708 - Fam 06T 5545-5552
THIM-900 - Costipa Grande (ME)
| i -
a-muil: ppquimics.proppiEafms.br



Com muito amor, dedico este trabalho a
minha mae, Lilia Cortes de Queiroz.

Uma mae amavel, batalhadora e
sonhadoral!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me proteger, guiar e amparar nos momentos tristes.

A minha familia, em especial minha querida méezinha, Lilia Cortes de Queiroz, pelo

carinho e apoio, por sempre me fazer seguir em frente.

A minha co-orientadora, Luzindtia Ramos Soares, pela compreensdo e valiosos
conhecimentos. Obrigada pela amizade e por ter me mostrado, nos momentos dificeis, qual

0 melhor caminho seguir.

Ao meu orientador, Walmir Silva Garcez, pelos conhecimentos ensinados. Obrigada por

confiar a mim a realizagéo deste trabalho.

A Patricia de Oliveira Figueiredo, pela preciosa amizade e pelos nossos happy hours, que

proporcionaram momentos de descontragdes essenciais para realizacdo deste trabalho.

Aos amigos, Andressa Baldissera, Fernando Henrique, Nariane Ferreira, Natascha Freitas,

Paulo Fernandes e Tais Leonel pelo apoio e amizade incondicional.

A Jeferson Nazaro, Vali J. Pott, Suzana Neves Moreira e Walmir S. Garcez, pela coleta do

material vegetal.

A aluna de iniciacéo cientifica Carolina Schiavon da Silva Mauro, pela ajuda, dedicacio e

atencdo na realizacdo deste trabalho.
A Edilene D. Rodrigues pela amizade e pelos valiosos ensinamentos de RMN.

Ao técnico Luiz Leonardo de Souza Viana pela ajuda prestada no HPLC e pela obtencédo

dos espectros de massas.

A técnica Luciana Marcal Ravaglia, pela realizacdo dos experimentos de rotacio Otica e
RMN.

Aos técnicos Vinicius Palaretti e Jacqueline Mendonga pela obtencdo dos espectros de
RMN-2D e massas.

Aos amigos de laboratério Danilo To6foli, Luis Henrique de O. Almeida, Mariana Fujita,
Nathalia Oyama, Pedro Henrique Simas, Ulana Sarmento e Kétia Wolff pelos momentos



AGRADECIMENTOS

de descontracdo. Em especial, ao Alex Fonseca pela ajuda prestada nos momentos de

maior tenséo desta dissertacao.

A CAPES, pela bolsa de estudos concedida, ao CNPg, a PROPP/UMS e a FUNDECT,

pelo apoio financeiro.

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para realizacdo deste trabalho,

obrigada.



Suba o primeiro degrau com fé. Nao €
necessario que vocé veja toda a escada.

Apenas dé o primeiro passo.

Martin Luther King


http://pensador.uol.com.br/autor/martin_luther_king/

RESUMO

As plantas aquéticas desempenham papel importante nos ecossistemas onde
ocorrem e muitas sdo utilizadas na medicina popular. Aeschynomene filosa Mart. ex Benth.
(Leguminosae) é uma macrofita aquatica que ndo foi, até o0 momento, investigada sob o
ponto de vista de sua composi¢do quimica. Plantas da familia Leguminosae, em geral, sdo
ricas em metabdlitos secundarios, muitos deles bioativos, o que torna relevante o estudo
quimico desta planta. Esta dissertacdo trata do estudo quimico da parte aérea de
Aeschynomene filosa, coletada numa regido permanentemente alagada proxima a Campo
Grande/ MS. O estudo da parte aérea da planta foi desenvolvido utilizando-se técnicas
classicas de extracdo com etanol, particio e de cromatografia. Os procedimentos
cromatograficos de fracionamento e purificacdo de compostos realizados com as fases
hexanica e acetato de etila, provenientes da particdo do extrato etandlico, levaram ao
isolamento de nove substancias. Estas tiveram suas estruturas elucidadas ou foram
identificadas como sendo: (6aS,11aS)-3-hidroxi-2,9-dimetoxipterocarpano (1), (6aS,11aS)-
3-hidroxi-9-dimetoxipterocarpano ou (+)-medicarpina (2), cafeato de docosila (3), cafeato
de tetracosila (4), estigmasterol (5), quercetina (6), 3-O-a-L-arabinofuranosil quercetina
(7), 3-O-p-D-glucopiranosil quercetina (8) e 3-O-B-D-galactopiranosil quercetina (9).
Destas substancias, 1 é inédita na literatura, enquanto 2, 3, 4, 8 e 9 estdo sendo relatadas
pela primeira vez no género Aeschynomene e 5, 6 e 7 ja haviam sido caracterizadas
anteriormente no género. O extrato etandlico da parte aérea de Aeschynomene filosa foi
submetido a avaliacdo da atividade larvicida contra Aedes aegypti e a toxicidade frente a

Artemia salina, mostrando-se inativo em ambos o0s testes.

Palavras-chave: Aeschynomene filosa, pterocarpanos, flavonoides glicosilados
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ABSTRACT

Agquatic plants play an important role in the ecosystems in which they occur and many of
them are used in folk medicine. Aeschynomene filosa Mart. ex Benth. (Leguminosae) is an
aquatic macrophyte that has not been investigated from the point of view of their chemical
composition. Leguminosae plants are generally rich in secondary metabolites, and many
of which are bioactive, highlighting the relevancy of this plant chemical study. This
dissertation deals with the chemical study of the aerial part of Aeschynomene filosa,
collected on a permanently flooded region near to Campo Grande/MS. The study of the
aerial part of the plant was developed using classical techniques of extraction with ethanol,
partitioning and chromatography. The chromatographic fractionation and purification
procedures carried out with hexane and ethyl acetate phases, these ones obtained from the
partitioning of the ethanol extract, led to the isolation of nine substances. The substances
structures  were  elucidated or identified as:  (6aS,11aS)-3-hydroxy-2,9-
dimethoxypterocarpan (1), (6aS,11aS)-3-hydroxy-9-methoxypterocarpan (2), docosyl
caffeate (3), tetracosyl caffeate (4), stigmasterol, (5), quercetin (6), quercetin-3-O-a-L-
arabinofuranoside (7), quercetin-3-O-B D-glucopyranoside (8) e quercetin-3-O-p-D-
galactopyranoside (9). Among them, 1 is unprecedented in the literature, while 2, 3, 4, 8
and 9 are being reported for the first time in the Aeschynomene genus and 5, 6 and 7 had
already been characterized in this genus. The ethanol extract of the aerial part of
Aeschynomene filosa was submitted to two bioassays (larvicidal activity against Aedes

aegypti and toxicity against Artemia salina) and it was not active in these tests.

Keywords: Aeschynomene filosa, pterocarpan, glycosylated flavonoids.
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1 INTRODUCAO

As plantas se constituem, historicamente, na principal fonte priméaria de
substancias bioldgica e farmacologicamente ativas. Elas produzem e acumulam centenas
de micromoléculas para a sua defesa, regulacdo e adaptacdo, sendo, portanto,
biologicamente ativas. Muitas substancias produzidas por plantas possuem atividades
contra insetos, fungos, bactérias e patdgenos em geral, como uma forma de defesa
principalmente nos ambientes tropicais e equatoriais, onde a biodiversidade de
microrganismos, insetos e animais é prolifera. Sdo essas substancias que o homem
aprendeu a utilizar como medicamento desde os tempos remotos e que tém despertado o

interesse da industria farmacéutica nos dias atuais (O"NEILL, 1993).

As plantas aquaticas desempenham importante papel nos ecossistemas onde
ocorrem (NIERING, 1985) e também sdo de interesse econdmico, como apicola,
ornamental, téxtil, alimentar, forrageiro, medicinal, despoluidor, conservacionista, etc.
(POTT & POTT, 2000). Muitas destas sdo utilizadas na medicina popular, podendo-se
citar a Echinodorus macrophyllus (Chapéu-de-couro), utilizada para tratar problemas
renais e hepaticos (GUARIM NETO, 1987), Caperonia castaneifolia (Erva-de-bicho-
branca) e Nymphaea jamesoniana (Flor-da-noite), Gteis no tratamento de Ulceras crénicas
(CORREA, 1926; CORREA, 1931), Victoria amazonica (Forno-d"agua), usada como
depurativa e cicatrizante (van der BERG, 1986) e Polygonum punctatum (Erva-de-bicho),
utilizada no tratamento de gonorréia (CORREA, 1909) e pedra na vesicula (RUTTER,
1990). Ha também na literatura citacdes de macrdfitas aquaticas com propriedades
toxicas, como por exemplo, Ipomoea carnea (Algodao-bravo) (POTT & POTT, 2000),
Lobelia aquatica (Lobélia-do-charco) (POTT & POTT, 2000) e Polygonum acuminatum
(Fumo-bravo) (KISSMANN & GROTH, 1995). Em estudos quimicos realizados com
algumas plantas aquéticas foi caracterizada a presenca de esteroides/triterpendides,
taninos, saponinas (HONDA et al., 1990; VELASQUEZ, 1994), alcaldides
(LAKSHMAN, 1987), cianoglicosideos (RAMAMOORTHY & ZARDINI, 1987), 4cido
tanico e nicotina (VIEIRA, 1992). Desta forma, pode-se observar que macrofitas
aquaticas podem ser fontes ricas para a obtencdo de metabodlitos secundarios, porém,

pouco se sabe ainda sobre a composi¢do quimica destas plantas.
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1.1 Familia Leguminosae

Leguminosae, também conhecida como Fabaceae, € a terceira maior familia das
angiospermas, com aproximadamente 730 géneros e 19.400 espécies (MABBERLY, 1997;
LEWIS et. al., 2005). O Brasil é o pais da América do Sul onde esta é considerada uma das
mais ricas em espécies, compreendendo cerca de 2.100 espécies e 188 géneros, dos quais
31 sdo endémicos, distribuidos em quase todas as formacdes vegetacionais (BARROSO et
al., 1991, LIMA, 2000).

Plantas da familia Leguminosae sdo conhecidas por sua habilidade em associar-se
a bactérias fixadoras de nitrogénio (SPRENT, 2001) e por recuperar areas degradadas,
utilizando a propria vegetacdo para proteger o solo da erosdo (BERTONI & LOMBARDI
NETO 2008).

Quimicamente esta familia pode ser caracterizada por uma variedade de
metabdlitos secundarios, tais como: alcaloides (BOLZANI et al.,1995), flavonoides
(BORGES-ARGAEZ et al, 2000), compostos fendlicos, terpendides (SILVA et al., 2006),
e policetideos (SOB et al., 2008).
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1.2 Género Aeschynomene

O género Aeschynomene, pertencente a familia Leguminosae, € constituido por
aproximadamente 350 especies, sendo a maioria delas hidrofitas (incluindo tanto herbaceas
quanto arbustivas), que se encontram distribuida nos tropicos e em locais relativamente
mais gquentes das zonas temperadas (RUDD, 1995; 1981). No continente americano foram
registrados ou encontrados 160 espécies e no Brasil cerca de 50 espécies (FERNANDES,
1996).

Representantes de Aeschynomene podem servir de alimento para bovinos
(BRANDAO, 1992) e para fauna nativa (POTT & POTT, 2000); muitas espécies aquaticas
fornecem madeira leve, que pode ser utilizada na producdo de papel, p6lvora, chapéu ou
construgdo de jangadas (CORREA, 1931; 1969; MABBERLEY, 1988). Algumas espécies
sdo fixadoras de nitrogénio (JAMES et al. 2001), enquanto outras Ssao invasoras
(LORENZI, 1982), téxicas (KISSMANN & GROTH, 1999), apicolas, medicinais ou
ornamentais (POTT & POTT ,1994; 2000).

Quimicamente este género é pouco investigado, tendo sido encontrados apenas
cinco estudos quimico, e destes, dois foram realizados no Brasil (IGNOATO et al., 2012;
LATORRE et al., 2011), um realizado nos Estados Unidos (FULLAS et al., 1996), um
realizado na China (CHEN et al., 2011), e por fim, um realizado no México (CAAMAL-
FUENTES et al., 2013). As espécies estudadas foram A. fascicularis, A. fluminensis, A.
indica e A. mimosifolia. Destes estudos foram isolados esteroides, flavonoides,
neoflavonoide, pterocarpanos, rotenoides e triterpenos, conforme consta na Tabela 1.

Tabela 1 - Levantamento bibliografico do género Aeschynomene.

Classes Partes Atividades Planta Referéncia

Isoladas Estudadas Bioldgicas

Pterocarpanos Casca das Aeschynomene fascicularis CAAMAL-FUENTES
raizes etal., 2013

Esteroides, Planta Aeschynomene indica CHEN et al., 2011

flavonoides,

Triterpenos

Neoflavonoides Raiz Aeschynomene mimosifolia FULLAS et al., 1996
Flavonoides, Galhos e Anti-inflamatéria ~ Aeschynomene fluminensis  IGNOATO et al., 2012
Esteroides Folhas

Rotenoides Sementes Neurotoxica Aeschynomene indica LATORRE et al., 2011
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1.3 Espécie Aeschynomene filosa Mart. ex Benth.

Aeschynomene filosa Mart. ex Benth. apresenta duas sinonimias boténicas:
Aeschynomene laxa Gleason e Aeschynomene tenerrima B.L. Rob (TROPICOS.ORG.,
2014). (Figura 1)

Figura 1 — Aeschynomene filosa Mart. Ex Benth. (LIMA et al., 2006)!

Esta espécie se desenvolve em regides alagadas, e no Brasil pode ser encontrada
nos estados do Amap4, Pard, Roraima, Bahia, Cearda, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais (LIMA & OLIVEIRA, 2014) (Figura
2).

Figura 2 - Regido da coleta (A). Estados onde é encontrada no Brasil (B)2

LIMA, L. C. P.; SARTORI, A. L. B.; POTT, V. J. Aeschynomene L. (Leguminosae, Papilionoideae, Aeschynomene) no Estado
de Mato Grosso do Sul. Hoehnea, v. 33, n. 4, p. 419-453, 2006.

?Disponivel em: http://migre.me/jaHcf
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Até o presente momento ndo ha na literatura estudos quimicos ou biolégicos
relativos a esta espécie. Estas informagdes tornam mais interessantes o estudo quimico de
A. filosa sob o ponto de vista quimiossistematico e, tambem, na busca de metabolitos

secundarios inéditos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Contribuir para o estudo quimico de plantas aquéticas de Mato Grosso do Sul visando a

descoberta de substancias bioativas.

2.2 Obijetivos Especifico

- Realizar o estudo fitoquimico do extrato etandlico da parte aérea de
Aeschynomene filosa, coletada em Campo Grande - MS, visando o isolamento e
identificacdo e/ou elucidacéo estrutural dos metabdlitos secundarios presentes.

- Avaliar a citotoxidade frente Artemia salina do extrato etanodlico da parte aérea
de Aeschynomene filosa.

- Avaliar a atividade larvicida contra o Aedes aegypti do extrato etanolico da parte

aérea de Aeschynomene filosa.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Especificagbes dos materiais e equipamentos utilizados

Foram utilizadas para extracdo, particdo por solventes e técnicas cromatogréaficas
solventes do grau PA (Merck, Vetec, QM e Synth) e equipamentos como rotaevaporador
R3 (BUCHI) e balanca analitica (Gehaka).

Nos processos cromatograficos foram utilizados:

. Gel de silica do tipo 60G e/ou 60GFs4 (de 5 a 40 pm) (Merck).

. Gel de silica do tipo 60, particulas 40-63 pum (Merck); 70-230 um (Merck), 400-
230um (Merck) e Sephadex LH- 20 (Sigma-Aldrich).

. Os fracionamentos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram

realizados em cromatografo Shimadzu LC-6AD e detector UV/VIS Shimadzu SPDV-

6AV, utilizando coluna fase reversa C-18 Phenomenex Luna 25x250, particula 5 pum.

A revelacdo dos cromatogramas em placas de camada delgada analitica foi feita
empregando-se solucdo a 2 % de sulfato de cério em H,SO,; 2N, solucdo 1% de
difenilborinato de 2-aminoetila em MeOH (NP) , solugdo 5% de polietilenoglicol em EtOH
(PEG) e através de inspe¢do a luz UV (monitor UV de mdo modelo UVGL-25, UVP inc.
com lampadas Blackray de 254 e 366 nm) em camara escura, utilizando-se silica com

indicador fluorescente.

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram registrados em espectrometros
Bruker DPX-300, a 300MHz e 75 MHz para RMN de 'H e 13C, respectivamente,
localizado no Instituto de Quimica — UFMS e também em um espectrometros Bruker
DRX-500, a 500MHz e 125 MHz para RMN de *H e 13C, respectivamente, localizado na
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/USP-SP. Como referéncia
interna foram utilizados os sinais relativos ao hidrogénio residual do solvente para RMN
de 'H e do solvente e/ou tetrametilsilano (TMS) para RMN 23C. As amostras foram
solubilizadas em CDCl; Acetona- d6, MeOD e DMSO-d6 das marcas Cambridge Isotope
Laboratories Inc. (CIL) e Aldrich.

O espectro de massas de alta resolucdo (HRESIMS-MS) foi obtido na Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP-SP em Modelo Ultra TOF-Q (BRUKER
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DALTONICS), com ionizacdo por electrospray. Ja os espectros de massas de baixa
resolugcdo foram obtidos por impacto de eletrénico a 70 eV em espectrdmetro de massas
Shimadzu, modelo QP 5000, DI-50, localizado do Instituto de Quimica — UFMS.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com aparelho
espectrofométrico Bomem Michelson MB série, na forma de filme, utilizando janela de

NaCl ou disco prensado em KBr.

A rotacdo especifica foi medida em polarimetro digital Perkin-Elmer 341, filtro de
Na (589 nm) em cela de 1 dm.

No teste de letalidade sobre A. salina foram usados: ovos de Artemia salina
(Maramar — alta eclosdo), sulfato de quinidina (SIGMA), DMSO 0,5 % (Merck) e sal
marinho (Enterprise Co).

Para o teste da atividade larvicida foram usados: ovos do mosquito Aedes aegypti
da linhagem Rockfeller; estufa BOD (T =27 £ 2 °C; UR =70 + 5%); racdo de peixe (aldon
basic, MEP 200 complex); DMSO 5 %.

3.2 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

O material vegetal foi coletado em uma area alagada no municipio de Campo
Grande — MS pela Profé. Me. Vali Joana Pott (DBI/UFMS) e a aluna de doutorado Suzana
Neves Moreira (DBI/UFMS) e colaboracdo do Prof. Dr. Walmir Silva Garcez
(IQUI/UFMS). A identificacdo botanica, também, foi realizada pela Me. Vali Joana Pott e
a exsicata (CGMS - 33491) deste espécime encontra-se depositada no Herbario CGMS, da
UFMS.

3.3 Obtencéo e Particdo do Extrato Etanolico

A parte aérea da planta foi separada da raiz, seca, moida (1.384,2 g) e submetida a
uma extracao via percolacdo com etanol a temperatura ambiente. A solugéo resultante foi
filtrada e, em seguida, concentrada sob pressdo reduzida até consisténcia xaroposa,
fornecendo o extrato etandlico bruto (136,2 g), do qual foram separados 3,4 g para
realizacdo de testes bioldgicos. Parte do extrato etandlico (80,0 g) foi submetido a
partices liquido-liquido entre metanol/agua (9:1) e hexano, seguido por acetato de etila,
dando origem a trés fases: hexanica (10,2 g), acetato de etila (32,2 g) e hidrometanolica
(34,9 0).

ESTUDO QUIMICO DE AESCHYNOMENE FILOSA - LEGUMINOSAE



PARTE EXPERIMENTAL |9

3.4 Estudo Quimico da Fase Hexanica

O material proveniente da fase hexanica (10,2 g) foi submetido a uma coluna
cromatogréfica filtrante de silica gel 60 (70-230 mesh) [242,6 g], eluida seguindo um
gradiente de polaridade crescente com hexano, acetato de etila e metanol, obtendo-se 13
fracdes (AFH - 1 a AFH - 13), conforme consta na Tabela 2.

Tabela 2- Fragdes provenientes da fase hexanica em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh).

Fracoes Eluente Massa (mQg)
AFH-1 Hexano 100% 718,0
AFH-2 Hex/ AcOEt 10% 60,7
AFH-3 Hex/ AcOEt 10% 9,5
AFH-4 Hex/ AcOEt 20% 1,1
AFH-5 Hex/ AcOEt 20% 13,3
AFH-6 Hex/ AcOEt 30% 3.100,0
AFH-7 Hex/ AcOEt 30% 3.100,0
AFH-8 Hex/ AcOEt 30% 1.300,0
AFH-9 Hex/ AcOEt 50% 817,0
AFH-10 Hex/ AcOEt 50% 540,5
AFH-11 Hex/ AcOEt 50% 875,5
AFH-12 Acetato de Etila 100% 1.200,0
AFH-13 Metanol 100% 2.100,0

34.1 Estudo quimico da fracdo AFH- 10

O perfil cromatogréafico e a analise do espectro de RMN de *H desta fragdo
evidenciou a presenca de constituintes de interesse. Assim, a fracdo AFH- 10 (540,5 mg)
foi inicialmente submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, eluida em
CHCls3, resultando em 56 fragdes de 10,0 mL cada. Apds andlise por CCDA, reveladas com
sulfato de cério IV, as fracdes que apresentaram perfis semelhantes foram agrupadas,
dando origem a dezesseis fracdes (AFH10- 1 a AFH10- 16).

A fracdo AFH10- 11 (12,0 mg) apresentou-se como um solido amarelo e na
analise por CCDA, revelada com sulfato de cério 1V, observou-se uma Gnica mancha

alongada de coloracéo roxa. Os espectros massas e de RMN *H e 13C indicaram tratar-se de
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uma mistura de dois ésteres do acido cafeico, identificados como sendo o cafeato de

docosila (3) e cafeato de tetracosila (4).

A fracdo AFH10- 15 (3,8 mg) apresentou-se com um solido amarelo e apés
analise por CCDA , revelada com sulfato de cério IV, observou-se uma Unica mancha de
coloracdo rosa. Os espectros de RMN 'H e *C indicaram tratar-se de uma substancia
pertencente a classe dos pterocarpanos, sendo identificada o (6aS, 11aS) 3-hidrdxi-9-

metoxipterocarpano (2), conforme o fluxograma 1.

As fraces AFH10- 7 e AFH10- 8 também foram estudadas e o procedimento

utilizado no estudo quimico de cada uma é descrito a seguir.

3411 Estudo Quimico da fracdo AFH10- 7, proveniente da fracédo
AFH- 10

A fracdo AFH10- 7 (139,0 mg) foi submetida a uma cromatografia em coluna de
silica gel “Flash” (200-400 mesh), utilizando-se um gradiente de polaridade crescente de
Hex/AcOEt/MeOH (89:10:1) a MeOH (100%), resultando em 102 fracGes de 10,0 mL
cada. Apds analise por CCDA, reveladas com sulfato de cério IV, as fragbes que
apresentaram perfis semelhantes foram agrupadas, dando origem a 28 fra¢fes (AFHF- 1 a
AFHF- 28).

A fracdo AFHF- 11 (10,0 mg) apresentou-se como um sélido amarelo e apos
analise por CCDA, revelada com sulfato de cério 1V, observou-se uma Unica mancha de
coloracdo roxa. Os espectros de RMN *H e **C indicaram tratar-se de um esteroide,

identificado como sendo o estigmasterol (5), conforme consta no fluxograma 1.

3.4.1.2 Estudo Quimico da fracdo AFH10- 8, proveniente da fracdo
AFH- 10

A fracdo AFH10- 8 (52,0 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20, eluida em CHCI3, resultando em 45 fragdes que de 10,0 mL cada. Apos
analise por CCDA, revelada com sulfato de cério 1V, as fracGes que apresentaram perfis

semelhantes foram agrupadas, dando origem a 11 fracfes (AH8-1 a AH8-11).

A fracdo AH8- 2 (3,4 mg) apresentou-se como um solido alaranjado e apds
analise por CCDA , revelada com sulfato de cério IV, observou-se uma unica mancha de

coloracdo amarela. Os espectros de RMN *H e C indicaram tratar-se de um pterocarpano,
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identificado como sendo o (6aS, 11aS) 3-hidrdxi-2,9-dimetoxipterocarpano (1), conforme o

fluxograma 1.

Fase Hexanica
(10,29)

1-C. C. Filtrante, silica 70-230 mesh
2-Hex / AcOEt / MeOH
3-13 fracoes

AFH-10
(540,5 mg)

1- CC Sephadex LH- 20
2- CHClg
3-16 fragbes

AFH10-7 AFH10- 8
[ (139,0 mg) ] (52,0 mg) AFH10- 11 I AFH10- 15 I

1-CC Silica

2 - Hex/ AcCOEY/ MeOH (89:10:1) 1- CC Sephadex LH- 20
a MeOH (100%). 2-CHCly
3-28 fracdes 3-11 fraces
5 1 3e4 2
(10,0 mg) (3,4 mg) (12,0 mg) (3.8 mg)

Fluxograma 1 - Seqiiéncia de fracionamento da fase hexanica.
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35 Estudo Quimico da Fase Acetato de Etila

Parte da fase acetato de etila (6,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna com
silica C-18 (40 - 60 mesh) e pressdo reduzida, eluida em MeOH/H,0 (4:6) a CHCI3; 100%,
resultando em cinco fragdes. Estas foram identificadas como AFA-1 a AFA-5, conforme

consta na Tabela 3.

Tabela 3 - Fragdes provenientes da fase acetato de etila [cromatografia em coluna com silica C-18 (40-60
mesh)].

Fracoes Eluente Volume (mL) Massa (mg)
AFA-1 MeOH/H,0 4:6 500 1.500,0
AFA-2 MeOH/H,0 6:4 400 1.000,0
AFA-3 MeOH/H,0 8:2 400 1.360,0
AFA-4 MeOH 400 1.150,0
AFA-5 CHCl; 300 218,9

3.5.1 Estudo quimico da fragcdo AFA-1.2

As fragcbes AFA-1 e AFA-2, ap6s andlise por CCDA, reveladas com sulfato de
cerio IV, foram reunidas, originando a fragdo FA-12 (2,5 g). Esta foi inicialmente
submetida a uma coluna cromatografica em Sephadex LH-20, eluida em MeOH,
resultando em 16 fracdes (FA12- 1 a FA12- 16) de 100,0 mL cada, conforme consta no

fluxograma 2.

A fragdo FA12- 12 (5,0 mg), apresentou-se com um sélido amarelo e apos anélise
por CCDA, revelada com sulfato de cério IV, observou-se uma Unica mancha de cor
amarelo-ouro. Os espectros de RMN *H e *C indicaram tratar-se de um flavonoide,

identificado como sendo a quercetina (6).

35.1.1 Estudo Quimico da fragcdo FA12- 8, proveniente da fracdo AFA-
1.2

A fracdo FA12- 8 (88,5 mg) foi submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) semi-preparativa em coluna cromatografica C-18 (absor¢do em 254 nm e fluxo 10
mL/min), eluida em MeOH/H,0 50%, resultando no isolamento de trés substancias. Os
espectros de RMN 'H e ®3C indicaram tratar-se de trés flavonoides glicosilados,

identificados como sendo: 3-O-a-L-arabinofuranosil quercetina (7) (FA128- P7: 16,7 mg),
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3-O-B-D-glucopiranosil quercetina (8) (FA128- P4: 21,6 mg) e 3-O-p-D-galactopiranosil

quercetina (9) (FA128- P4: 21,6 mg), conforme consta no fluxograma 2.

Fase Acetato de Etila
(6.0g)

1-C. C. silica C-18 (40 -60 mesh)
2-MeOH/H,0 (4:6) a CHCl;

AFA-1 AFA- 2 AFA-3 AFA-4 AFA-5
(MeOH/H,04:6) (MeOH/H,0 4:6) (MeOH/H,0 4:6) MeOH CHCl;
(1.500,0 mg) (1.000.0mg 1.360.0 mg (1.150,0 mg) (218.9mg)

FA-12
(2.500.0mg)

1-CC Sephadex LH- 20

2-MeOH
D ———
FA12-8 FAI2-12
(88.5mg) (5.0mg)
e
1- CLAE —silica C-18
2 - Fluxo : 10 mL/ min
3 - Eluente. MeOH/H,0 50%
4 - Absorgio: 254 nm —————,
6
——

FA128- P4 FA128- P7 )
(21,6 mg) (16,7 mg)

e JL

Fluxograma 2 - Sequéncia de fracionamento da Fase Acetato de Etila
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3.6 Estudo Quimico da Fase Hidrometandlica

Apo6s obtencdo e andlise do espectro de RMN de 3C (Espectro 1) da fase
hidrometanolica observou-se que a mesma € constituida basicamente por carboidratos e,

em funcdo disso, decidiu-se ndo dar continuidade ao estudo desta fase.

ﬁ = ; Current Data Parameters
NAME AF-HM

0 I~ w ool ol od od e w03 00 0 —

BSOS RN RN YR CERRRRRRE 8308000892298 expro 3

LLLLLLLLL e s

F2 - Acquisition Parameter.
Dat

B_ 20140214
Time 1323
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C
PULPROG 2gpgao
TD 32768
SOLVENT D20
NS 8970
DS 2
SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004
Dw 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 0.15000001 sec
di 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 se
TDO 1
SFO1 75.4768036 MH
NUC1 13C
P1 8.50 usec
PLW1 -1.00000000 W
SFO2 3001312005 MF
NUC2 1H
CFPDPRG[2 waltz16
PCPD2 100.00 usec
PLW2 -1.00000000 W
PLW12 -1.00000000 W
PLW13 -1.00000000 W
F2 - Processing parameter.
=1 32768
SF 75.4677607 MHz
WDW EM
SSE 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

1 1 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro 1 — Espectro de RMN de 13C da Fase Hidrometanélica (MeOH/ capilar D,0)
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3.7 Atividades Bioldgicas

O extrato etandlico da parte aérea de Aeschynomene filosa foi avaliado em relagéo

a suas atividades bioldgicas.
3.7.1 Ensaio de letalidade sobre Artemia salina

O teste in vitro de toxicidade geral foi realizado por meio do microcrustaceo
Artemia salina de acordo com uma adaptacdo da metodologia de Meyer et al. (1982),
preparando-se uma soluc&o com sal marinho na concentracéo de 38 g L™. Esta solucéo foi
utilizada para eclosédo dos ovos de Artemia salina e no preparo das demais dilui¢cdes. Os
ovos foram colocados para eclodir na solugéo salina por 48 horas, com aeragdo constante a
25 °C.

O extrato etandlico da parte aérea de Aeschynomene filosa foi diluido em DMSO
1% e, em seguida, foram realizadas diluicdes deste em solucdo salina nas seguintes
concentragfes: 125, 250, 500, 1000 pg/mL. Com auxilio de uma pipeta e contadas
macroscopicamente, dez larvas de Artemia salina foram transferidas para tubos de ensaios
contendo o extrato diluido. Para o controle positivo foi utilizado quinidina dissolvida em
DMSO 1% e no negativo apenas DMSO 1%. O ensaio foi realizado em triplicata de
amostras, sendo a contagem dos animais mortos e vivos realizada ap0s 24 horas de

incubacéo.
3.7.2 Ensaio da Atividade Larvicida contra Aedes aegypti

O ensaio da atividade larvicida contra A. aegypti foi realizado de acordo com
protocolo descrito na literatura (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1981). Os ovos de
A. aegypti inicialmente foram fornecidos pelo IBEX/ Entomologia/ LAFICAVE/ 10C/
FIOCRUZ- RJ e atualmente a criacdo de A. aegypti € mantida no Laboratério de
Bioensaios anexo ao LP-1, com autorizacdo do Comité de ética da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul, sob o nimero de protocolo 469/2012.

O extrato etandlico da parte aérea de A. filosa (20,0 mg) foi dissolvido em
dimetilsulfoxido (DMSO 0,5%) sob agitagdo em ultra-som e, posteriormente foi
acrescentado 20,0 mL de agua isenta de cloro, logo em seguida, foram realizadas dilui¢des

desta solugéo nas seguintes concentragdes: 125, 250, 500, 1000 ug/mL. Estas solucdes
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foram distribuidas em quadruplicata nos copos plasticos (5,0 mL), a temperatura ambiente.
Em cada copo plastico foram adicionadas dez larvas do terceiro instar. Paralelamente,
todos os experimentos foram acompanhados de uma série controle negativo, utilizando
solugéo aquosa de DMSO 0,5%.

Apbs 24h de exposicdo das larvas aos tratamentos, a temperatura de 27 (£ 2°C),
foi contado o numero de larvas mortas, sendo consideradas mortas aquelas que néo
apresentavam movimento ou ndo respondiam aos estimulos com pipeta Pasteur. Para a

obtencéo dos valores de CLso, utilizou-se 0 método de analise Probit.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento das fases hexanica e acetato de etila, provenientes do extrato
etandlico da parte aérea de Aeschynomene filosa, levou ao isolamento de nove substancias:
dois pterocarpanos, (6aS,11aS)-3-hidroxi-2,9-dimetoxipterocarpano (1), (6aS,11aS)-3-
hidroxi-9-dimetoxipterocarpano (2); dois ésteres do acido cafeico, cafeato de docosila (3) e
cafeato de tetracosila (4); um esteroide, estigmasterol (5); um flavonoide, quercetina (6) e
trés flavonoides glicosilados, 3-O-a-L-arabinofuranosil quercetina (7), 3-O-B-D-

glucopiranosil quercetina (8) e 3-O-B-D-galactopiranosil quercetina (9).

Foram avaliadas as atividades larvicidas contra o Aedes aegypti e a toxicidade
frente a Artemia salina do extrato etandlico da parte aérea de Aeschynomene filosa e 0s
resultados obtidos dos ensaios revelaram que o extrato € inativo até a maior concentracao

testada (1000 pug/mL) para ambas as atividades.
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4.1 (6aS, 11aS) 3-hidréxi-2,9-dimetoxipterocarpano (1)

Na fracdo AH8- 2 (parte experimental, item 3.4.1.2, pag. 10) foi caracterizada a
substancia 1.

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (Espectro 3, pag. 23), obtido
em pastilha de KBr, revelou uma absorcdo em 3417,6 cm™, caracteristica de estiramento de
OH, sugerindo a presenca de grupamentos hidroxilas no composto. Observou-se, também,
uma absorcdo em 1623,9 cm™, atribuida & presenca de C=C de anéis aromaticos
(SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN de *H (Espectro 4, pag. 23) apresentou cinco sinais na regiao
de hidrogénios de anéis aromaticos, sendo dois singletos em & 6,54 e 6,97, trés duplos
dubletos em 6 6,45 (J =2,5¢e 0,8 Hz), 6,46 (J =88¢€ 2,5 Hz) e 7,14 (J = 8,8 ¢ 0,8 Hz).
Também foram observados dois singletos em 6 3,77 e 3,91, sugestivos de metoxilas
ligadas a anel aromético, além de um dubleto em 6 5,49 (J = 6,4 Hz), dois duplos dubletos
em 6 3,57 (J =10,8 e 10,2 Hz) e 4,22 (J = 10,2 e 4,2 Hz) ¢ um duplo duplo dubleto em &
3,53(J=10,8; 6,4 e 4,2Hz).

Através do espectro de RMN de *3C (Espectro 5, pag. 24) foi possivel listar
dezessete sinais de carbonos e com o auxilio do experimento de HSQC (Espectros 6 e 7,
pag. 24 e 25), foi possivel atribuir a multiplicidade destes como sendo: doze sinais
relativos a carbonos de anel aromatico, onde cinco sdao de CH (6 96.,8; 103,4; 106,1; 111,4;
124,6) e sete de C (8110,5; 119,1; 142,0; 147,2; 150,2; 160,7; 160,7). Foram também
listados dois sinais relativos a carbonos metinicos sendo um oxigenado (6 39,5 ¢ 78.,7) e
um a carbono metilénico oxigenado em & 66,5. A analise destes dados, associados aos
observados no espectro de RMN de *H, sugeriu a presenca de um esqueleto flavonoidico

do tipo pterocarpano (Figura 3).

Figura 3 - Esqueleto flavonoidico do tipo pterocarpano.
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No espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Espectros 8, 9 e 10, pag. 25 e
26) foi observada uma correlagdo entre o hidrogénio em 6 7,14 (H-7) e o carbono C-6a (6
39,5). Observou-se, também, um acoplamento de 8,8 Hz entre os hidrigénios a 6 7,14 ¢
6,46 e de 2,5 Hz entre este ultimo e o hidrogénio a 6 6,45, indicativos de acoplament0s
orto e meta, respectivamente. Assim, o sinal em 6 6,46 foi atribuido a H-8 e o em d 6,45 a
H-10. Ainda no experimento HMBC foram observadas as correlagdes entre os hidrogénios
em 0 3,77 € 3,91 e os carbonos C-9 (6 142,0) e C-2 (8 160,7) respectivamente. Estes dados,
juntamento com os relacionados na Tabela 4 (pag. 21), permitiram realizar a atribuicdo

inequivoca dos sinais de RMN tH e 13C de 1.

No espectro de correlacdo homonuclear NOESY (Espectros 11 e 12, pag. 27),
observou-se uma correlacdo entre os hidrogénios H-6a e H-1la, com constante de
acoplamento de 6,4 Hz, sugerindo, assim, uma configuracdo cis para a juncao dos anéis B

e C, também, uma correlacdo entre os hidrogénios H-6a e H-6p (J = .4,2 Hz).

A analise espectral de RMN uni- e bidimensionais (Tabela 4, pag. 21) permitiu a
propor as estruturas abaixo para 1. O espectro de massas de alta resolu¢do com ionizagdo
por electrospray no modo positivo de 1 (Espectro 2, pag. 21) apresentou o pico do ion
pseudo-molecular [M + H]* com razdo m/z de 301,1092, compativel com a formula
molecular C;7H1605 (calculado para C17H1605H: 301,1075).

OCHg OCHg4
Figura 4 — Estruturas propostas para 1.

A rotagdo 6ptica especifica ([o]°25) determinada para 1 foi + 91,2° (¢ 0,2, CHCl3), 0
valor positivo sugere uma estereoquimica absoluta S (6aS, 11aS) para os carbonos quirais
do composto (HARBORNE & MABRY, 1982). Desta forma, a estrutura de 1 foi elucidada

como sendo (6aS,11aS)-3-hidroxi-2,9-dimetoxipterocarpano (Figura 5).

Na literatura s6 ha relatos do composto (6aR,11aR)-3-hidroxi-2,9-

dimetoxipterocarpano, que apresenta [o]p>> — 297° (EtOH) (Pueppke&. VanEtten 1974).
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Assim, (6aS,11aS)-3-hidrdxi-2,9-dimetoxipterocarpano (1) se constitui no enantibmero do

composto ja isolado e, portanto, é inédito na literatura.

OCH,4

Figura 5 - (6aS,11aS)-3- hidroxi-2,9-dimetoxipterocarpano (1).
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N° 1

Carb.  §,2 mult, J/HZ" oC? HMBC (H—C)?

1 6,97 (1H; s) 1114 C-2; C-3;C-4;C-4a;C-11,; C-
11a

2 - 142,0 -

3 - 150,2 -

4 6,54 (1H; s) 103,4 C-2; C-3; C-4a; C-11; C-11a

4a - 147,2

6 4,22 (HB; dd; 10,2e4,2) 66,5 C-6a; C-6b; C-11a

3,57 (Ha; dd; 10,8 e 10,2) C6a; C-11a

6a 3,53 (1H; ddd; 10,8, 6,4e4,2) 39,5 C-6b; C-11a

6b - 119,1 -

7 7,14 (1H; dd; 8,8 € 0,8) 124.6 C-6a; C-9;C-10; C-10a

8 6,46 (1H; dd; 8,8 e 2,5) 106,1 C-6b; C-9; C-10; C-10a

9 - 160,7 -

10 6,45 (1H; dd; 2,5 € 0,8) 96,8 C-6b; C-8; C-10a

10a - 160,7 -

11 - 110,5 -

1lla 5,49 (1H; d; 6,4) 78,7 C-1; C-6; C-6a; C-11

OMe 3,77 (3H;s) 55,3 C-9

OMe 3,91 (3H;5s) 56,0 C-2

2Espectros obtidos em CDCl;, 500/100 MHz

P\/alores observados com o auxilio do experimento J-resolved
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> = 5
Generic Display Report
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Ribeirao Preto-USP
Analysis Info Acquisition Date  8/19/2013 9:45:54 AM
Analysis Name  D:\Data\WALMIR GARCEZ_UFMS\AH 8-2_POS.d
Method Tune_Low_Tomaz_Pos_1300u_NOVO.m Operator BDAL@DE
Sample Name  AH 8-2_POS Instrument micrOTOF-Q Il
Comment
Intens. +MS, 18.8min #1125
x104 301.1092
HO
17346232
| H,CO
B06.0357 3
429.3131
]
473.3429
6 «
385.2914 517.3681 Valor Calculado-
413.2405
301,1075
561.3935
41 188 'N‘L. 3.0532 605.4183
341.2654
261.0656
649.4442
137.0595
: 693.4699
2_
737.4947 |
781.5186
LA |
i BIIRIL . I |

Espectro 2 - Espectro de massas de alta resolucdo, ionizacdo por electrospray no modo positivo de 1.
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75 4
70
" ]
= 65 -
5
Z
= 60 -
= 34176 1623, %
' 1496.6
55 2920
1 11456
20 : T : T : T g T g T : T : 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ndimero de Onda (cm™)

Espectro 3 - Espectro na regido do Infravermelho de 1 (Pastilha KBr).

PROTON CDC13 {C:\Bruker\TOPSPIN} edilene 34

Current Data Parameters
NAME ahg 2
EXPNO 1

n o wunwv—n——q - WM NS N moahmnw w PROCMO 1

g m:a&aa::mn;m 8823080 Y88LBNIEERE80088

OEN i o KHLEWIES £ ©5IED: 513 50 K /S, S8 S s W TR B S S e e R el F2 - Acquisition Paramaters

\{ “‘\&N&\V “‘WW Date. 20130807
Time 17.01
INSTRUM
PROBHD & mm QNP 1H15
PULPRI 2030
D 65536
SOLVENT CDCIz
NS 16
DS 2
SWH 8503.401 Hz
FIDRES 0.128752 Hz
ACQ 3.8535188 sec
RG 287.4
ow 58.800 usec
DE s (JG usec
TE
1|:_)1 1 00000000 Sec
........ CHANMEL 11 sm==
NUC1 1H
P1 8.25 usec

l PL1 3.00dB
' - SFO1 500.1335009 MHz

F2 - Pmcessin_? parameters
|

95 90 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 4.0 25 20 15 10 05 00 ppm S| 3
— _ 5F 500.1300125 MHz
= i \ — WDW EM
) == / ——— 558
o / / — LB 0.30 Hz
/ — &
- —PC 1.00
- w0 = o = - — %@
® 3 88 BH& B &g & g GRIE
Ll o " o 0 -+ = ‘I: Lol ) L ¢‘I" (‘I'.l bk R
| | | i
| | A1 V| \/ ARy
| 1 ‘ | 1
I | | ‘ (
I | | I
|| Uil | A
I. I f\jf\ I|H ] |\‘I‘j| || FR i'|| F
i/ I\ ' | ST " \*" NoA S e _,/ “ UV "\'\’_
.- i T
o 42 41 39 38 3.? 36 ppm

Espectro 4 - Espectro de RMN de tH de 1(CDCls, 500 MHz).
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53

- s ™ ™
= e o [ oo =
. A R aa pidrd
=l or o A en ot ! ] e
@ fwow “co @ 8w o .
- 2 =438 =& prgid = E:
| 1 | |
\ I| IIII| t Data Parameters
ahg_2
15
1
F2 - Acquisition Parame

te_ 20130830

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro 5 - Espectro de RMN de 3C de 1 (CDCls, 100 MHz).

Current Data Parameters
NAME ahg 2
EXPNO 400
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters,
L_ l 1 _Il.:.me 22033507
me .
NU L = ppm INSTRUM 5
- - PROBHD 5 mm QNP 1HA!
PULPROG hsqcetgp
D 4096
. SOLVENT CDCI3
" " NS 16
- " (- oS 16
- 20 SWH 7183.908 Hz
L3 FIDRES 1.753884 Hz
" AQ 0.2B50816 sec
# RG 18330 4
.. oW 59,600 usac
o . - 40 OE 6.00 usec
- . R TE 284.7K
. CNST2  145.0000000
do 0.00000300 sec
- = )] 1.00000000 sec
A 60 d4 0.00172414 sec
" di 0.03000000 sec
° - D16 0.00020000 sac
., DELTA  0.00122478 sec
" DELTA1 0.00071612 sec
. . o 0sec
* - ~ 80 STICNT L]
ZGOPTNS
dlorig  0.00000300 sec
philoop [
. . t1loop ]
100 SFO1  500.1328833 MH
. NUC1 1H
. P1 9.39 usec
.. 18.78 usec
8 Ho P2o 1000.00 usec
PLW1 =1.00000000 W
. . ~120 SFO2 1257671682 MH.
' cPorRG2 o
(2 garp
HyCO P3 15.00 usec
E4 30.00 usec
140 CPD2 70,00 usec
PLW2 1.00000000 W
PLW12 -1.00000000 W
GPMAM[1]  SINE.100
GPNAMH SINE.100
Anme on nn e
160
I I I T T I
8 7 6 5 4 3 2 1 ()} ppm

Espectro 6 - Espectro de correlagdes *H x **C - Jciy - HSQC de 1 (CDCl,, 500 e 100 MHz).
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Current Data Parameters
NAME ahg 2
EXPNO 400
d l l PROCNO 1
| . wh. ppm
F2 - Acquisition Parameters
=F a0 Date 20130507
Time 20.35
INSTRUM
- PROBHD 5 mm QNP 1H/!
. - B0 PULPROG hsqcetgp
. . D 4096
. SOLVENT CDCI3
. i NS 16
- L 80 Ds 16
SWH 7183.808 Hz
FIDAES 1.753884 Hz
. AQ 0.2850815 sec
100 RG 183904
. oW 68,600 usec
DE 5.00 usec
oo TE 284.7 K
120 CNST2  145.0000000
. = a0 0.00000300 sec
o1 1.00000000 sec
d4 0.00172414 sec
di1 0,03000000 sec
T T T T T Y T T D16 0.00020000 sec
80 75 70 65,60 55 50 45 40 ppm DELTA 0.00122478 sec
DELTA1 0.00071612 s8¢
g‘,? CNOTsac
| | 1
L ppm ZGOPTNS
j 00-‘:'Irig 0.00008300 sec
- | g == 40 t1loop 0
SFO1 500.1328833 MH
NUC1 1H
E o0 F45 P1 9.39 usec
Bg 18.78 usec
50 ] 1000.00 usec
- PLW1 =1.00000000 W
. 100 EF%E 125.7671682 MH
55 uc2
- o CPDPAG[2 garp
- F110 P3 15,00 usec
80 B%: 30.00 usec
PD2 70.00 usec
F120 L g5 PLW2  -1.00000000 W
- . . PLW12  -1.00000000
GPNAM[1]  SINE.100
130 . -70 GPNAM[2]  SINE.100
T T T T T T T T _?5
t T T T T T T T
72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 ppm 43 42 41 40 39 38 37 36 35 ppm

Espectro 7 - Expansdo do espectro de correlagdes *H x **C - Joiy - HSQC de 1 (CDCls, 500 e 100 MHz).

Current Data Paramaters
NAME ahs 2
EXPNO 00
PROCNC 1
F2 - Acquisition Parameters
Data_ 20130607
Time 2.26
INSTRUM
PROEHD 5 mm UNP 1H/1!
_T_gLPFIOG hmbegpipndaf
4
SOLVENT COCI3
NS 24
4. o] 16
| . - 20 SWH 7183.908 Hz
. FIDRES 1.753884 Hz
H o l!} b AQ 0.2850816 sec
R AG 16384
. . . - BT L] ~ 40 ow 68,600 usec
L o ' DE 5.00 usec
b 3 TE 2974 K
et Wy CNST2  145.0000000
. - 60 CMNST13 8.0000000
d0 .00000300 sec
. - ) | o1 100000000 sec
dz2 0.00344828 sac
o - . L - 80 d6 0.06250000 sec
016 0.00020000 sec
| | ind  0sec
" STICNT 0
St dor 0.00000300 sec
: ~100 philotp 0
. 1lloop 0
e ' r SFO1 500.1328833 MH
NUC1 1H
. s " 120 P1 9.38 usec
gz 18.78 usec
M . r LW =1.00000000 W
d " 140 ﬁﬁ%? 125.??08643 MH
. Ca - 2 13
} = " . P3 15.00 usec
I . . . PLW2  -1.00000000 W
’ ' Eane  SNE160
- .1
* ' ) 160 GPNAM3! INE.100
b GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
180 GPZ3 40,10 %
P16 1000.00 usec
51‘ Acqulsmo“n"garameters
T T T T T T T T T
1 10 9 8 T 6 5 4 3 2 1 ppm

Espectro 8 - Espectro de correlagdes *H x *3C - "Jy (n = 2 e 3) - HMBC de 1 (CDCl;, 500 e 100 MHz).
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Current Data Parameters
NAME ahs_2

EXPNO 500
l I PROCNO 1
ppm | ppm

.N F2 - Acquisition Parameters

b Date. 20130607
I Time 22.26
L g5 INSTRUM
® I PROBHD 5 mm QNP 1H/A!
@ | t PULPROG  hmbegpipndgf
40 4 10 4098
F100 SOLVENT COCI3
i NS 24
| DS 16
F105  SWH 71B3.908 Hz
l-as ¢ | FIDRES  1.753884 Hz
| ag 0'253530&16 sec
=110 1
' 8! DW 69,600 usec
50 F15  Gnste 1450000000
I CNST13 _ 8.0000000
] b do 0.00000300 sec
1200 oy 1,00000000 sec
b d2 0.00344828 sec
155 | d6 0.06250000 sec
k125 D16 0.00020000 sec
[ ind  0sec
| STICNT 0
130 d0ong  0.00000300 sec
60 [ philoop 0
[ tiloop 0
Lias SFOI 5001328833 MH
[ NUC1 1H
[ P1 %5':'93 usec
' 1 Usec
65 140 g‘lj.m ~1.00000000 W
p L] ; SFO2 1257703443 MH
[ NUC2 13C
~145  P3 15.00 usec
[ PLW2  =1.00000000 W
k70 ; GPNAM[1]  SINE.100
0 150 GPNAM SINE.100
I GPNAM SINE.100
I GPZ1 50.00 %
155 GFZ2 30.00 %
75 F GPZ3 40.10 %
r t P16 1000.00 usec
L= i [ C160 E1f - Acquisition paramaters
; ——T—TT ——TT ——TTT

72 70 68 66 64 62 60 58 56 ppm ?.0 5.8 SE 64 B2 60 58 586 ppm

Espectro 9 - Expansdo do espectro de correlagdes *H x °C - "Jey (n = 2 e 3) - HMBC de 1 na regio de 7,2 —
5,5 ppm(CDCls, 500 e 100 MHz).

Current Data Parameters
NAME ahfi 2
XPNO 500

M, .Lu-m,_._;LJull\‘_ ppm u wJM_ ppm EROCND '

F2 - Acquisition Parameters
[ Date 20130607
! Time 22.26
L gg INSTRUM
m m : PROBHD 5 mm QNP 1HMA!
[ PULPROG  hmbegplpndat
40 , 0 s 97Pnd
F100 SOLVENT COCI3
' NS 24
H,CO [ 05 16
-105  SWH 7183.908 HZ
45 i FIDRES 1. 753864 H
[ AD 0.2850816 sac
“110 RG 16384
I ow 62,600 usec
0 P15 CNsT2 1450000000
I CNST13  £.0000000
ool ) 0.00000300 sec
F120 p1 1,00000000 sec
t d2 0.00344828 sec
0 0 55 ', d6  0.08250000 sec
0 ‘ -125  D1g 0.00020000 sec
i ind  0sec
| STICNT 0
L1 dlarig 0.00000300 sec
30
60 i philoep 0
| tloop
0
L} L135 SFO1 500.1328833 MH
[ NUC1 1H
{ F1 %.%%usec
i 18. usec
85 8 140 g%\m ~1.00000000 W
& (-] : SFO2 1257703443 MH
® [ NUC2 130
? ~145  P3 15.00 usec
& [ PLW2 —1.00000000 W
0 70 [ GPMNAM[1 INE.100
150  GPNAM[Z INE.100
b GPNAM[Z INE.100
o ‘ GPZ1 50.00 %
L1s5 GPZ2 30.00 %
L ! GPZ3 40.10 %
5 [ P16 1000.00 usec
= « F180 = isitl
ﬁ m E 6 [ 51‘ Rmulsmonnﬂgarameters
T |

T T T T T T T T T T T
43 42 471 40 39 38 37 36 35 ppm 41 40 39 38 37 36 35 ppm

Espectro 10 - Expanséo do espectro de correlagées *H x *C - "Joy (n = 2 e 3) - HMBC de 1 na regido de 4,3
— 3,4 ppm (CDClI3, 500 e 100 MHz).
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Current Data Parameters
NAME ahg 2
EXPNO 600
PROCNC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130608

Time 121
INSTHUM 5

PROBHD 5 mm QNP 1H15
PULPROG neesyph

T 2048
SOLVENT coce

NS a2

SWH 7183.908 Hz
FIDRES 3507768 Hz
AQ 0.1425408 sec

oW 69,600 usec
DE 6,00 usac

TE 2946 K

dil 000005764 sec
[ 1.00000000 sec
D8 0.30000001 sec
NO 0

| 0001 3620 sec
STICNT o
smssmzs= CHANNEL 1 ====x
NUC1 1H

P1 9.39 usec

PLY 3.00 dB

SFOn 500.1328833 MHz
F1 - Acquisition parameters
™

SFO 500.1329 MHz
FIDRES 2B.0621471 Hz
SW 4 364 qn'n
Fn Swtes-TPPI
g‘f - Pmocs.—.P ‘mr:mﬂcrs
SF 500.1300202 MHz
wWow QSINE
S5B 2

LE  OHz

GE 0

PC 1.00

F1 - Processing parameters
8l m%a
MC2 Stams-TPPI

Current Data Paramsters
E ahg 2

EXPNO 0
ppm PROCNO 1
F2 - Acquisition Paramaters
- o Date_ 20130608
Time 1.21
INSTRUM
HO PROBHD 5 mm QNP 1HAS
PULPROG  rnoesyph
- 2 D 2048
SOLVENT COCE
NS a2
D
H,CO SWH T183.908 Hz
- 4 FIDRES 3.507768 Hz
AQ 0.1425408 sec
RG B4
ow 69.600 usec
DE 00 usec
L g TE 2946 K
o 0.00005764 sec
D1 1.00000000 sec
o] 0.30000001 sec
IND 0.00013920 sac
L s STICNT 0
======== CHANNEL f1 =====
NUGC1 1H
P1 9.39 usec
10 PL1 3.00 dB
ppm SFO1 500.1328833 MHz
F1 - Acquisition paramaters
g
AR A Blomes  Bhossiar 1
I A A
\/ VY
m Y, o m SW 14.364
P B — ——— PPM 2IODE  States—TPPI
F2 - Processing parameters
sl 0e
SF 500.1300202 MHz
3.4 3.4 wWow QSINE
558 2
LB 0 Hz
GBE 0
PC 1.00
35 35
F1 - Processing parameters
sl 0ae
MC2 States-TPPI
or EAR 4NN LiLia
F3.6 36
d T T T T T 3.7 T v T bl
560 555 550 545 540 535 ppm 4.25 4.20 4.15 ppm

Espectro 12 — Expansdo do espectro de correlagdes tH x *H - NOESY de 1(CDCls, 500 MHz)
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Ll

-
= e e @
-, oPEn =

[ ]
bh e

4
§F ro
LI

T T
80 75 T

T
0 65 6.0

-40

-20

=10

Ppm

Current Data Parameters

NAME ahB_2
EXPRO 200
PROCKO 1

F? - Requisition Parameters
Date 20130607

I 17.07

1 spect
PROEHD 5 mm QNP 1H/15
PULPROG jresqt

D 2048
SOLVENRT CDE13

NS 8

DS 16
SWH 8503.401 Hz
FIDRES 4.152051 Hz
AQ 0.1204224 sec
RG 4

DW 98.800 usec
DE .00 usec
TE 294.4 K
do 0.00000300 sec
D1 3.00000000 sec
INO 0.00495870 sec

= CHANNEL £1

ML

Pl 8.25 usec
p2 16.50 usec
PL1 3.00 dB
SFO1 500.1335000 MH=z
Fl - Rcquisition parameters
by 256
SFO1 500.1335
FIDRES 0.390

5w 0.

FnMCDE

F2 - Frocessing paraneters
51 2048

SF 500.1300107 MHz
WO SIHE

SSB 0

LB 0 Hz

GB o

BC 1.00

Fl - Frocessing paraneters
51 2048

MC2 QF

SF 500.133500% MHz
WDW SINE

S5B o

LB 0 Hz

GB o

Espectro 13 - Espectro de J-resolved de 1 (CDCl;, 500 MHz).

T T T T T T T
18 747 Ta6 7a5 T4 TA3 a2 TN

- e e — 1
— F-15
//;iff;;;:':f_ “—5:;;::?‘~\\ -1
ACCT TN b
| Noh v
NAR S
L ) 14 o5
N——
= 10
Wesrarse s
656 657 656 655 654 653 652 ppm

7.00

T T T T T T T
650 649 648 647 646 645 6.44 643

Current Data Parameters

HAME
EXPRO
PROCNO

F2

FROBHD
PULPROG

o
SOLVENT
HS

d0 0.
Dl 3.
INO 0.

ah8_2

200
1

Requisition Paraneters

20130607

254.4 K
00000300 sec
00000000 sec
00455870 acc
" Y ——
usee
usec

dB
MHz

F2 - Processing
51

SF S00
WoW

558 o

LA 0 Hz
GB o

PC

Fl - Frocessing
L34

MC2

SF 509
WoW

55 ]

LB 0 Hz
GB o

parameters
048

1300107 MHz
SINE

1.00

parameters
2048

aF
-133500% MHz
SINE

Espectro 14 — Expanséo do espectro de J-resolved de 1 (CDCl;, 500 MHz).
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Current Data
HAME

EXEHO
EROCNO

F2 - Acquisi
Date_

FROBH
FULPROG
SOLVENT
NS

F2 - Proceasi

Parameters
ah

200

ion Paraneters
20130607
17.07

58.800 usec
€.00 usec
294.4 K
0.00000300 sec
3.00000000 sec
0.00495870 sec

- . : - : : . pemsmmas GEAHMEL £1 memmmsee
426 4256 424 423 422 421 420 4.9 Bl %‘2}; —
p2 16.50 usec
FL1 3.00 dB
SFO1 500.1335009 MHz
Fl = Acquisition parazetera
™ 256
EFO1
FIDRES
W
FnMODE

ng parameters
204

F 500.1300107 MHz
WO SINE
85B 0
LB 0 He
GB 0
BC 1.00
Fl - Processing parameters
s1 2048
MC2 ar
sF 500.1335009 Mz
WO SINE
e ]
t LB 0 Bz
[ GB i
|
T T T T T T T T T T - 15
395 3.90 3.85 3.80 3.75 ppm 3.62 3.60 358 3.56 354 352  ppm

Espectro 15 - Expansédo do espectro de J-resolved de 1 (CDClz, 500 MHz).
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4.2 (6aS,11aS)-3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (2)

Na fracdo AFH10- 15 (3,8 mg), (parte experimental, item 3.4.1, pag. 10), foi
identificada a substancia 2.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Espectro 16, pag. 34), obtido
em pastilha de KBr, revelou uma absorcdo em 3398,3 cm™, caracteristica de estiramento de
OH, sugerindo a presenca de grupamentos hidroxilas no composto. Observou-se, também,
uma absorcio em 1620,0 cm™ foi atribuida & presenca de C=C de arométicos
(SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

Os dados espectrais de RMN de 'H (Espectro 17, pag. 34) e RMN de “*C
(Espectro 18, pag. 35) de 2 mostraram-se bastante semelhantes aos de 1, diferindo apenas,
na parte relativa ao anel. Isto indica que 2, também, possui um esqueleto flavonoidico do
tipo pterocarpano, substituido com uma metoxila em C-9 no anel D, com diferencas nas

substituicdes relativas ao anel A (Figura 6).

HO o
H,CO
0
1
OCH, OCH,

Figura 6 - Estrutura parcial de 2 e Estrutura molecular de 1.

O anel A foi caracterizado no espectro de RMN de *H (Espectro 17, pag. 34) por
dois dubletos em 6 7,39 (J = 8.3 Hz; H-1) e 6,42 (J = 1,9 Hz; H-4) e um duplo dubleto em
8 6.56 (J = 8,3 e 1,9 Hz; H-2), enquanto no espectro de RMN de **C (Espectro 18, pég. 35,
Tabela 5, pag. 32) foram observados sinais em 6 132,2 (C-1); 109,8 (C-2); 157,1 (C-3);
103,7 (C-4); 156,7 (C-4) e 112,6 (C-11).

As diferencas de 2 em relacdo a 1 correspondem, principalmente, aos
deslocamentos quimicos dos sinais relativos a C-1, C-2 e C-3 e na auséncia nos espectros
de RMN de tH e 3C de um sinal relativo a metoxila ligada ao C-2 de 2. A auséncia deste

sinal é compativel com a protecdo de 32,2 ppm observada C-2 em 2.

ESTUDO QUIMICO DE AESCHYNOMENE FILOSA - LEGUMINOSAE



RESULTADOS E DISCUSSAO | 31

A rotagdo Optica especifica ([0 25) determinada para 2 foi + 139,5° (c 0,2,
CHClI3), como o valor € positivo sugeriu-se uma estereoquimica absoluta S para os centros
quirais (6aS, 11aS) da estrutura (HARBORNE & MABRY, 1982).

Na comparacdo dos dados de RMN de 2C de 2 com os dados da literatura
(HERATH et.al, 1998) observou-se que ha uma boa correlagdo com os da (+)-medicarpina
(Tabela 6, pag. 33). Assim, a substancia 2 foi identificada como sendo o pterocarpano
(6aS,11aS)-3-hidroxi-9-metilpterocarpano (Figura 7), também, conhecido como (+)-
medicarpina ou (6aS,11aS)-Medicarpina, a qual esta4 sendo relatado pela primeira vez no

género Aeschynomene.

(+)-medicarpina apresenta diversas propriedades bioldgicas descritas na
literatura, dentre elas, atividade antibacteriana (OH et al., 2011), citotoxica (Li et al., 2008)
e antimitotica (MILITAO et al., 2005).

OCH,

Figura 7 - (6aS,11aS)-Medicarpina (2).
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Tabela 5 - Dados de RMN 1D e 2D de 2.
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N° 2

Carb. & 1 %, mult, J/HZ" d HMBC?

1 7,39 (1H; d; 8,3) 132,2 C-4; C-43a; C-11a

2 6,56 (1H; dd; 8,3 e 1,9) 109,8 C-4;C-11

3 157,1

4 6,42 (1H; d; 1,9) 103,7 C-2; C-11;

4a 156,7

6 4,24 (HB; dd, 11,1 e 5,2) 66,5 C-4a, C-6a, C-6b; C-11a
3,62 (Ho; t, 11,1) C-4a; C-6a; C-6b;

6a 3,53 (1H; ddd; 11,1,6,3e5,2) 39,5 C-6; C-6b; C-10a

6b 119,1

7 7,13 (1H; d; 8,5) 124,7 C-6a; C-9; C-10; C-10a

8 6,46 (1H; dd; 8,5 e 2,3) 106,4 C-6b; C-10;

9 161,1

10 6,45 (1H; d; 2,3) 96,9 C-6b; C-8; C-10a

10a 160,7

11 112,6

11a 5,50 (1H; d; 6,3) 78,5 C-1; C-4a; C-6; C-11

O-CH; 3,75 () 55,5

®Espectros obtidos em CDCl;, 500/75MHz

®\/alores observados com o auxilio do experimento J-resolved
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Tabela 6 - Dados de RMN de *H e 13C de 2 e da (+)-medicarpina (HERATH et.al, 1997).

N° 2 Medicarpina
Carb. 8t 8n 2, mult, J/HZ" 8¢ 8, mult, J/HZ”
1 132,2 7,39 (1H; d; 8,3) 132,6 7,41 (1H; d; 8,4)
2 109,8 6,56 (1H; dd; 8,3 e 1,9) 102,2 6,58 (1H; dd; 8,4 e 2,4)
3 157,1 157,5
4 103,7 6,42 (1H; d; 1,9) 104,1 6,44 (1H; d; 2,4)
4a  156,7 157,1
6 66,5 424 (HB;dd, 11,1e52) 67,0 4,26 (1H; dd; 11,0 € 5,0)
3,62 (Ha; t, 11,1) 3,64 (1H; dd; 11,0 e 10,9)
6a 39,5 3,53 (1H; ddd; 11,1,6,3e 39,9 3,55 (1H; ddd; 11,0, 6,7 e
5,2) 5,1)
6b  119,1 119,5
7 124,7 7,13 (1H; d; 8,5) 125,2 7,15 (1H; d; 8,9)
8 106,4 6,46 (1H; dd; 8,5 e 2,3) 106,83 6,48 (1H; m)
9 161,1 161,1
10 96,9 6,45 (1H; d; 2,3) 97,3 6,48 (1H; m)
10a  160,7 161,5
11 1126 113,0
1la 785 5,50 (1H; d; 6,3) 79,0 5,52 (1H; d; 6,8)
O-CHs; 55,5 3,75 (s) 55,9 3,79 (s)

®Espectros obtidos em CDCl3, 500/75 MHz
®\/alores observados com o auxilio do experimento J-resolved
“Espectros obtidos em CDCl;, 400/100 MHz
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100
90
< J
=
é 170i1 o
L 3398,3 :
F
] 2920
60
) - 1153,3
1620
50 T I T I T I T I T | T I T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm'i)
Espectro 16 - Espectro na regido do Infravermelho de 2 (Pastilha de KBr).
Current Data Parameters
AME _10_15
EXPNO
E §§ PROCNC 1
S S i e
gﬁg&#g Ermrns NP1H.|'15
PULFROG 2930
D B5536
SOLVENT CDCI3
NS 16
0s 2
SWH 8503.401 Hz
FIDRES 0.129752 Hz
AQ 3.8535168 sec
RG 256
ow 58.800 usec
DE 6.00 usec
TE 2043 K
D1 1.00000000 sec
TDOD 1
-------- CHANNEL 1 ====
| I B il
f o A\ I VLN \L __ glﬁbl 5003.'103%%9 MHz

T T T T - - T T 1 — Procaes! .
45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 ppm Ef O . ametars

y — SF 500.1300238 MHz
o wow EM
— SSB 0O
/ e B 1.00 Hz
— __ GB 0
PG 1.00
#N5RE &8 ] 2 BESHAESS
A A R - = il L © MEOOoOOnoOm
V17 1) ) NERNYY.
\\'n'(f | \ 1 R ‘\!If
| ‘
| /|
/I " il Jfﬂ\;/\"\ m 1 I \
\| MM f | \ JV
j ¥ | V1 i I\ UL 1M,
\ \ g N e B . ST o
'_J _}k__/l = [y T T T T T 1
- 73 72 pprn 66 65 64 ppm 548 546 pom 42 41 40 39 38 a7 36 35 ppm

Espectro 17 - Espectro de RMN de tH de 2 (CDCls, 500 MHz).
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@ w0 D NOoONOR®

e E=X"] - Rt ORMON MNODQO®M O DD MDD D Current Data Parameters

f =g a1 o FoagEe® MINQWmIn D o R R R i NAME afh_10_15

© DWW M -0 C00W W~~M~OO W Do oo oS EXPND g

- — remr e 0 PO 0 [as oV RN SV SV VL ot o PROCNO 1

VNVIZ D ™S / VNV /7

N V | l VA HI V | L \\/ it F2 — Acquisition Parameter.
Date_ 20121212
Time 19.32

INSTRUM ]
PROBHD 5 mm Dual 13C,
PULPROG zgpgal

TD 32
SOLVENT CDCI3
NS 7682

DS

SWH 18832393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004

ow 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

D1 5.00000000 sec

dii 0.03000000 sec
DELTA 4.90000010 se
T

DO 1
SFO1 754768036 MH
13C

NUC1

P1 8.50 usec
PLW1 -1.00000000 W
SFO2 300.1312005 MF
NUC2 1H
CPDPRG[2  wallz16
PCPD2 100.00 usec
PLWZ2 -1.00000000 W
PLW12  -1.00000000 W
PLW13 -1.00000000 W

F2 - Processing parameter:

Sl 32768

SF 75.4677495 MHz
EM

WDwW
S5B 0
| LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

T T T T T I T T

T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro 18 - Espectro de RMN de 3C de 2 (CDCls, 75 MHz).

Current Data Parameters

N @ oQm
N Moo o 0 w0 ~ © ® ©w© NAME ath_10_15
g § g88¢ s ¢ 8 @ g oF Ao
- - —— ~ ® o s & == PROCNO 1
Vo -
3 ,,/ | F2 — Acquisition Parameter:
Date_ 20121214
Time 10.22

INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C
PULPROG dept135

TD 65536
SOLVENT cbcia
NS 5837

DS 8

SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.287360 Hz
AQ 1.7399808 sec
RG 9195.2

Dw 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000
o 2.00000000 sec

d2 0.00344828 sec
di2 0.00002000 sec
DESTA 0.001001 082 se

TDH

SFO1 75.4768036 MH
NUC1 13C

P1 8.50 usec

p2 17.00 usec
PLW1 -1.00000000 W
SF02 300.1312005 MF
NUC2 1H
CPDPRG[2  waltz16

P3 14.40 usec

pd 28.80 usec
PCPD2 100.00 usec

PLW2 -1.00000000 W
PLW12  -1.00000000 W

F2 - Processing parameter:
gL ?5322?6?8 85 MH
T T T T T T T T T T T T T T T wow M

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Espectro 19 - Espectro de RMN DEPT 135° de 2 (75 MHz, CDCly).

ESTUDO QUIMICO DE AESCHYNOMENE FILOSA - LEGUMINOSAE




RESULTADOS E DISCUSSAO | 36

Current Data Parameters
NAME afh_10_15
400

EXPNO
PROCNO 1
l l L Jﬂ F2 - Acquisition Paramete:
_._L ] ppm Date_ 20130802
Time 22.00
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/
. . PULPROG hsgcetgp
7 . D 4096
i . - 20 SOLVENT CDCI3
E . NS 16
A R DS 16
. SWH 6830.601 Hz
P - . 40 FIDRES 1.667627 Hz
AQ 0.2998272 sec
RG 18390.4
Dw 73.200 usec
N —— DE 6.00 usec
: T80 TReT2 1450000000
1 - - do 0.00000300 sec
3 : D1 1.00000000 sec
- . - dd 0.00172414 sec
- 80 411 0.03000000 sec
D16 0.00020000 sec

DELTA 0.00122478 se
DELTA1 0.00071612 s
100 ind  0sec

- ST1CNT 0
- ZGOPTNS
- dOorig  0.00000300 sec
i philoop 0
— ~120 tlloop 0
—x - SFO1  500.1327328 MI
: NUC1 1H
— - S an
. usec
—140 g2ﬂ 1000.00 usec

PLW1 -1.00000000 W
SFO2 125.7671682 MI

NUC2 13C
] L CPDPRG[2 arp
— 160 p3 2 1500500
4 30.00 usec
T T T T T T T T T T T T T T T CPD2 70.00 usec

T
9.0 85 80 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05 00 ppm FLW2  -1.00000000W

Espectro 20 - Espectro de correlagdes *H x **C - Joiy - HSQC de 2 (CDCls, 500 e 75 MHz).

Current Data Parameters
NAME

afh_10_15
EXPNO 400
il A 1 T VR 7Y l_ pom BROSHO i

F2 - Acquisition Paramelers
Date_ 20130802
- Time
=" - 20 INSTRUM
=a - POLPRCG ” "hsaeetgp
D 409?‘3 :

SOLVENT COCI3
NS 16

0s 16
SWH 6830.601 Hz
FIDRES 1.667T62T Hz

0 ec
0.00172414 sec

. .
8
B93RR222282
& a4
& ﬁ‘ O
cgg
gﬁs
§§§
g38

0.03000000 sec
L1a0 0.00020000 sec
DELTA  0.00122478 sec
| [ 0.00071612 sec
~160 STICNT 0
9 8 7 6 5 4 3 H 1 0 ppm dlong  0.00000300 sec
philoop 0
tilog 0
l I th SFOI'  500.1327528
1
_)l'IL __J _J.JIK I M ppm L h__, k _ ppm P1 9.38 usac
B2 100000 o
J— - 00 usec
B S = F40  pLwi  -1.000
- 100 SFO2  125.7671662 MH
= —— UC2 1
— J— 50 CPDPRG[2 garp
— — b 15.00 usec
— 10 — —_——— B 30.00 usec
F 60 CPD2 70.00 usec
3 - PLW2  -1.00000000
1 S - -t PLWA2  -1.00000000 W
] —— 7 GPNAM[1]  SINE 100
GPNAM[Z]  SINE 100
o 130 _ ity Byl
80
rrp— e ———— —— — — T
75 74 73 7.2 71 7.0 6.9 68 6.7 66 65 64  ppm 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 ppm

Espectro 21 — Expansdo do espectro de correlagdes *H x *C - Joiy - HSQC de 2 (CDCls, 500 e 75 MHz).

ESTUDO QUIMICO DE AESCHYNOMENE FILOSA - LEGUMINOSAE




RESULTADOS E DISCUSSAO | 37

e e A | pem

“ut .

4~

.

20

40

60

80

100

—120

—140

—160

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

0 ppm

Current Data Parameters

NAME ath_10_15
EXPNO 500
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130802

Time 23.53

INSTRUM 5

PROBHD 5 mm QNP 1H/M5
PULPROG hmbegplpndgf
TD 4096
SOLVENT CDCI3

NS 16

DS
SWH

6830.601 Hz
FIDRES 1.667627 Hz
AQ 0.299B8272 sec
RG 16384
DwW 73.200 usec
DE 6.00 usec
TE 2989 K
CNST2 145.0000000
CNST13 B.00000
do 00000300 sec
0] 1.00000000 sec
d2 0.00344828 sec
db 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
ind  0sec
STICNT 0
dOorig  0.00000300 sec
philoop 0
t1loop 0
SFO1 500.1327328 MHz
NUC1 1H
P1 9.39 usec
p2 18.78 usec
PLW1 -1.00000000 W
SFO2 125.7703443 MHz
NUC2 13C
P3 15.00 usec
PLW2 -1.00000000 W
GPNAM[1 SINE.100
GPMNAM) SINE.100
GPNAM[3] SINE.100
GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40,10 %
P16 1000.00 usec

Espectro 22 - Espectro de correlagdes *H x **C - "Joy (n = 2 e 3) - HMBC de 2 (CDCls, 500 e 75 MHz).

_JKIK_JLNL.____._J"Q lLrL_ ppm

Current Data Parameters
NAME ath_10_15
EXPNO

PROCNO 1
4 t- F2 - Acquisition Paramelers
Date_ 20130802
E 1 [os Tme 28
— Il
40 — @ o PROEHD. 5 mm QNP 1HA!
3 i [ 100 PgLPROG I‘:mbogpfpndql
1 Sgwem‘ CoCiz
— N 16
45 Q ® 105 DS 16
= " &) SWH 6830.601 Hz
FIDRES 1.B6TE2T Hz
— 0 L1109 AQ 0.2998272 sec
RG 5384
50 —q o ow 73,200 usec
i DE 5.00 usec
F116 TE S K
CMNST2 145.0000000
—4 - [ 80" 0.00000900 o0
b, . & 58C
— 58 1205y 100000000 sec
d2 0. 28 sec
o4 a6 0.06250000 sac
B ° L 125 pig 0.00020000 sec
L 60 3 ind  0sec
L STICNT 0
1 130 doorg 0.00000300 sec
philoop o
e S s ara
1 500.1327328 MH
E 65 F135  NuCH 1H
—_— P1 9.38 usac
gz 18.78 usec
E F140 PLW1  —1.00000000 W
4 SFO2  125.7703443 MH
F70 ¥ : NuC2 13C
i L 145 P3 15.00 usec
BLW2  —1.00000000
GPNAM[1 SINE.100
GPNAM[Z SINE.100
75 150 gPNaM 3]  SINE.100
y FZ1 50.00 %
— ] GPZ2 30.00 %
— | 155 GPZ3 40.10 %
ﬁ ' = P16 1000.00 usec
| 80 3 * w 8 -
F1 = Acquisition paramaters
i | @ . [0 anh
4.
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
75 74 73 72 71 70 69 68 67 65 65 64 ppm 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64  ppm

Espectro 23 — Expanséo do espectro de correlacdes *H x **C - "Joiy (n = 2 e 3) - HMBC de 2 na regido de 7,5

- 6,3 ppm (CDCl3, 500 e 75 MHz).
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Gurrent Data Parameters
NAME ath_10_15
EXPNO 500
' b PROCNO 1
| F2 - Acquisition Parameters
L -—_ﬂ«l_—— L ppm p PPM Date 20130802
Time 23.53
b INSTRUM
' PROBHD 5 mm QNP TH/1!
[ 95 PULPROG hmbogpipndgf
—3 b [ ’ (a9 M y D 4096
SOLVENT CoCiz
i Rl
JE— SWH 6830.601 Hz
Las | 105 FIDRES 1867627 Hz
N AQ 0.2898272 sec
6384
bW 73.200 usec
— 4 110 pe 600 usec
Lso —3 2888 K
] CNST2  145.0000000
F115 CNST13  8.0000000
] gq r:.oooooso%%soc
00000 sec
Lss —3 L] ne ., a 0.00344828 sec
— [ | d6 006250000 sec
_Déa ; 0.00020000 sec
. ni S
g . ® 125 grienT 0
60 dro‘?:ig ooouogaoosec
philoop
130 Hioop 0
s L SFO1 500.1327328 MH
) NUC1 1H
~65 F135 P 9.39 usec
' ' i h 2 18.78 usec
A LW1  -1.00000000 W
F140 SFO2Z 1257703443 MH
NUC2 13C
F70 P3 15.00 usec
1 [ 445 PLWZ2  -1,00000000 W
GPNAM[1]  SINE.100
1 gPNAM 2] ng_lm
PNAM3 INE. 100
F78 F180  Gpz1 50.00 %
_ GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
] 7] ’. @ » F1s5 P16 1000.00 usac
i d —
80 ’ o F1 - Acquisition parameters
é - —1&: T aan
— T T —T T i —T U T —
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 ppm 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 ppm

Espectro 24 - Expanséo do espectro de correlagées *H x **C - "Jy (n = 2 e 3) - HMBC de 2 na regio de 5,6
- 3,5 ppm (CDCls, 500 e 75 MHz).

Current Data Parameters.
NAME afh_10_15
EXPNO 600
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20130803
Time 405
L | PROGED. 5 P 1H!
i, mm t
. ‘ — — ppm PULPROG

noesyph

TD 2048
SOLVENT COCI3
NS 24
Ds 4
SWH 6830.601 Hz
FIDRES 3.335254 Hz
AQ 0.1499136 sec
RG 64
Dw 73.200 usec
DE 6,00 usec
TE 2845 K
dd 0.00006124 sec
D1 1.00000000 sec
4 D& 0.30000001 sec
IND 0.00014640 sec
STICNT o
sessssss CHANNEL f1 s
NUCH 1H
3 P1 9.39 usec
PL1 3.00dE
SFO1 500.1327328 MH:
F1 - Acquisition parameters
TD 320
— SFO1 500.1327 MHz
FIDRES 21.345629 Hz
sw 13.658 ;_:pm
R FnMODE  States-TPPI
F2 - Processing parameters
— Sl 1334
— SF 500.1300197 MHz
WDwW QSINE
558
LB 0Hz
GBE 0
. PC 1.00
F1 - Processing parameters
o ama n%‘t
10 9

Espectro 25 - Espectro de correlagdes *H x'H — NOESY de 2 (CDCl;, 500 MHz).
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Current Data Parameters
NAME afh_10_15

EXPNO 600
OCND 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 130803

Time 4.05

INSTRUM

PROBHD 5 mm QNP 1H/1!

PULPROG noesyph
2043

0
SOLVENT CDCI3
NS 24

4
SWH 6830601 Hz
FIDRES 3.335254 Hz
AD 01459136 sec
RG 64
Dw 73.200 usec
DE .00 usec
TE 2948 K
do 000006124 sec
m 1.00000000 sec
D& 0.30000001 sec
INO 0.00014640 sec
STICNT 1]

===s===s CHANNEL f1 ==
NUCA 1H

P1 9.39 usec

PL1 3.00d8

SFO1 500.1327328 MH
F1 = Acquisition parameters
T 320

SFO1 500.1327 MHz
FIDRES 21.345628 Hz
sw 13658 ;_)Ipm
FNMODE  States-TPPI

F2 - Prmessia parameters

Sl 1024

SF 500.1300197 MHz
QSINE

PC 1.00

b —_— ! | 360 Fy_ i
:3.60 \K_JJ E; Prwass‘:afaramelers

= I b LYt Comtmn TOM
| L1365 3.65
JI T T T T T T :3.?0 ! T T T T T T T 3.70

554 552 550 548 546 544 542  oom 430 428 426 424 422 420 418 416 ppm

Espectro 26 — Expanséo do espectro de correlacdes *H x'H — NOESY de 2 (CDCls, 500 MHz).

Data Parameters
afh_10_15

200

1

FHO
OCHO

F2 - Acquisitien Parameters
201

802

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD 5
PULER

294.4 K
0.00000300 sec
3.00000000 sec
0.00499870 sec

5

== CHANNEL fl =

Processing parameters
204

- o
- o=
e ]
e
Lol
-#_ - -
- - -
- -
T
o
"
]
1

10 sF 500.1300183 MHz
' WOW SINE
] H S5B 0
. 0 LE 0
)y L 20 GB 0
. PO 1.00
' ]
" L (] Processing parameters
f * - 30 2048
- QF
s 500.1335008 MHz
SINE
, - 40
L]
T T T T T T T T T T 50
10 9 8 7 6 5 ) 3 2 1 0 ppm

Espectro 27 - Espectro de J-resolved de 2 (CDCls, 500 MHz).
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Current Data Parameters
KAME

afh_10_15

EXPNO 200
PROCHO 1
F2 = Acquisition Parameters

- 20130802
FRO
PULPROG
pee)
SOLVENT
NS
Cs
SWH £503.401 Hz
FIDRES 4.152051 Hz
AQ 0.1204224 sec
BG 4
= 58.800 usec
oE €.00 usec
TE 2654.4 K
do 0.00000300 sec
=1 3.00000000 sec
N0 0.00499870 sec
— mmn CHANNEL {1 ssm==sms
NI 1H
Pl B.25 usec
p2 16.50 usec
FL1 3.00 48
SFO1 500.1335009 MHz
Fl - Acquisition parameters

256

500.1335 MHz

0.390727 Hz

0.200 ppm
o

F2 - Processing paranaters
81 2048

5F 500.1300183 MHz
WDW SINE
£58 o

LB 0 Hz

GB o

EC 1.00

1 - Processing parameters
2048
QF
500.1335008 MHz
SINE

Hz

coo

20 3.85 280 .75 370 pom 3.56 354 352 3.50 3.48 ppm

Current
NAME 0_15%
EXPHO 2!
Hz PROCNO 1
Hz

F2 = Aoquigition Parameters
Cate 20130802
- 15

spect

& mm QNP 1H/18
jresqf

2048

COC13

16

16

£503.401 Hz

4.152051 Hz

0.1204224 sec
4

58.800 usec

€.00 usec

—= 294.4 K
{ o - 5 0.00000300 see
3.00000000 sce
0.00499870 sec

1
T T T T T 10 B.25 usec
a8 742 740 7 736 734 pem T T T T T B ST
7.16 7.14 7.2 7.10 7.08 BpM  zpoz 500.1335008 MHz
F1 - Acquisition
— Hz

=4 sr 500.1300183 MHz
W SINE
S5B o
=2 Le 0 Hz
gl 0
BC 1.00
o
Fl - Process ing pa:aﬂeters
1 2048
2 w2 QF
sF 500.1335008 Milz
WDW SINE
F4 = ]
LB 0 Hz
GB o
]
T T T T T T T T 8 T T T T T T T a8
59 658 657 656 655 654 653 652 651 ppm 650 648 646 644 642 640 638 636 ppm

Espectro 29 - Ampliacdo do espectro de J-resolved de 2 (CDCl;, 500 MHz).
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4.3 Pterocarpanos

Na literatura s6 ha relatos do composto (6aR,11aR)-3-hidroxi-2,9-
dimetoxipterocarpano que apresenta [o]p>> — 297° (EtOH) (PUEPPKE &. van ETTEN
1974). Assim, (6aS,11aS)-3-hidroxi-2,9-dimetoxipterocarpano (1) se constitui no

enantidmero do composto ja isolado e, portanto, é inédito na literatura.

Segundo Andersen & Markham (2006), uma possivel rota biossintética para 0s
isoflavonoides e seus derivados é a descrita na Figura 8, onde na etapa 1 a enzima 2-
sintase-hidroxi-isoflavanona (2HIS) , também conhecida como isoflavonasintase, catalisa a
migracdo do anel aromético de C-2 para C-3 e a hidroxilagcdo de C-2, para a formacédo do
intermediario (2R,3S)-2-hidroxi-isoflavonona. A desidratacdo deste intermediario ocorre
espontaneamente ou por meio da acdo da enzima da desidratase isoflavona (IFD), para
entdo formar as isoflavonas (etapa 2). O passo chave na formacdo dos pterocarpanos é a
hidroxilagdo na posicdo C-2' das isoflavonas, que é catalisada pela enzima isoflavona-2'-
hidroxilase (I12'H), formando o intermediario 2’-hidroxi-isoflavona (etapa 3). O
intermediario 3 € reduzido pela enzima dependente de NADPH, isoflavona redutase (IFR),
formando a isoflavonona (etapa 4), intermediério final da biossintese dos pterocarpanos.
Na etapa 5, ocorre a reducédo catalizada pela enzima dependente de NADPH, denominada
pterocarpano sintase (PTS) e, em seguida, a enzima 7,2'-di-hidroxi-4'-metoxi-isoflavanol
desidratase (DMID) catalisa a perda de uma molécula de agua e a formacdo do anel C,

dando origem aos pterocarpanos.
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Gz

OH
HO o
HO (0] \\\\\\
"y
2HIS IFD
Etapa 1 o Etapa 2
OH

Flavonona (2R,3S)-2-hidroxi-isoflavonona
Intermediério 1

o
Isoflavona
Intermediario 2

H.TI

¢ edelg

HO o HO.

IFR
<, TS/DMID Etapa 4
Etapa 5
HO OH
OH
Pterocarpano 2'-hidroxi-isoflavona 2'-hidroxi-isoflavona
Intermediério 4 Intermediério 3

Figura 8- Rota biossintética, segundo Andersen & arkham (2006), para os pterocarpanos.

O esqueleto pterocarpanico apresenta dois centros quirais na juncdo dos anéis B e
C. Na natureza, apenas a configuracdo cis (RR ou SS) é comumente encontrada. Estudos
computacionais mostram que uma juncdo trans (RS ou SR) entre os anéis B e C ¢
energeticamente desfavoravel (SCHOENING & FRIEDRICHSEN, 1989).

Os pterocarpanos constituem a segunda maior classe dos isoflavonoides naturais,
desempenham um papel importante como fitoalexinas (substancias acumuladas por
plantas, em resposta ao um fator de stress) e apresentam importantes atividades biolégicas,
como por exemplo, atividades antifungicas, antibacterianas, antitumorais e até atividade
inseticida (JIMENEZ-GONZALEZ et al., 2008).
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4.4  Cafeato de docosila (3) e Cafeato de tetracosila (4)

Na fracdo AFH10- 11 (12,0 mg) (parte experimental, item 3.4.1, pag. 9) foram

caracterizadas duas substancias: 3 e 4.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Espectro 31, pag. 47), obtido
em pastilha de KBr, revelou uma absorcdo em 3325 cm™ caracteristica de estiramento de
OH, sugerindo a presenca de grupamentos hidroxilas na estrutura no composto. Observou-
se uma absorcdo em 2920 cm™, indicativa de estiramento de CH de grupos metinicos,
metilénicos e/ou metilicos. Também foi observada, uma absorcdo em 1604,6 cm™,
atribuida a ligacbes de C=C de aromaticos, além de uma banda de absorcdo com
intensidade média em 1685,6 atribuida a estiramento C=0 (SILVERSTEIN & WEBSTER,
2000).

O espectro de RMN de 'H (Espectro 32, pag. 47) apresentou trés sinais relativos a
hidrogénios de anel aromatico, sendo dois dubletos em & 7,05 (J = 1,9 Hz) € 6,83 (J = 8,2
Hz) e um duplo dubleto em 6 6,96 (J = 8,2 e 1,9 Hz), caracterizando um sitema
trissubstituido 1,2,4. Também foram observados dois dubletos em 6 7,52 (J = 16,0 Hz) e
6,21 (J = 16,0 Hz), atribuidos a hidrogénios olefinicos de uma ligacdo dubla conjugada
com configuracdo trans. Este conjunto de sinais sugere que a estrutura de 3 e de 4 possui
de um esqueleto basico C6-C3. Além disso, foi possivel observar um tripleto em 6 4,14 (J
= 6,8 Hz), indicativo de hidrogénio metilénico ligado a oxigénio de éster, e sinais na regido
de 8 0,60 a 2,50, relativos a hidrogénios metinicos e/ou metilénicos e sugestivos de uma
cadeia alifatica saturada. A analise dos dados de infravermelho e RMN de tH sugeriu que
as estruturas de 3 e 4 correspondem a derivados do acido cinamico 1,2,4-trissubstituido,

possuindo cadeias alquilicas esterificadas.

Através do espectro de RMN de *3C (Espectro 33, pag. 48) e com auxilio do
DEPT 135° (Espectro 34, pag. 48) foi possivel listar seis sinais de carbonos de anel
aromatico, sendo trés de CH (6 114,2; 115,7; 127,5) e trés de C (122,3; 144,0; 146,4).
Foram também listados dois sinais relativos a carbonos de dupla ligagdo conjugada (d
115,4; 144,7), um sinal relativo a carbonila conjugada (6 167,8) e um conjunto de sinais na
regido entre 6 29,0 - 32,0, relativos a carbonos metilénicos compativeis com a presenca de
cadeia alifatica saturada. Observou-se, também, dois sinais em & 64,8 ¢ 14,1 relativos a

carbono metilénico oxigenado e carbono metilico, respectivamente. Estes dados, reforcam

ESTUDO QUIMICO DE AESCHYNOMENE FILOSA - LEGUMINOSAE



RESULTADOS E DISCUSSAO | 44

a hipdtese que as substancias de 3 e 4 sejam derivadas do &cido cindmico 1,2,4-

trissubstituido, possuindo cadeias alquilicas esterificadas.

A identificacdo dos constituintes da fracdo AFH10- 11 deu-se por CG/EM
(Espectro 30, pag. 46). Os ions moleculares em m/z 488 e m/z 516 no espectro de massas
sdo compativeis com as férmulas moleculares de dois ésteres do &cido cafeico: docosilo-
3,4-di-hidroxi-trans-cinamato (Cz;Hs,04) (3) e tetracosilo-3,4-di-hidréxi-trans-cinamato
(C33Hs604) (4). Estes ésteres, também, sdo conhecidos como cafeato de docosila e cafeato
de tetracosila, respectivamente (Figura 9), e estdo sendo relatados pela primeira vez no
género Aeschynomene. Os dados de RMN de 13C da fracdo AFH10- 11 (Espectro 33, pag.
48) e do cafeato de docosilo e cafeato de tetracosilo (GIBBONS et.al, 1999) encontram-se
na Tabela 7 (pag. 45).

3 n=19

5 4 n=21

Figura 9 - Cafeato de docosilo (3)e cafeato de tetracosilo (4).

Cafeato de docosilo apresenta algumas propriedades biologicas descritas na
literatura, dentre elas, atividade inibitoria (DEY et al., 2009), anti-inflamatéria (LEE et al.,
2011) e uma moderada atividade antioxidante (LV et al., 2013).
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Tabela 7 - Dados de RMN de 3C de AH10- 11 e do cafeato de docosilo e cafeato de tetracosilo (GIBBONS
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3 n=19
4 n=21

et.al, 1999)
N° de AFH10- 11 cafeato de docosilo e cafeato de
Carb tetracosilo®
d°, mult, J/Hz &’ d°, mult, J/Hz dc
1 127,5 127,8
2 7,05(1H; d; 1,9) 115,7 7,09 (1H; d; 1,7) 114,6
3 1440 1440
4 146,4 146,5
5 6,83 (1H; d; 8,2) 114,2 6,87 (1H; d; 8,2) 115,7
6 6,96 (1H; dd; 8,2 e 122,3 7,01 (1H; dd; 8,2 e 1,7) 122,6
1,9)
7 7,52 (1H; d; 16,0) 1447 7,57 (1H; d; 15,9) 144.9
8 6,21 (1H; d; 16,0) 1154 6,27 (1H; d; 15,9) 116,0
9 167,8 168,0
1 4,14 (2H; t; 6,8) 64,8 4,19 (2H; t; 6,7) 65,1
2’ 31,8 1,68 (2H; m) 32,1
n=19e21 22,7-29,7  1,10-1,40 (m) 22-32
CH; 0,83 (3H; t; 6,2) 14,1 0,88 (3H; t; 6,4) 14,3

2Espectros obtidos em CDCl3, 300/ 75 MHz
PEspectros obtidos em CDClg, 400/ 100 MHz
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Espectro 30 - Cromatograma da fracdo AFH10- 11 e o espectro de massas (EI)” de 3 e 4, respectivamente.
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125 4

120 —

115

1 3749,3
110
3325

105

1 1276,7
100

Transmitancia %

05 1
. 2920

90
' | ' | ' | ' I ! I & I = 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm'i)

Espectro 31 - Espectro na regido do Infravermelho de 3 e 4 (Pastilha de KBr).

Current Data Parametars
MNAME AFH10-11
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 = Acquisition Parameters
Date 20130611

Time 16.49
INSTRUM ct
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG 9

O 65536
SOLVENT CDCI3
NS 8

oS 0

SWH 4789.272 Hz
FIDRES 0.073078 Hz
AQ 6.8419585 sec
RG 181

ow 104.400 usec
DE 6.00 usec

TE 300.0 K

m 1.00000000 sec
TOO 1
------- CHANNEL 1 ==m=
NUGCH 1H

P1 8.00 usec

PL1 -6
SFO1 300.1320409 MHz
F2 - Processing parameters

]
S| 300.1300119 MHz
WD EM
SSB
0.30 Hz
0.50

Espectro 32 - Espectro de RMN de H de 3 e 4 (CDCl3, 300MHz).
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[=] Current Data Parameters
1~ NAME AFH10-11
= EXPNO 3
PROCNO 1

F2 - Acguisition Paramater:

Date_ 20130827

Time 821

INSTRUM L]

POLPROG " 23p30
Fi

T S?TEEW

SOLVENT CDCI3
NS 35014
DS 2
SWH 18832 393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
/W\ AQ 0.8699904 sec
1 n RG 13004
DwW 26.550 usec
DE 6.00 usec
3 n=19 TE 300.0 K
D1 0.15000001 sec
4 n=21 dii 0.03000000 sec

DELTA 0.05000000 se«

TDO 1

SFO1 75.4768036 MH
13C

NUC1

P1 8.50 usec
PLW1 -1.00000000 W
SFO2 300.1312005 M+
NUC2 1H
CPDPRG[2  wallz16
PCPD2 100.00 usec
PLW2 -1.00000000 W
PLW12 -1.00000000 W
PLW13 ~1.00000000 W

F2 — Processing parameter:
Sl 32?58

SF 754677498 MHz
WDW EM
| SSB 0
| | ” g, o
. — —h i . | N T TN i o uo
T T T I T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro 33 - Espectro de RMN de 3C de 3 e 4 (CDCls, 75 MHz).

ol ~O Mm@ Current Data Paramelers
@© NN M—© DN OOND =AM~ O DLW M AFH10-11
< AW D TROMRMOOQOQUUOMANS OO EXPNO 2
- —r — - Te]
s K fonc RIBBB-AJAJIJILGINE  PROCNO 1
L L e !
\\|/ / \ﬁﬁﬁwy F2 - Acquisition Parameter:
Dale_ 20130626
Time 21.49
INSTRUM sgect
PROBHD 5 mm Dual 13C/

PULFROG dept135
TD 65536
SOLVENT CDCI3
N 4096

S
P o DS 8
v SWH 18832393 Hz

FIDRES 0.287360 Hz

AQ 1.7399808 sec

RG 2896.3

ow 26.550 usec

DE 6.00 usec

TE 3000 K

CNST2  145.0000000

D1 2.00000000 sec

dz2 0.00344828 sec

di2 0.00002000 sec

DELTA 0.00001082 sen

TDO 1

SFO1 75.4768036 MH

NUC1 13C

P1 8.50 usec

p2 17.00 usec

PLW1 =1.00000000 W

SFO2 300.1312005 MF

NUC2 1H

CPDPRG[2 waltz16

P3 14.40 usec

p4 28.80 usec

PCPD2 100.00 usec

PLW2 -1.00000000 W

PLW12 -1.00000000 W

F2 - Processing parameter

: ' ' i ' ' ' : & 754677518 MHz

160 140 120 100 80 60 40 20 ppm  wbw EM

Espectro 34 - Espectro de RMN DEPT 135° de 3 e 4 (75 MHz, CDCly).
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4.1 Estigmasterol (5)

Da fracdo AFHF- 11 (parte experimental, item 3.4.1.1, pag10), foi identificada a

substancia 5.

O espectro de RMN de *H (Espectro 36, pdg. 52) apresentou sinais na regido de &
0,40 a 2,90, indicando a presenca de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos,
caracteristicos de uma estrutura terpénica. Apresentou também um dubleto largo em 6 5,32
(J = 5,4 Hz) e de dois duplos dubletos em 6 5,09 (J =15,4¢ 8,0 Hz) e 6 4,94 (J =15,4¢€ 8,2

Hz). Este conjunto de sinais sdo indicativos que 5 trata-se do esterdide estigmasterol.

No espectro de RMN de 3C (Espectro 37, pag. 53) foi possivel observar a
presenca de vinte e nove sinais, atribuidos a trés carbonos quaternarios, onze carbonos

metinicos, nove carbonos metilénicos e seis carbonos metilicos.

A comparacdo dos dados de RMN de 3C de H- 4 com os dados do estigmasterol
(Figura 10, Tabela 8, pag. 50) (KOJIMA et.al, 1990) mostrou uma excelente correlacao,
indicando trata-se da mesma substancia. O estigmasterol € um esteroide comum em
plantas, porém, em geral, ocorre em mistura com o f-sitosterol. Em Aeschynomene filosa
identificou-se apenas o esteroide estigmasterol (m/z 412, Espectro 35, pag. 52), o qual, ja

foi isolado, previamente, no género Aeschynomene (CHEN et.al, 2011).

Figura 10 - Estigmasterol (5)
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Tabela 8 - Dados de RMN de 3C de 5 e do estigmasterol (Kojima et.al, 1990).

NUmero de 5 ESTIGMASTEROL
Carbono o c /ppm? 5 c /ppm”®
1 CH, 37,2 37,2
2 CHj; 31,6 31,6
3 CH; 71,8 71,8
4 CH 423 42,3
5 C 140,8 140,7
6 CH 121,7 121,7
7 CH, 31,9 31,9
8 CH 31,9 31,9
9 CH 50,2 50,1
10 C 36,5 36,5
11 CH, 21,1 21,1
12 CH; 39,7 39,7
13 C 42,2 42,1
14 CH 56,9 56,8
15 CH; 24,4 24,4
16 CH; 28,9 28,9
17 CH 56,0 55,9
18 CHj; 12,0 12,0
19 CHjs 19,4 19,4
20 CH 40,5 40,5
21 CHjs 21,2 21,2
22 CH 138,3 138,3
23 CH 129,3 129,2
24 CH 51,2 51,2
25 CH 31,7 31,9
26 CHjs 21,1 21,1
27 CHj; 19,0 19,0
28 CH, 25,4 25,4
29 CHjs 12,3 12,3

®Espectros obtidos em CDClz, 75MHz

bEspectros obtidos em CDCl3, 100 MHz
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Wax Intensity - 1,187 318

(1,000,000
S

125 -
1,004
(.75
150

0.2

Base Peal 55/ 47,37_‘
B L R R T el Titen .00

2
3
L i ‘. I : g
500 750 1000 1250 1800 1750 2000 2250 3000 3800 3780 400.0 4250 4500 4750 5000
Espectro 35 - Cromatograma da fragdo AFHF- 11 e o espectro de massas (EI)” de 5.
1H - CDC13 - AFEF17 - alene - wg
Current Data Parameters
MNAME AFHF17
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 30122
Time
INSTRUM t
PROBHD 5 mm Dual 135/
PULPR 29
SOLVENT cociz
NS 8
DS 0
SWH 4789272 Hz
FIDRES 0.073078 Hz
AG 68418585 sec
RG 161.3
ow 104,400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sac
1

menasnas GHANNEL {1 aame

1H
£.00 usec

-6.00 dB
300.1320409 MHz

F? - Processing parameters

65
300.1300121 MHz
EM

0.30 Hz
1.00

Espectro 36 - Espectro de RMN de *H de 5 (CDCls;, 300 MHz)
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@

PN o O PN T NN OO OO T NOO D - O BT OO T OO Current Data Parameters

O FTNOUDOROAN-TRONTRONNDNROQAUMNMNOONOOOOONNOO® NAME AFHF17

BANN~~ G~ BrOWANNS TS © COUNTIN -~ DDDBVBN N~

LR EC B R R R By Y88 r8nnnaddidd8aada2eerde EXPNO 3
S\ \| -  PRocNO 1

F2 - Acquisition Parameter:

Date_ 20130129
Time 822
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm Dual 13C:
PULPROG zgpg30
768

1D 32
SOLVENT CDCI3
NS 45135

DS 2

SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004

Dw 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

D1 0.15000001 sec
di1 0.03000000 sec

DELTA 0.05000000 se«
TDO

1
SFO1 75.4768036 MH
NUC1 13C

P1 8.50 usec
PLW1 —1.00000000 W

SFO2 300.1312005 M
NUG2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 100.00 usec
PLW2 -1.00000000 W
PLW12 -1.00000000 W
PLW13 -1.00000000 W
F2- Prwessin? parameter:
Sl 32768
SF 75.4677488 MHz
J wWDw EM
e FIRRIR - L J Ly SSE 0

LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

T T ' T T ' T T T I

T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro 37 - Espectro de RMN de **C de 5 (CDCls, 75 MHz)
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4.2  Quercetina (6)

Da fragdo FA12- 12 (5,0 mg) (parte experimental, item 3.5.1, pag. 12) foi isolada
e identificada a substéancia 6.

O espectro de absorc¢do na regido do infravermelho (Espectro 39, pag. 57) obtido
em pastilha de KBr, revelou uma absorcdo em 3417,6 cm™, caracteristica de estiramento de
OH, sugerindo a presenca de grupamentos hidroxilas no composto. Observou-se, também,
uma absorcdo em 1612,3 cm™, atribuida a ligacdes C=C de anel aromético
(SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN de 'H (Espectro 40, pag. 58) apresentou cinco sinais na
regido de hidrogénios de anel aromatico, sendo trés singletos em 6 7,73; 6,39 ¢ 6,18 ¢ dois
dubletos em 6 7,61 (J = 8,5 Hz) e 6,86 (J = 8,5 Hz).

Através do espectro de RMN de **C (Espectro 41, pag. 58) e auxilio do DEPT
135° (Espectro 42, pag. 59) foi possivel listar quinze sinais: doze relativos a carbonos de
anel aromatico, sendo cinco de CH (8 94,5; 99,3; 116,0; 116,3; 121,7) e sete de C (104,5;
124,2; 146,2; 148,8; 158,3; 162,5; 165,8), além de dois sinais relativos a carbonos de dupla
ligacdo (& 137,2; 148,0) e um relativo a carbonila conjugada (5 177,3). A andlise destes
dados, associados aos observados no espectro de RMN de *H, sugeriu a presenca de um

esqueleto flavonoidico do tipo flavonol.

O pico do ion molecular em m/z 302 observado no espectro de massas (Espectro
38, pag. 57) é compativel com a formula molecular C;5H1007, que foi proposta para 6. A
analise dos dados obtidos e comparagio com os da literatura (GUVENALP &
DEMIREZER, 2005) (Tabela 9, pdg. 56), permitiu caracterizar 6 como sendo 5,7,3’,4’-
tretrahidroxiflavonol, também conhecida como Quercetina (Figura 11, pag. 55), a qual ja

havia sido isolada previamente no género Aeschynomene (CHEN et.al, 2011).
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Figura 11 - Quercetina (6).

A quercetina apresenta diversas propriedades biologicas descritas na literatura,
destacando-se as atividades antioxidante (RAVICHANDRAN et al., 2014), virucida
(CARVALHO et. al., 2013) e malaricida (VASHIST et. al., 2008).
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Tabela 9 - Dado de RMN de *H e 13C de 6 e da quercetina (GUVENALP & DEMIREZER, 2005)

N° de 6 Quercetina
Carb. 5.2 &y %, mult, J/Hz o’ &y °, mult, J/Hz
2 148,0 147,9

3 137,2 137,2

4 177,3 177,3

5 162,5 162,5

6 99,3 6,18 (1H; 5) 99,3 6,17 (1H; d; 2,0)
7 165,8 165,7

8 94,5 6,39 (1H; s) 94,4 6,37 (1H; d; 2,0)
9 158,3 158,2

10 104,5 104,7

1’ 124,2 124,1

2’ 116,0 7,73 (1H; s) 116,0 7,73 (1H; d; 2,0)
3 146,2 146,2

4 148,8 148,7

5 116,3 6,88 (1H; d; 9,0) 116,2 6,87 (1H; d; 8,0)
6’ 1217 7,64 (1H; dI; 9,0) 1216 7,62 (1H; dd; 7,5 e 2,0)

®Espectros obtidos em MeOD, 300/75 MHz
PEspectros obtidos em MeOD, 500/125 MHz
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[Everiiiiscan RetTme 71305 7.130] Scanll. 003 5 043]

Base Peak: 3021143 002
104 mz 64320 Abs bien T Felbien OO0

1004 Lo

28 o
290 l l l

Loty o ds L '. | 7 38 18 447 457 487 25 57 €89 B92 B4R
200 20 %0 o a0 450 50 sk 600 850

Espectro 38 — Espectro de Massas (EI)” de 6.

Transmitancia %o

3417.6

60 —
4000 3500

T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Ondas (cm'l)

Espectro 39 - Espectro na regido do Infravermelho de 6 (Pastilha de KBr).
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2 = e 2 guoe Current Data Parameters
29 8% &S 23 328 NN, A2
|
\ I/ \/ | \\V PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
OH Date_ 20131218
Time 9.26
INSTRUM E:
OH PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG 20
TD 5536
SOLVENT MeQD
o 0 53 o
SWH 4789.272 Hz
FIDRES  0.073078 Hz
AQ 6.8419585 sec
RG 256
OH DW 104.400 usec
DE 6,00 usec
TE 300.0 K
OH o j L1 1.00000000 sec
\}\ TDO 1
==mmmm== CHANNEL {1 ====
Jn K \ NUCH 1H
T T T T T T T T T T T T - v T . . P1 8.00 usec
95 90 85 60 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 pem  EL OB Mz
F2 - Pmoessir? parameters
Sl 65536
SF 300.1300046 MHz
WDw EM
558
é% 0.30 Hz
B 3 8 g2 5 g g PC 1.00
b .~| = s © T T
/'\
/A .n‘\}x\l N \
\ fi F AN BN
N VYN YN y L
7.75 7.70 765 ppm 695 690 685 ppm 640 635 630 625 620 615 ppm
Espectro 40 - Espectro de RMN de *H de 6 (MeOD, 300 MHz).
% Q%&EE%E 3%&8 rq‘-"-u: LN~ HODOTO-OONOW Current Data Parameters
r~ o od g ed 0 M~ s r-wwwn < 99 QUN-=m= = O0MNT - NAME FA12-12
S gRRiize (807 83 99999999999999 eNo 8,
| \ { / J/ | \ | \/ | | | W F2 - Acquisition Parameter:
Date_ 20140106
Time 8.20
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
OH PULPROG zgpg30
TD 768
OH SOLVENT MeOD
NS 123
DS 2
SWH 18832.393 Hz
HO o FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004
Dw 26.550 usec
DE 6.00 usec
OH TE 300.0 K
D1 2.00000000 sec
M4 di1_ 0.03000000 sec
DELTA 1.69999998 sev
TDO 1
SFO1 75.4768036 MH
NUG1 130
P1 8.50 usec
PLW1 —1.00000000 W
SFO2 300.1312005 MF
NUC2 H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 100.00 usec
PLW2 =1.00000000 W
PLW12 -1.00000000 W
PLW13 -1.00000000 W
F2 - Processing parameter:
Sl 32768
SF 754676427 MHz
WDw EM
SSB
LB 1.00 Hz
GB
PC 1.40
I T T I I I 1 T I T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro 41 - Espectro de RMN de 3C de 6 (MeOD, 75 MHz).
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Current Data Parameters
NAM FA12-12
EXPNO 2
W T+ D PROCNO 1
228 55 58SRY e
- 0w 1 ™ g e - isiti g
N o - @ < DD DO ®D D E%te Aoqunsggh%eirgpeter“
- - [<; bt s Time 10.96
| \/ L“*\\\//f’) INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C:
PULPROG dept135
OH TD 65536
SOLVENT MeQD
OH NS 16384
DS 8
SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.287360 Hz
HO 0 AQ 1.7399808 sec
RG 2896.3
DwW 26.550 usec
DE 6.00 usec
OH TE 300.0K
CNST2 145.0000000
o d D1 2.00000000 sec
d2 0.00344828 sec
di2 0.00002000 sec
DELTA 0.00001082 se
TDO 1
SFO1 75.4768036 MH
NUG1 13C
P1 8.50 usec
p2 17.00 usec
PLW1 ~1.00000000 W
SFO2 300.1312005 ME
NUGC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
P3 14.40 usec
4 28.80 usec
CPD2 100.00 usec
PLW2 -1.00000000 W
PLW12 -1.00000000 W
F2 - Processing parameter:
sl 768
. . . r . . . ; r . . . SF 75.4676646 MHz
wDow EM
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 ppm

Espectro 42 - Espectro de RMN DEPT 135° de 6 (MeOD, 75 MHz).
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4.3 3-O-a-L-arabinofuranosil quercetina (7)

Da fragdo FA128-P7 (12,7 mg) (parte experimental, item 3.5.1.1, pag. 12) isolou-

se um sélido amarelo, codificado como 7.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Espectro 43, pag. 64, obtido
em pastilha de KBr, revelou uma absorcdo em 3409,8 cm™, caracteristica de estiramento de
OH, sugerindo a presenca de grupamentos hidroxilas na estrutura do composto. Observou-
se, também, uma banda caracteristica de ligaces C=C de anéis aromaticos, com absor¢édo
em 1604,6 cm™, e outra caracteristica de carbonila, com o maximo de absor¢do em 1654,8
cm™ (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

No espectro de RMN de *H (Espectro 44, pag. 64) observou-se que o perfil dos
sinais é bem semelhante aos de 6, indicando tratar-se de um flavonoide. Os sinais em 6
7,47 (H2’), 6,85 (H5’) e 7,47 (H6’) correspondem aos hidrogénios do anel B e 0s sinais em
0 6,19 (H6) e 6,40 (H8) correspondem aos do anel A. Este padrao de substitui¢do indica
que a substancia 7 possui o nucleo flavonoidico da quercetina. Adicionalmente, o espectro
mostrou sinais na regiao de 6 3,0 -5,6, caracteristicos de agtlicares, destacando o sinal em &

5,54 atribuido a um hidrogénio anomérico.

Com base no espectro de RMN de **C (Espectros 45 e 46, pag. 65) e auxilio do
DEPT 135° (Espectro 47, pag. 66) foi possivel listar quinze sinais de carbonos sp?, tipicos
da estrutura basica da quercetina. Além destes, foram observados mais cinco sinais na
regido caracteristica de agucares: quatro entre 6 60,7 -85,9 e um em o 107,9, referente ao

carbono anomérico.

A localizacdo deste foi dada pelo deslocamento, em relacdo ao espectro da
quercetina (WENKERT & GOTTLIEB, 1977), observado em C-3 e C-2 (Tabela 10, pag.
61). Em 7, C-3 esta protegido em torno de 4 ppm e C-2 desprotegido em torno de 8 ppm,
deslocamentos que s6 podem ocorrer em funcéo da presenca de uma substituicdo em C -3,

comprovando assim a localiza¢ao da unidade de agUcar nesta posicao.
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Tabela 10 — Valores de deslocamento quimico de RMN de 3C da aglicona de 7 e da quercetina
(WENKERT & GOTTLIEB, 1977).

N° de 7 Quercetina
Carb. 82 ocP
2 156,4 1471
3 133,4 136,0
4 177,7 176,0
5 161,3 160,9
6 98,7 98,7
7 164,2 164,2
8 93,6 93,9
9 157,0 160,9
10 104,0 103,4
r 121,0 122,4
2’ 115,5 115,5
3’ 145,1 145,3
4’ 148,5 147,9
S’ 115,6 116,0
6’ 121,8 120,5

®Espectros obtidos em DMSO-d6, 25MHz
PEspectros obtidos em DMSO-d6, 75MHz

Os dados de RMN de **C sdo de grande importancia na determinacéo da estrutura
de um composto glicosilado, pois a partir destes dados é possivel estabelecer o numero de
acucares ligados, a natureza dos mesmos, a posicao a qual estd ligado na aglicona, bem
como sua configuracdo e conformacdo (AGRAWAL, 1989). O conjunto de sinais
oximetinicos e oximetilénico relativos ao acticar observado no espectro de RMN de **C de
7, com destaque para os sinais de CH em 6 82,2 ¢ 85,9 ¢ de CH; em 6 60,7, permitiram
identificar a unidade glicosidica como sendo de arabinofuranosideo. A configuracdo em a
ou B foi definida pela constante de acoplamento do hidrogénio anomérico, o qual
corresponde a um dubleto em 6 5,54 com J = 1,2 Hz. Este valor de J indica uma
configuragdo o para este agucar (LU & FOO, 1997), pois para uma configuracao 3 a

constante de acoplamento esperada seria em torno de 7,0 Hz (MEDIANI et.al, 2012)

Portanto, a analise dos dados de 7 e a comparacao destes com os da literatura (LU
& FOO, 1997) (TABELA 11, pag 63), permitiu caracterizar 7 como sendo 3-O-a-L-
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arabinofuranosil quercetina (Figura 12), também conhecida como avicularina, ja isolada,

previamente, no género Aeschynomene (IGNOATO et.al., 2012).

Figura 12- 3-O-a-L-arabinofuranosil quercetina (7).

A avicularina apresenta diversas propriedades biologicas descritas na literatura,
dentre elas, atividades antioxidande, hepatoprotetora (AN et al., 2005), antibacteriana
(GREGOIRE et al., 2007), anti-inflamatéria (VO et al., 2012).
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Tabela 11 - Dados de RMN de H e 13C de 7 e da avicularina (LU & FOO, 1997).

N° de 7 Avicularina

Carb. 5 &%, mult, J/Hz dc” &r°, mult, J/Hz
2 156,5 156,9

3 133,4 133,4

4 177,8 177,7

5 161,3 161,2

6 98,8 6,19 (1H; s) 98,7 6,20 (1H; d; 2,0)
7 164,5 164,3

8 93,7 6,40 (1H; s) 93,6 6,41 (1H; d; 2,2)
9 157,0 156,4

10 104,0 103,9

r 121,0 121,0

2’ 1156 7,47 (1H; d; 2,1) 1155 7,48 (1H; d; 2,2)
3 145,2 145,1

4’ 148,6 148,5

5’ 1156 6,85 (1H; d; 8,4) 1155 6,86 (1H; d; 8,4)
6’ 121,8 7,55 (1H; dd; 8,4 e 2,1) 121,7 7,55 (1H; dd; 8,5€e 2,2)
1” 107,9 5,54 (1H; d; 1,2) 107,9 5,59 (1H; d; 1,0)
27 82,2 82,1

3 77,0 77,0

4 85,9 85,9

5 60,7 4,15 (1H; d; 2,1) 60,7 4,16 (1H; d; 2,6)

®Espectros obtidos em DMSO-d6, 300/75 MHz
bEspectros obtidos em DMSO-d6, 300/75 MHz
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Transmitanica %

70 16543 :
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Espectro 43- Espectro na regido do Infravermelho de 7 (Pastilha KBr).

B o ropoamNe o

2 G2 B3;TERIRE? g Current Data Parameters

& W THGanonoean o NAME FA128-P7A
] )

|V NN/ Y

EXPNO 1
PROCNO 1
| F2 - Acquisition Parameters
Dat 20131218

Time B.42
INSTRUM spect
PROEBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG z

D 65536
SOLVENT DMSO
NS 8

FIDRES 0.073078 Hz
AQ 6.8419585 sac
71.8

ARG .
Dw 104.400 usec
llJ DE 6,00 usac
TE 300.0 K
o 1.00000000 sec
\J 00 1
M ==sss=es CHANNEL {1 ==as
NLCH 1H

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T P1

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05  ppm 9.00 Lsge

DS 0
\ SWH 4789.272 Hz

PL1 -6.00dB
oEPE i < e SFO1  300.1320409 MHz
- y ~ _ P -
= 47 1Y ~ £ - Pocsgg pursr
> / . ~ g SF_ 300.1300005 MHz
e / / \ \ = wow EM
e s s e SSE o0
- . |\ S ~_ LB 0.30 Hz
-— £ 1 - - GB 0
e . PC 0.50
gags % ¥ 3 g 8e
[\ \/

Espectro 44 - Espectro de RMN de 'H de 7 (DMSO-d6, 300 MHz).
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CURDUNON - DDOTOO M~ T O — OO

NMODNNOOTCMNO~-T00WOoOWONORINr-r0OO0NOMNNODO MY 00 Current Data Parameters

e I e L L R R B e el el e B Bl A A R R el A= R L R R R s NAME FA128-P7A

FOOODNDULIFIFTFTNANNN -~~~ 00OV OLNNN DSOS DD DOOD EXPNO

Redddad RN EPPE5 55 55 1 15 Lanypiadd) Foco

e

S===a\ NN/ ez N 2 Ao
- Acquisition Parameter.
Date_ 20140113
Time 7.43
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C
PULPROG zopg30
D 32768
SOLVENT DMSO
NS 134555
0s 2
SWH 18832393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004
Dow 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 0.15000001 sec
di1 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 se
TDO 1
SFO1 754768036 MH
NUC1 13C
P1 8.50 usec
PLW1 -1.00000000 W
SFO2 300.1312005 Mk
NUG2 1H
CPDPRG[2 wallz16
PCPD2 100.00 usec
PLW2 ~1.00000000 W
PLW12  -1.00000000 W
PLW13  -1.00000000 W
F2 - Processing parameter.
iy
SF 754677756 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GE 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Espectro 45 - Espectro de RMN de 3C de 7 (DMSO-d6, 75 MHz).

Current Data Paramaters
NAME FA128-PTA
3

EXPNO
e 5 8 8398 5 83 © Ts 8385 oo
~ Mg ~ 0o W o
~ §§ § :“'3'2;“.}',‘3 i g S "?g E'&_E: F2 - Acquisition Parameter:
VoSNV TN \/ N// I
Vo / l INSTRUM  spect

PROBHD 5 mm Dual 13C/
FULPROG zgpg30
7

D 32768
SOLVENT DMSO
NS 134555

Ds 2

SWH 18832.393 Hz

FIDRES 0.574719 Hz

AQ 0.8699904 sec

RG 13004

Dow 26.550 usec
| W TR " " DE .00 usec

T R P e o 0.15000001 sec
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 ppm  dui 0.02000000 sec
— o w© DELTA 0.05000000 sex
ar 2 3 K 88 28 3 8 N 1
r~ «© : : Y - : SFO1 75.4768036 MH
=S 2 3 & 88 B8 = 3 8 NUC1 13C
v | | \ ] l\/ | P1 B.50 usec
Y PLW1  —1.00000000 W
SFO2 300.1312005 M
NUG2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCFD2 100.00 usec
PLW2 -1.00000000 W
PLW12 1.00000000 W
PLW13 =1.00000000 W
F2 - Processing parameter:
Sl 32768
SF 754677756 MHz
WDW EM
558 0
LB 1.00 Hz
GB V]
FC 1.40
e d
T T T T T T T T T T T
110 105 100 95 0 85 80 75 70 65 ppm

Espectro 46 — Ampliacdo do espectro de RMN de 13C de 7 (DMSO-d6, 75 MHz).
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GCurrent Data Parameters
NAME FA128-P7
EXPNO 2
& ol s PROCNO 1
N MM ©OW W M~ ~OWOM~ = © COOOLODND
= W s W ¥ oD@k~ O ¥ Tohobhaio F2 — Acguisition Parameters
N - OO0 W ¢ wW——®w O S WoOoOOaoOao Date. 20140111
- - - 3 O Do~ © © TFTOOOOOO Tima~ 16.15
'Y VvV I NV s INCTEUM e
! PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG dept135
TD 65538
SOLVENT DMSO
NS 24576
DS 8
SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.287360 Hz
AQ 1.7399808 sec
RG 2896.3
Dw 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
d2 0.00344828 sec
di2 0.00002000 sec
DELTA 0.00001082 sec
TDO 1
SFO1 75.4768036 MHz
NUC1 13C
P1 8.50 usec
p2 17.00 usec
PLW1 —1.00000000 W
w SFO2  300.1312005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[Z  waltz16
P 14.40 usec
pd 28.80 usec
PCPD2 100.00 usec
PLWZ -1.00000000 W
PLW12 -1.00000000 W
F2 - Processing parameters
Sl 32768
SF 75.4677942 MHz
WDW EM
SSB o0
LB 1.00 Hz
T T T T T T T T T T 1 gg 0 140
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 ppm ’

Espectro 47 - Espectro de RMN DEPT 135° de 7 (DMSO-d6, 75 MHz).
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4.4 3-O-p-D-glicopiranosil quercetina (8) e 3-O-p-D-galactopiranosil

quercetina (9)

Uma mistura de substéncias foi caracterizadas na fracdo FA128-P4 (21,6 mg)

(parte experimental, item 3.5.1.1, pag. 12), as quais foram codificadas como 8 e 9.

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (Espectro 48, pag. 72), obtido
em pastilha de KBr, revelou uma absorc&o em 3406,0 cm™, caracteristica de estiramento de
OH, sugerindo a presenca de grupamentos hidroxilas na estrutura dos compostos.
Observou-se, também, bandas de absorcdo em 1604,6 cm™ e em 1654,8 cm™, atribuidas &
presenca de C=C de anel aromatico e de carbonila de cetona conjugada (SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2000).

A anélise do espectro de RMN de 'H (Espectro 49, pag. 72) revelou um perfil
muito semelhante ao observado no espectro de 6 e dois conjuntos de sinais muito
proximos, indicando a presenca de duas substancias de natureza flavonoidica e
estruturalmente semelhantes. Os sinais em 6 7,85 (H2’), 6,86 (H5’) e 7,58 (H6’),
correspondem aos hidrogénios do anel B do ndcleo flavonoidico, enquanto os sinais em &
6,19 (H6) e 6,38 (H8), correspondem aos do anel A, indicando um padrédo de substituigdo
igual ao da quercetina. Também, foram observados Sinais na regido de 6 3,25 -5,25,
caracteristicos de acgucares, destacando os em & 5,25 (J = 6,9 Hz) e 5,16 (J = 7,8 Hz),
atribuidos aos hidrogénios anoméricos de duas unidades glicosidicas.

No espectro de RMN de **C (Espectros 50, 51, 52 e 53, pag. 73 e 74) foram
observados dois conjuntos de sinais muito proximos. Na regido entre 6 179,5 e 94,8 foram
listados sinais de carbonos referentes a duas agliconas (quercetina) e dois carbonos
anoméricos, enquanto na regido entre 8 61,9 ¢ 78,4 observou-se dez sinais de carbonos de

acucar, sugerindo tratar-se de duas hexoses.

A localizagdo destes acucares foi dada pela diferenca de deslocamento quimico,
observado em C-3 e C-2, em relacéo aos valores observados no espectro da quercetina (6)
(Tabela 12, pag. 68). Em 8, C-3 esta protegido em torno de 1 ppm e C-2 desprotegido em
torno de 11 ppm, enquanto em 9, C-3 esta protegido em torno de 2 ppm e C-2
desprotegido em torno de 11 ppm. Esses deslocamentos sdo compativeis com a presenca de
uma substituicdo em C -3 em 8 e 9, indicando, assim, a presenca de uma unidade

glicosidica nesta posicdo da estrutura de cada uma das substancias.
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Tabela 12 — Valores de descolamento quimico de RMN de 13C da aglicona de 8 € 9 e da

quercetina (6).

.N° Quercetina (6) 8 9
de 6 1°C Ippm? 6 1°C Ippm® 6 °C Ippm®
Carb.

2 148,0 159,0 158,8
3 137,2 135,8 1354
4 177,3 179,5 179,1
5 162,5 162,0 162,7
6 99,3 99,2 99,7
7 165,8 166,1 165,7
8 94,5 94,8 94,6
9 158,3 158,4 158,2
10 104,5 105,6 105,4
1 124,2 122,8 122,6
2’ 116,0 116,1 115,8
3’ 146,2 145,8 145,5
4 148,8 149,9 149,6
5 116,3 117,8 117,4
6’ 121,7 122,9 123,0

A natureza glicosidica de 8 e 9 foi revelada pelo nimero de sinais oximetinicos e
oximetilénico observados no espectro de RMN **C. Os seis sinais de maior intensidade
observados no espectro de 8 (6 104,3 — anomérico, 78,3, 78,1, 75,7, 71,2 — CH e 62,5-CH,)
permitiram sugerir a unidade glicosidicas como sendo uma glucopiranose. J& os seis sinais
de menor intensidade (6105,4 — anomérico, 77,1, 75,1, 73,2, 70,0 — CH e 61,9 — CHy,)
permitiram sugerir que a unidade glicosidicas de 9 é galactopiranose. A configuragdo a ou
B de 8 e 9 foi definida pela constante de acoplamento dos hidrogénios anoméricos (H1’’)
de cada uma das substancias. Em 8 e 9 as constantes de acoplamentos medidas foram de
6,9 e 7,8 Hz, respectivamente e sugeriram uma configuragdo 3 para ambos os agucares
(GUVENALP & DEMIREZER, 2005), pois para uma configuracio o a constante de
acoplamento esperada seria entre 1,0 - 4,0 Hz (AGRAWAL, 1992).

Portanto, a analise destes dados e a comparacdo 0s mesmos com os da literatura
(KAZUMA et al.; 2003, GUVENALP & DEMIREZER™, 2005) (Tabelas 13 e 14, pag. 70
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e 71), permitiram identificar 8 e 9 como sendo 3-O-p-D-glicopiranosil quercetina” e 3-O--
D-galactopiranosil quercetina, respectivamente, também conhecidas como isoquercitrina

(8) e hiperina (9) (Figura 13). Estas estdo sendo relatadas pela primeira vez no género
Aeschynomene.

Figura 13 - Estrutura Quimica da Isoquercitrina (8) e da Hiperina (9).

Isoquercitrina e hiperina apresentam diversas propriedades bioldgicas descritas na
literatura, dentre elas, atividades anti-hipertensiva (GASPAROTTO JUNIOR et al., 2011)
e leishmanicida (SIDANA et al.,, 2013), respectivamente, enguanto ambas possuem
atividade antioxidante (LEE et al., 2011).

ESTUDO QUIMICO DE AESCHYNOMENE FILOSA - LEGUMINOSAE

_1lu§i o
<Y



RESULTADOS E DISCUSSAO | 69

Tabela 13 - Dados de RMN de H de 8 e 9 e de isoquercitrina e hiperina (KAZUMA et al.; 2003, GUVENALP &
DEMIREZER™, 2005).

N° de 8 Isoquercitrina’ 9 Hiperina

Carb.  §.2 mult, JJHz &4°, mult, J/Hz &1®, mult, J/Hz &4, mult, J/Hz

2

3

4

5

6 6,19 (1H; sl) 6,20 (1H; d; 2,2) 6,19 (1H; sl) 6,12 (1H; d; 1,9)

-

8 6,38 (1H: sl) 6,39 (1H: d; 2,2) 6,38 (1H; sl) 6,30 (1H: d: 1,9)

9

10

T

2 7,71 (1H; sI) 7,70 (1H; d: 2,2) 7,85 (1H; sI) 7,82 (1H; d: 2,0)

3

T

5’ 6,86 (1H; d; 8,1) 6,86 (1H; d; 8,3) 7,58 (1H; dI, 6,85 (1H; d; 8,0)

8,1)

6 758 (1H; dl;, 7,58 (1H:dd:83e 6,86 (1H; d; 8,1) 7,57 (1H: dd; 7,5 € 2,0)
8,1) 2,2)

1" 525(1H:d;6,9)  523(1H:d:7.6) 5,16 (1H: d: 7,8) 5,04 (1H: d: 7,6)

2" 3,82 (1H: m)

3" 3,54 (1H: m)

4 3,85

5 3,45 (1H: m)

6" 3,58 (1Hoz dd; 11,0 e 7,0)

3,65 (1HP; dd; 11,0 € 4,0)

# Espectros obtidos em MeOD, 300 MHz

b Espectros obtidos em MeOD, 100 MHz
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Tabela 14 - Dados de RMN de 3C de 8 e 9 e de isoquercitrina e hiperina (KAZUMAet al.; 2003,
GUVENALP & DEMIREZER™, 2005).

N° 8 Isoquercitrina’ 9 Hiperinaﬁ
de ot dc oc’ dc”
Carb.

2 159,0 158,5 158,8 158,5
3 135,6 135,6 135,8 135,4
4 179,4 179,5 179,5 179,1
5 163,0 163,1 162,9 162,7
6 99,2 99,9 99,2 99,7
7 166,1 166,0 165,1 165,7
8 94,8 94,7 94,8 94,6
9 158,4 159,0 158,4 158,2
10 105,6 105,7 105,6 105,5
1 123,0 123,2 122,8 122,8
2’ 116,0 116,0 116,1 1159
3’ 1459 145,9 145,8 145,6
4 149,8 149,8 1499 149,7
9’ 117,6 117,5 117,8 117,7
6’ 123,2 123,1 1229 122,8
17 104,3 104,3 105,4 105,4
2 75,7 75,7 73,2 73,2
3 78,3 78,1 75,1 75,1
4 71,2 71,2 70,0 70,0
5" 78,1 78,4 77,1 77,2
6’ 62,5 62,6 61,9 62,0

Espectros obtidos em MeOD, 75 MHz

® Espectros obtidos em MeOD, 100 MHz
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86 = OH
84 -
| 375684 7

82 A S Al
S )
= 80 -+
5
< i
=
= 78
7
= )
= 76 -

74

3406
72 -
1083,9
L] I L] I L] I L] I L] I L] I L] I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de ondas (cm'l)

Espectro 48 - Espectro na regido do Infravermelho de 8 e 9 (Pastilha KBr).

2U28N8 By BESBBROUINBENEEN0oEAE5ERET088E 2R Gairent Data Parameaters
QNN @g nrow:\.m‘—ro\mowoqoouhomnmmnvvvvmmﬂ:\.qwnwmrw
Mt GO COHOOBOOLEST 0NN EONOONNROIOOENNNEO0 -~~~ O0 EXPNO 1
/ e HEW“ PROCNO 1
WY ANSSSSSS5SS — [\
F2 - Acquusmon Parameters
Date 20140213
oH Time 1?40
INSTRUM
PROBHD Emm ual 13C/
OH PULPROG zg
SOLVENT MeQD
HO.
Ds 0
SWH 4789272 Hz
FIDRES 0.073078 Hz
A 68419585 sec
OR RG 128
ow 104,400 usec
OH o A-3a R =Glucose DE 6.00 usec
A-3b  R= Galactose TE 300.0 K
23] 1.000@0008&
TOO
semmmmms CHANNEL {1 ssss=s
VY J\J\, 1Y, . NUCH 1H
P1 8.00 usec

PL1 -6.00 dB
9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 ppm  SFO1 300.1320408 MHz

— F2 - Processing parameters
e / <]] 131 c?
~ / SF 300.1300045 MHz
- / wow EM
-~ ! S58 0
// / LB 0.10 Hz
_~ / \ GB 0
/ A "\ PC 0.50
g g 2
< o e

— 773
7.583
566

it N, A N NN )

T T T T T T |
T8 77 76 ppm 680 685 ppm 64 63 ppm 525 520 ppm a6 34 oom

Espectro 49 - Espectro de RMN de 'H de 8 ¢ 9 (MeOD, 300 MHz).
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b= = Currant Data Parameters
Tl f LRl B R e REn o5 R8Y 8,8 B BnEBnBSadZaRE 2SN EaTR8S 683 NAME FAI2S
e @EMOL RSN S-S - 00 0C0CCaAAARARRRORLNRRROE T - -~ EXPND 3
NP O gge0dgg 0990099009009 9 30300y URuudglddodgeagy PROCNO 1
L ANALA AR A S A A LA EA N ARAAAA MR AAEASEAAAARREE DD D EE AL LSS D]
F2 - ftion P
!M Date. 20140214
Time 16
INSTRUM 5
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG
T
SOLVENT MeQD
NS 221
0s
OH SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
OH AQ 04 sec
AG
ow 26550 usec
DE 6.00 usec
Ho. O TE 300.0K
il 0.15000001 sec
dil 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
oR 100 1
SFO1 75.4768036 MHz
OH o A-3a R =Glucose PPI‘LIC1 13C
A-3b  R= Galactose PLWA —180%303380\1‘!
SFO2 300.1312005 MHz
NUC2 1H
CFPDPRG[2 waltz16
PCPD2 100.00 usec
PLWZ2 =1.00000000 W
PLW12  -1.00000000 W
PLW13 =1.00000000 W
F2- Prooesetr? parametars
=]l 32768
SF 75.4676438 MHz
Wi EM
SSB 0
LB OHz
GB 0
PC 0.50
I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 o0 80 0 60 50 a0 30 20 10 ppm

OR

A-3a R =Glucose
A-3b  R= Galactose

‘II[ -

p——————

T

£
g_

T T T T T T T T T T T T T T
176 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95

185 180 %0 7% 70 50 ppm
0o g = QBce I~ b ~o o
-c & BEEE &8 @~ ~ &
88 3§ 22 3888 g2 49 54

) oo \/ | \ \/ \/
Y EE \ MWV V V \
|
|
N
anlV pny
) AA‘IA
Jd A g b e g e r Py
FE— SR . e . S . . : . : . : P
166 165 184 163 162 161 160 158 158 ppm 150 148 148 144 142 190 138 136 ppm

Current Data Parameters
NAME  FA1

28-P4
EXPND 3
PROCNO 1
F2 - Acguisiion Parameters
Date 20140214
Time 6
INSTRUM
PROBHD S mm Dual 13C/
PULPROG 20pa30
O TES
SOLVENT MeOD
NS 221

2
SWH 168632.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004
ow 26.550 usec
3] 6.00 usec
TE 300.0 K
o 0.15000001 sec
di1 0.03000000 sec
DEldTA 0.0511300000 sec
SFO1 75.4768036 MHz
NUGCH 13C
1 B.50 usec

PLW1 —1.00000000 W
SFO2  300.1312005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 100.00 usec
PLW2 —1.00000000 W
PLW12 =1.00000000 W
PLW13 =1.00000000 W
F2 - Procsssen_? parameters
Sl 32768
SF T5.46T6438 MHz
WDOW EM
SSB 0
LB OHz
GB Q
PC 050

Espectro 51 - Ampliacdo do espectro de RMN de 3C de 8 e 9 na regido de 167 — 135 ppm (MeOD, 75

MHz).
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Current Data Parameters
NAME  FA1

28-P4
5 EXPNO 3
Bl s PR AL B R RE RN s tBYR Rl ER 8N EriSis3 TR ELENREPLEBEHEE PROCND 1
CR IR 2292329 RITIRRIRRTIRI IR LRERY FZ-MU'E"WEHWW

n I Date 20140214
e —., ~~  me 816
oH ] g INSTRUM
PROBHD & mm Dual 135/
PULPROG 2gpg30

T 32768
SOLVENT MeOD
NS 49221

F2 - Processn? parameters
Sl 32768

HO. 0.
SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0574719 Hz
AQ 0.8639904 sec
or AG 13004
B gRee
- = usec
oo ’: 32 R = Glucose TE 300.0 K
-3 R=Galactose o1 0.15000001 sec
11 0.03000000 sec
DELTA ~0.05000000 sec
1
J l i l l ﬂ J ‘ ‘ u SFO1  75.4768035 MHz
. . . . NuCt 13C
" e P1 B.50 usec
PLW1  —1.00000
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 SFO2 300.1312005 MHz
185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 85 S0 B85 80 75 70 65 60 55 50 ppm  NUCE2 1H
o - CPDPRG[2 wallz16
5383 83 g3 §ET 8 - @ FCPD2 100.00 usec
3% =@ Ss B F © & = PLW2  —1.00000000 W
aogds 5§83 [ < © LLY g 3 b PLW12  -1.00000000 W
._._.)_,_ ._Ig .5.' - -= —e— @ @ PLW13  -1.00000000 W
\\W 8 g8y Vi V |
| {1
I

VAR
\/

~—105.412

SF 754576438 MHz
WDW EM

S5B 0

LB 0OHz

GE 0

PC 0.50

Wi

T T T
123 122 121 120 19 18 17 116 ppm

gy T Ty T T T
106 105 104 103 102 101 100 99 98 &7 96 95 ppm

Espectro 52 - Ampliacdo do espectro de RMN de 3C de 8 e 9 na regido de 124 — 94 ppm (MeOD, 75 MHz).

Current Data Parameters
NAME  FA128-P4

- EXPNG 3
S g r s T N s e R O s e e OOV I AT O N NO TR TN ODUENOD DN B O MY PROCNO 1
conB8r e R RN e - 8858888858553 88308RRERREEIS 00 o
rijpgu-oggoogoooooongogddoddddrosdoNdridddoronCddodonoogod F2 - Acquisition Parametars
- e S O R R R R R e A R A A R R R E R R A E R E E R R R E R Date 20140214
[l N L L2 Time 516
on INSTRUM t
SHB?;SGS mm ualahsc.r
u 2004
OH D 32768
SOLVENT MeOD
NS 48221
HO. e} D 2
SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0574718 Hz
AQ 0.6595904 sec
or RG 13004
ow 26.550 usec
OH o A-3a R =Glucose DE 5.00 useo

TE 300.0 K
A-3b  R= Galactose (] 0.15000001 sec
S8C

di1 0.03000000

gg k‘m '0.051000000 s8¢
SFO1 75.4TER0356 MHz
l " N NUC1 13C
. - o S

P1 8.50 usec
PLW1  -1.00000000 W
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T v SFO2 300.1312005 MHz
185 180 175 170 165 160 1556 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 ppm NUC2 1H
BePDE 10000 u
100. usec
o> ¥ g K 2 3 2 & 8 PLW2  —1.00000000 W
9s = ] b - S " @ PLW12  -1.00000000 W
~ i~ ~ ~ o~ ™~ ~ ~ © o PLW13 -1.00000000 W
|
F2 - Procassi rametars
¥ | ] | | S —
SF 754676438 MHz
WDW EM
SSB 0
Le 0Hz
GB a
PC 0.50
v JWL W i Peantol g b \WV"VW“\/“
r T T T T T T T T T T T T T T T
8 77 76 75 T4 73 72 0T 70 ppm 62.8 62.6 624 622 62.0 618 616  ppm

Espectro 53 - Ampliacdo do espectro de RMN de 3C de 8 e 9 na regido de 79 — 61 ppm (MeOD, 75 MHz).
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OCMDOOS O
n~~ww wy QT i i e Ll B
NN+~ + CO® < 00~ LW OO g~
—rerrrr 2E® o [ N S A S R R )

/ NV
NN N\

OH

HO 0O

OR

A-3a R =Glucose
A-3b  R= Galactose

49.57
49.28
49.00
48.71
48.43

T T T T T T

T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

50

pPpm

Current Data Parameters
NAME FA128-P4

EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20140217

Tima 13.45
INSTRUM El

PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG dept135

TD 65536
SOLVENT MeQD
NS 5533

S

WH 18832.393 Hz
FIDRES 0.287360 Hz
AQ 1.7399808 sec
RG 14596.5
ow 26.550 usac
DE 5.00 usec
TE 3000 K
CNST2  145.0000000
D1 2.00000000 sec
dz 0.00344828 sec

di2 0.00002000 sec
DELTA 0.00001082 sec
D 1

SFO1 75.4768036 MHz
1 13C
P1 8.50 usec

B2 17.00 usec
LW1 ~1.00000000 W
SFO2  300.1312005 MHz

NUC2 1H

CPDPRG[2 waltz16

P3 14.40 usec

g4 28.80 usec
CPD2 100 00 usec

PLW2 -1.00000000 W

PLW12 -1.00000000 W

F2 - Processing parameters
1

SF 75.4676657 MHz
oW EM

B 0
LE 1.00 Hz
0
PC 1.40

Espectro 54 - Espectro de RMN DEPT 135° de 8 ¢ 9 (MeOD, 75 MHz).
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4.5 Avaliagdo das Atividades Bioldgicas

4.5.1 Avaliacdo da letalidade sobre Artemia salina

Artemia salina € uma espécie de microcrustaceo, utilizado neste trabalho como
bioindicador de toxicidade. Diversos trabalhos correlacionam a toxicidade sobre Artemia
salina com atividades como antiflingica, virucida e antimicrobiana (MacRAE et al., 1988),
parasiticida (SAHPAZ et al., 1994) e tripanossomicida (ZANI et al., 1995), entre outros.

O extrato etanodlico da parte aérea de Aeschynomene filosa foi submetido ao teste
de toxidade sobre Artemia salina, e o resultado n&o foi significativo, pois a concentracdo
letal média (CLso) foi superior a 1000 pg/mL, portanto, 0 extrato etandlico foi considerado

inativo, ou seja, ndao apresentou citotoxicidade sobre o microcrustaceo A. salina.
45.2 Avaliacdo da atividade larvicida contra o Aedes aegypti

A dengue é uma doenca infecciosa, transmitida pelo vetor Aedes aegypti,
considerada uma doenca reemergente, tendo sido caracterizada no seculo XVIII
(GUBLER, 2002; NOGUEIRA et al., 2007). No final do século XX a doenca atingiu
regides tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil. A sua erradicagdo foi alcangada em
1950, porém apos vinte anos sem registro da doenca, houve sua reincidéncia (TEIXEIRA
etal., 1999; TEIXEIRA et al., 2001).

Segundo a Organizacdo Mundial de saide (WHO, 1981), extratos de plantas que
apresentam CL50 < 40 ppm (0,04%; 0,4 pg/mL) indicam algum potencial para serem
aplicados como compostos larvicida ou moluscida. O extrato etanolico da parte aérea de
Aeschynomene filosa foi submetido ao teste da atividade larvicida e o resultado ndo foi
significativo, pois apresentou uma CLsp > 1000 pug/mL, portanto, o extrato etandlico foi

considerado inativo contra atividade larvicida.
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5 CONSIDERAOES FINAIS

O estudo quimico do extrato etandlico da parte aérea de espécimes de
Aeschynomene filosa, coletadas em uma area alagada no municipio de Campo Grande —
MS, levou ao isolamento das substancias (6aS,11aS)-3-hidrdxi-2,9-dimetoxipterocarpano
(1), (6aS,11aS)-medicarpina (2), cafeato de docosila (3), cafeato de tetracosila (4),
estigmasterol (5), quercetina (6), 3-O-a-L-arabinofuranosil quercetina (7), 3-O-B-D-
glucopiranosil quercetina (8) e 3-O-B-D-galactopiranosil quercetina (9). Estas contemplam
trés classes de metabdlitos secundarios diferentes: compostos fendlicos, esterdides e
flavonoides com esqueletos diferentes (pterocarpanos e flavonol), mostrando a preferéncia
biossintética desta espécie por substancias de natureza fendlica originadas da via do acido

chiquimico.

Dentre as substancias isoladas, 1 € inédita na literatura, e as substancias 2, 3, 4, 8
e 9 estdo sendo relatadas pela primeira vez no género Aeschynomene. Ja as substancias 5, 6

e 7 j& foram relatadas anteriormente no género.

O extrato etandlico da parte aérea de Aeschynomene filosa foi avaliado frente
atividade larvicida contra o Aedes aegypti e a toxicidade frente a Artemia salina,

mostrando-se inativo em ambos o0s testes.
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