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Tecendo a manha

Um galo sozinho ndo tece uma manha:
ele precisara sempre de outros galos.
De um que apanhe este grilo que ele

e 0 lance a outro; de um outro galo

que apanhe o grilo que o galo antes

e o lance a outro; e de outros galos

que com muitos outros galos se cruzem
para que a manha desde uma teia ténue,
os fios de sol de seus gritos de galo,

se va tecendo, entre todos os galos.

E se encorpando em tela, entre todos,
se erguendo tenda, onde entrem todos,
se entretendendo para todos, no toldo
{a manh3) que plana livre de armagdo.
A manhi toldo de um tecido tdo aéreo

que, tecido, se eleva por si: luz baljo.
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Resumo

O presente trabalho teve o proposito de isolar ¢ elucidar as estruturas de
flavonéides presentes nos extratos das raizes da espécie de planta denominada
Platycyamus regnellii. Este género possui apenas duas espécies ¢ esta
localizado na tribo Millettieae, proximo aos géneros Lonchocarpus e
Deguelia, cujas espécies inexploradas estdo sendo estudadas no nosso grupo
de pesquisa. No ambito de um projeto mais amplo, que pretende definir a
classificagdo destas plantas, em nivel de tribo e subgénero, tentamos
corroborar, do ponto de vista quimico, o trabalho realizado pela Dra. Ana
Maria Tozz, cuja tese de doutoramento(1989) intitula-se “Estudos
Taxondmicos do Género Loncocarpus Kunth e Deguelia Aubl. no Brasil”, na
area de Botanica.

A partir do estudo do extrato diclorometénico da raiz de Platycyamus
regnellii 1solamos cinco flavonodides, dos quais dois sfo inéditos. Os novos
compostos apresentados sdo a 7,4’ -dihidroxil-6-metoxil flavana e 3’-hidroxil-
4,4’-dimetoxil isoflavona, além dos ja conhecidos vestitol, isoliquiritigenina e
medicarpina. A identificagdo dos compostos foi realizada através da analise
dos espectros de RMN 'H, RMN C, HMBC, HMQC, UV e IV.

A maioria dos compostos 1solados pertence a classe dos isoflavonédides.
Este fato constitui uma evidéncia de que a espécie Platycyamus regnellii esta
bem classificada, alocada na subfamilia Papilionoideae e tribo Miletticae

Apds ensaios de bioautografia frente a bactérias constatou-se atividade

da isoliquiritigenina contra a Bacillus subtilis.



Abstract

This research ammed at isolating and elucidating the structures of
flavonoids found in the extract of the roots of a species of plant called
Platycyamus regnellii. This genus has only two species and is located in the
tribe Milletticae, near the genera Lonchocarpus And Deguelia, which have not
been explored and are now under study in our research group. In a wider
project wich has intention to define and classify these plants, on the level of
tribe and subgenus, we are corroborating chemically with the work of
professor phd Ana Maria Tozzi, wich docotrate thesis (1989) is called
“Taxonomic Studies of the Genus Lonchocarpus Kunth and Deguelia Aubl. in
Brazil”, in Botany.

Starting from the study of the dichloromethane extract of the root of
Platycyamus regnellii we isolated five flavonoids, two of which are unheard
of. The new compounds are 7.4’ -dihydroxy-6-methoxyflavan and 3’-hydroxy-
4,4’ -dimethoxyisoflavona, apart from the already known vestitol,
1soliquiritigenin and medicarpin. The identification of the compounds was done
through the analysis of '"H NMR, C NMR, HMBC, HSQC, UV and IR
spectra.

The majority of the isolated compounds belong to the class of
isoflavonoids. This is an evidence that the species Platycyamus regnellii is
well classified, located on the subfamily Papilionoideae and the tribe
Millettieae.

After tests bioauthography facing bacteria, it has been observed an

activity of the isoliquiritigenin against Bacillus subtilis.
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1.Introducio

A familia Leguminosae é a segunda maior entre as dicotileddneas.
Economicamente, sua importincia é destacada. As leguminosas fornecem
alimentos, gomas e resinas, inseticidas ¢ largo niimero de extratos medicinais’.
A familia Leguminosae apresenta-se subdividida em trés subfamilias:
Mimosoidea, Caesalpmoideae e Papilionoideae. No Brasil, Deguelia (17
especies nativas), Lonchocarpus (23 espécies nativas) s3o exemplos de
géneros da subfamilia Papilionoideae.

N#o ha um consenso entre os taxonomistas com relagfio a classificagdo
do género Lonchocarpus. Por apresentar caracteristicas morfolégicas
semelhantes a outros elementos da subfamilia Papilonoideae, este género situa-
se numa posi¢do de transi¢do. Varias de suas caracteristicas se intersectam com
as de outros géneros tais como como Derris, Pongamia, Milletia e Deguelia®,

Diante desse quadro, torna-se necessario a inclusdo de algum outro
critério investigativo. O estudo quimico das varias espécies, e em particular o
estudo dos flavondides como marcadores taxonémicos, ¢ indispensavel. A
exemplo do que foi realizado por Bohlmam’® e colaboradores quando utilizaram

a classe de substéincias poliacetilénicas na quimiotaxonomia de varios géneros
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e tribos pertencentes & familia Asteraceae ou ainda os trabalhos de Gottlieb* e
colaboradores que utilizaram compostos flavonoidicos visando a sistematica
das espécies da subfamilia Papilionoideae, em fingdio do nivel de
oxidagdo/metilagdo destes compostos Organicos.

A larga distribuicdo dos flavonodides em Leguminosae e sua ampla
diversidade estrutural sdio fatores determinantes para a escolha dessa classe de
compostos no estudo quimiossistematico®. Os flavonéides constituem um dos
maiores grupos de compostos do metabolismo secundério de plantas superiores
até entdo exploradas. Além de sua importancia para a classificacdo sistematica,
esta classe de compostos vem despertando o interesse de muitos pesquisadores,
pois muitos membros sio fisiologicamente ativos em seres humanos”.

Como derivados das vias biossintéticas do chiquimato e do acetato, os
flavondides possuem uma unidade bésica de 15 carbonos, que inclui dois anéis

aromaticos, ligados entre si por um fragmento de 3 carbonos (CeC5Cs).

o g

1,3-difeniipropano {1} 1,2-difenitpropano (ll)
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1.1.Isoflavonodides

Os isoflavonodides formam uma larga e muito distinta subclasse dos flavonoides.
Enquanto os flavonoides, no sentido estrito da palavra, baseiam-se na estrutura L, os
isoflavonoides baseiam-se na estrutura 1,2-difenilpropano(Il), que por sua vez deriva-se

de I por um processo enzimatico®’ segundo o quadro abaixo.

OH oH *OF™ .\ on
HO 0.
H O —_
; H P450-FB.O* 7
— H H
R © R O R OH
chalcona

2" R=H 2S-Liquiritipesina
2' R=0H 2S-naringenina

Fel Fe™on

‘ OH
O HO O-Fc® HO. G
—— P G e X OH - O e
R (0O R o H 3 R O0H ¢
FeOH
HO
R O 2.6' R=H daidecina
OH 26 R=OH gmistcma

Quadro1.1. Mecanismo de migracgdo arila 1

P450Fc N
Anrter—rr——-
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O esqueleto do isoflavonoide ¢ estabelecido por uma enzima de migracdo arila
conhecida como isoflavona sintase. Conforme o mecanismo da reacdo, a migracgio
requer um grupo 4° ou 2’-hidroxil. Este fato explica porque a maioria dos
isoflavondides apresenta estas posigdes oxigenadas. Os isoflavondides apresentam
limitada distribuicdo no reino vegetal, e sdo quase totalmente restrito & subfamilia
Papilionoideae das Leguminosae®. As subfamilias Caesalpinoideae ¢ Mimosoideae da
familia Leguminosae apresentam poucas plantas que tenham tido registro da presenca
de isoflavondides. Entre as dicotiled6neas nio leguminosas, um numero de familias sdo
conhecidas por produzir isoflavonsides, mas somente plantas ou géneros isolados
possuem esta habilidade, e a faixa de estruturas produzidas ¢ muito mais limitada que
em plantas da familia Leguminosae.

Apesar da distribui¢io restrita dos isoflavondides no reino das plantas, sua
variagdo estrutural é surpreendentemente larga. Isto surge ndo somente do numero e
complexidade dos substituintes sobre o sistema basico 3-fenil cromano, mas também
dos diferentes niveis de oxidagdo nos esqueletos e da presenca de anéis heterociclicos
extras. Os isoflavonoides exibem uma extraordinaria colegdo de estruturas com mais de

900 compostos ndo glicosilados isolados de plantas superiores®.
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Distribuicao (ocorréncia)

Acima de 90% dos isoflavondides caracterizados originados de plantas sdo
produzidos da larga e taxonomicamente avangada subfamilia Papilionoideae (cerca de

480 géneros, 1200 espécies)’.

Classificacio

Isoflavonas
Isoflavonas constituem o maior grupo de isoflavonodides naturais com cerca de

400 compostos ndo glicosilados.

Estrutura basica das isoflavonas

Além do modelo de oxigenacéo, surge variagio estrutural da incorporagdo do

substituinte 1soprenil no anel. A ciclizagdo de um grupo isoprenil com a fungfio fenol em
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orto resulta na formagdo de um anel pirano ou furano, podendo ser produzido uma
variedade de estruturas dependendo da diregdo de fusdio do anel, nivel de oxidagfo e
substituintes oxigenados.

A sintese de isoflavonas naturais é um instrumento importante para elucidacdo
estrutural, embora tenha se tornade menos 1til com a sofisticagdo das técnicas de RMN,
Isoflavonas sdo, tipicamente, o alvo sintético primario, jA que a partir destas outros

isoflavonoides podem ser obtidos®,

Rotendides
Os rotendides sdo uma classe de isoflavondides caracterizados pela inclusdo de

um atomo de carbono extra dentro de um anel heterociclico adicional.

Estrutura basica dos rotendides

Este sistema surge na natureza por ciclizagio oxidativa de um 2’-metoxil

1soflavona.
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Pterocarpanos >

Depois das isoflavonas, os pterocarpanos formam o segundo maior grupo de
1isoflavondides com cerca de 200 compostos ndo glicosilados caracterizados.
Pterocarpanos possuem um sistema de 4 anéis derivado do esqueleto basico dos

isoflavonoides com formacéo da fungo éter pela ligagdo entre as posigdes 4 ¢ 2°.

Estrutura basica dos pterocarpanos

Embora os pterocarpanos contenham dois centros assimétricos, somente o 6aR,
11aR e 6aS, 11aS sdo estericamente possiveis. Estudos computacionais mostram que a
fusdo trans entre 0s aneis C e D € muito menos favoravel que a fusdo cis® .

Sdo creditadas a esta classe de isoflavondides a funcio de defesa em
leguminosas. Muitas plantas quando atacadas por um patégeno (fungo, bactéria)
produzem metabolitos que agiriam como uma espécie de barreira quimica ao ataque.
Aos metabolitos que sdo sintetizados pela planta com esta fungio di-se o nome de

fitoalexinas’ .
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Em geral, os isoflavondides caem dentro de duas classes dependendo de seu
modo de formagdo. Eles podem, por exemplo, ocorrer como componente de tecido
saudavel quando o termo isoflavondide “constitutivo” & aplicado. Mas estdo sendo
descobertos compostos que acumulam de novo na planta como consequéncia de sua
Invasdo por microrganismos potencialmente patogénicos, geralmente fungo ou bactéria.
O uso do termo de novo implica que os compostos considerados sdo formados
diretamente dos blocos de construgdo elementares tais como acetato e chiquimato, e nio
por um simples processo oxidativo ou hidrolitico utilizando constituintes pré-formados
de estrutura molecular relativamente sofisticada. Sintese induzida de enzimas que
catalisam as etapas biossintéticas necessdrias é considerada como um pré-requisito
essencial para a produgdo de novo de compostos isoflavonoidicos’.

Embora estes isoflavondides induzidos sejam frequentemente exclusivos dos
tecidos invadidos por patdgenos, ndo é impossivel que o mesmo composto ocorra
constitutivamente em outras espécies. Isoflavondides induzidos sdo comumente
encontrados em Papilionoideae tendo sido isolados de uma variedade de espécies
submetidas a inocula¢do microbiana ou tratamento com apropriado elicitor abi6tico tais
como radiagdo ultra violeta (254 nm) ou produtos quimicos fitotoxicos. Se os
isoflavondides formados desta maneira possuem propriedades anti-microbianas eles sdo

usualmente chamados fitoalexinas®.
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As fitoalexinas sdo, de fato, um subgrupo especial daqueles compostos
coletivamente chamados de “metabdlito de estresse™. Este termo é aplicado a algumas
substancias (independentemente da sua atividade antimicrobiana) que acumulam nos
tecidos de uma planta apds sua exposi¢do a agentes elicitores vivos ou abibticos.

Fitoalexinas tém sido obtidas de uma variedade de grupos de plantas. Segundo
Ingham’, os compostos associados com uma familia, frequentemente, diferem de outros
tanto em termos de estrutura como de sua origem biossintética. Explica que as espécies
integrantes da subfamilia Papilionoideae geralmente produzem um ou dois (as vezes
véarios) isoflavondides fitoalexinas como uma resposta de defesa a uma invasio
microbiana. Investiga¢des em Papilionoideae tém confirmado sua grande habilidade
para produzir 1soflavonéides fitoalexinas. Os metabélitos induzidos de outras classes de
compostos sdo reduzidos nesta subfamilia.

Os isoflavonoides fitoalexinas encontrados com maior regularidade sdo
os pterocarpanos e as isoflavanas. O pterocarpano medicarpina ¢ um dos

1soflavonodides fitoalexinas de maior ocorréncia.
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1.2. Descrigdo da planta Platycyamus regnellii'

Nomes populares: pau-pereira, pereiro, folha-de-bolo, mangal6, angelin-
rosa, camara-de-bilro, catagud, pereira vermelha, uba-agu, jacatupé, pau-pente,
pau-pereira-amarela.

Caracteristicas morfologicas: altura de 10 a 20 m, com tronco de 40 a 60
cm de diimetro. Folhas compostas trifolioladas; foliolos glabros na face
superior ¢ ferrugineo-tementosas na inferior.

Ocorréncia: sul da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Goias e Sdo
Paulo.

Fenologia: floresce durante os meses de fevereiro-abril. Os frutos iniciam
a maturagdo em agosto, com a planta totalmente destituida da folhagem,

prolongando-se até o final de setembro.
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1.3.Classificacdo botanica da planta®

Familia:
Subfamilia:
Tribo:
Género:

Espécie:

Leguminasae
Papilionoideae
Millettieae
Platycyamus

Platycyamus regnellii

12
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Figura 1. Fotos da pianw12 e suas partes.
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1.4.0bjetivo

O presente trabalho tem o propésito de isolar e elucidar as estruturas de

flavonoides presentes nos extratos das raizes da espécie de planta denominada

Platycyamus regnellii. Este género possui apenas duas espécies e ambas foram

alocadas na tribo Millettieae"”, portanto proximo aos géneros Lonchocarpus e

Deguelia, cujas espécies inexploradas estio sendo estudadas no nosso grupo
de pesquisa. Este trabalho faz parte de um projeto mais amplo que pretende
definir a classificagdo destas plantas, a nivel de tribo e subgénero, numa
tentativa de apoiar, do ponto de vista quimico, o trabalho realizado pela Dra
Ana Maria A. Tozzi cuja tese de doutoramento (1989) intitula-se “Estudos

Tax6énomicos do Géneros Lonchocarpus Kunth e Deguelia Aubl. no Brasil®.”

(UNICAMP
RIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTE
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2.Resultados e discussio

Do extrato diclorometanico da raiz de Platycyamus regnellii foram
isolados 5 flavonéides: uma isoflavana, uma flavana, uma chalcona, uma
isoflavona e um pterocarpano. O segundo e o quarto sdo inéditos.

A determinagdo estrutural dos compostos isolados foi realizada através
de analises espectroscopicas' de RMN 'H, RMN C, UV e IV e
espectrometria de massas'>'°. Utilizou-se ainda do efeito Overhalser Nuclear,

além das técnicas de RMN bidimensionais'” HMQC e HMBC.

2.1. Isoflavana

O espectro de RMN 'H (E.1, E.1a e E.1b; apéndice, pg. 60) indicou
claramente um complexo sistema composto por 5 hidrogénios, caracteristico do
anel heterociclico de uma isoflavana'® (CH2-CH-CH2). Os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios do sistema (Bpueq=2,80, &pax=2.96, S=3.47,
Ot2ax=3,97 € Omeq=4,23ppm) sdo também caracteristicos de uma isoflavana.
Analise dos espectros de RMN *C (E.2) ¢ DEPT (E.3), que mostraram
absorgbes em & 30,1(C-4), 31,7(C-3) e 69,6 ppm (C-2), sinaliza para esse tipo

de estrutura'®. O espectro UV (E.8) fortalece nossa proposta.



Capitulo 2. Resultados e discusséo

Estrutura basica das isoflavanas

O peso molecular indicado pelo espectro de massas (E.7) ¢ a presenca

16

de sinal de somente uma metoxila no espectro de RMN 'H, além da indicacfio

de outrros substituintes aromaticos, sugerem que a estrutura contenha, além da

metoxila, duas hidroxilas.

Dois sistemas aromaticos AMX aparecendo, cada um, no espectro de

RMN 'H (E.1a) como um dubleto com acoplamento orto, outro dubleto com

acoplamento meta e, por Gltimo, um duplo dubleto com acoplamentos orto e

meta indicam que temos dois substituintes no anel B mantendo posicdo meta

entre s1 ¢ um no anel A. Os fragmentos m/z 150, m/z 123 (decorrentes de

clivagem retro-Diels-Alder'®), bem como o pico do ion molecular M+ 272, no

espectro de massas (E.7), sugerem a existéncia de uma hidroxila no anel A; e

uma metoxila mais uma hidroxila no anel B.

r—" /O\H ]
HO—
N

L]

o |

——QOCHj;

WZ=123(10%) VZ=150(100%)
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No experimento HMBC (E.4), correlagdo do carbono na posigdo 4
(830,1ppm) com um dubleto aromatico com acoplamento orto (H-5, 56,89ppm)
indica que a hidroxila estd em posi¢do 7. Como, via de regra, é esperado, ou
seja, a posi¢do C-7 oxigenada decorrente da via biossintética. Finalmente,
relagdes NOE no espectro NOESY (E.6) entre os hidrogénios da metoxila
(63,72ppm) e os hidrogénios H-3" (86,50ppm) ¢ H-5" (86,42ppm) sugerem a
estrutura completa da isoflavana como 7,2’-dihidroxil-4’-metoxil isoflavana,

conhecida comumente como vestitol'® (1).-

(1)

O anel heterociclico das isoflavanas guarda semelhangas com o
cicloexeno. Apresenta também flexibilidade no anel devido a possibilidade de
giro das ligages sigmas, permitindo-lhe assumir diferentes conformagdes. A
técnica de RMN 'H ¢ muito util na determinagéio de configuragio relativa em
ciclos, pois, sendo estas moléculas semi-rigidas, as interacdes eletronicas sdo

razoavelmente invaridveis e isso provoca constantes de acoplamentos
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especificas que permitem conhecer a posigdo relativa dos substituintes?!.
Mediante aplicagio da relagdo entre constantes de acoplamento e angulo diedro
entre os hidrogénios vicinais proposta por Karplus™ foi possivel determinar a
configuragdo relativa no estereocentro da isoflavana. A magnitude do
acoplamento quimico entre o hidrogénio H-3 e o hidrogénio H-4a (J=11,0 Hz,
tab 2.1, pg 19) indica que na conformacdo mais estavel da molécula ambos
hidrogénios ocupam a posi¢do pseudo-axial. O grupo fenil duplamente
substituido, por ser volumoso, ocupa uma posi¢éo equatorial, menos energética.

O vestitol apresentou rotagdo optica [«c]n™ = -17°. A atividade levogira

deste composto ¢ atribuida® a sua configuragdo R,
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Tabela 2.1. Dados de RMN 'H (acetona-d6, 500 MHz) do vestitol (E.1, E.1a

e E.1b; pg. 60-62)

H ) multiplicidade ¢ J

2eq 4,23 dad, J=10,1, J=3,2, J=2,0 Hz
2ax 3,97 t, /=10,1 Hz

3 3,47 m

deq 2,80 ddd, J=155 Hz, J=5,0 Hz, J=2,0 Hz
4ax 2,96 dd, J=15,5 Hz, J=11,0 Hz

5 6,89 d, /=8,0 Hz

6 6,36 dd, J=8,0 Hz, J=2,5Hz

8 6,28 d, J=2,5 Hz

3’ 6,50 d, J=2,5Hz

5 6,42 dd, J=8,5 Hz, J=2,5 Hz

6 7,05 d, J=8,5Hz

OCH; | 3,72 §
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Tabela 2.2.Dados de RMN °C (CDCl;, 125 MHz) do vestitol (E.2, pg. 63)

C 5 C B

2 69,6 9 155.4
3 31,7 1’ 120,2
4 30,1 ? 156,1
10 113,5 3’ 101,7
5 130,3 4 159,7
6 108,0 5 104,9
7 1569 6 128,0
8 102,9 OCH; 54,5
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Tabela 2.3. Correlagdes observadas nos espectros HSQC (H-C; j') e HMBC

(C-H: J") para a isoflavana vestitol (E.4 e E.5; pg. 64-65)

H(5) G, ™
2eq (4,23) 2(69,6; I, 9(155,4; 1), 1°(120,2; 1)
2ax (3,97) 2(69,6; 1), 9(155,4; ), 1°(120,2; I¥)
3(3.47) | 33L7:1),2°(156,1; P), 6°(128,0; 1), 17(120,2; %), 2(69,6; J%), 4(30,1: 1)
4eq (2,80) 4(30,1; 1%, 9(155,4; ), 5(130,3; I, 1°(120,2; I%), 10(113,5; 1)
4ax (2,96) | 4(30,1;T"), 9(155,4; F%), 5(130,3; ), 17(120,2; ), 10(113,5; 1), 6(108,0; I
5(6,89) 5(130,3; 1Y), 8(102,9; J%), 4(30,1; 1¥), 7(156,9; 1), 9(155,4; J%)
6 (6,36) 6(108,0; "), 7(156,9; ), 8(102,9; I*), 10(113,5; 1),
8 (6,28) 8(102,9, 1Y), 7(156,9; I, 9(155,4; 1%, 10(113,5; 1)
3°(6,50) 3°(101,7, 1), 2°(156,1, 1), 4°(159,7; 1), 1°(120,2; I%), 5°(104,9, I*)
5°(6,42) 5°(104,9; I, 4°(159,7; 1%, 3°(101,7; ), 1°(120,2; F)
6°(7,05) 6°(128,0, 1), 4°(159,7; I%), 2°(156,1; I%), 3°(101,7; 19, 3(31,7; %)
OCHs(3,72) OCH3(54,5; 1", 4°(159,7; )
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Quadro 2.1. Racionalizagdo mecanistica da fragmentagfio da isoflavana

no espectrémetro de massas (E.7, pg. 66)

—
. oH +
] ; .
RDA V\\
MOCHg
mzz72 (%) ™MZ1so{100 %
HO P @) OiH
AR Bu
' ! | RDA ,N
. N et ;
OCH;
mzz72 () BVZ 123 {10)
CH, i“:H2 8
fl SH
_A_OH OH N
E i
Pr—— i e i
\/
I !
@OCH; OCH;
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2.2. Flavana

O espectro de RMN 'H (E.9, E.9a ¢ E9; apéndice, pg. 68-69)
apresentou um duplo dubleto em 4,90ppm, dois duplos duplos dubletos em &
2,90 ¢ © 2,67ppm, e multipletos em & 2,12 ¢ & 1,99ppm. Estes dados
representam um conjunto de sinais carcteristicos do nticleo (O-CH-CH,CH,-)
de uma flavana®®. No espectro de RMN °C (E.10), as absorgdes em & 24,5 (C-
4), 30,0 (C-3) e 78,0 ppm (C-2) também sinalizam a presenga do anel pirano de
uma flavana.'?" O espectro UV (E.16), apresentando Ama224nm (loge=4,19)
e Amax294nm  (loge=3,60), fortalece nossa proposta de acordo com a

literatura.”*

Estrutura basica das flavanas
Ainda no primeiro espectro de RMN 'H, a existéncia, na regido de
aromatico, de dois dubletos (6 7,28 e 6,86ppm), cada um integrando para dois

hidrogénios € formando um sistema AA’XX’, sugere um anel B para-

@

substituido.
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O espectro IV (E.15) indica a presenca de hidroxila no composto
(3383cm™). O espectro de massas (E.17) apresentou pico m/z 107, compativel
com um anel B substituido por uma hidroxila. Este mesmo espectro mostrou
ainda pico de m/z 120 proveniente supostamente de uma fragmentacio do tipo

retro-Diels-Alder que refor¢a a nossa proposta de substiuigdo do anel B.

o |+

W/Z=120044%)

Um singleto em & 3,77ppm no espectro de RMN 'H, referente a trés
hidrogémios, sugere a presenca de um grupo metoxila ligado a um anel
aromatico. O fragmento m/z 153 indicado no espectro de massas, referente a
uma cisdo retro-Diels-Alder com transferéncia de um hidrogénio, aponta como
substituintes do anel A uma hidroxila e uma metoxila. Assim como, os dois

singletos no espectro de RMN 'H em & 6,34 ¢ 6,66ppm indicam que o anel A

N
O
HO— ~H
H;CO—

M/Z=153(94%)

seja 6,7 dissubstituido.
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A correlagdo com C-4 no experimento HMBC (E.11) foi util para
atribui¢@o do hidrogénio da posigdo 5 e assim diferencia-lo do H-8.

Finalmente, irradiacio na frequéncia de absor¢io da metoxila, sinalizado
no espectro NOESY (E.14), mostrou sua correlagdo com o H-5. Assim, a
estrutura completa da flavana é elucidada como 7.4°-dihidroxil-6-metoxil

flavana, uma estrutura inédita para esta rara classe de flavonoides.

(2)

O espectro de massas de alta resolugio (E.18) apresentou a massa do ion
molecular de 272,10476, perfeitamente compativel com a formula molecular do
composto elucidado: C¢H;604(272,10486).

Com o auxilio das técnicas de RMN bidimensionais HSQC (E.13) e
HMBC (E.11) fo1 possivel atribuir os deslocamentos quimicos de todos os
carbonos e hidrogénios (tabs., pg. 27-29). A analise do espectro de RMN 'H
permitiu definir a conformagio preferencial do anel C. A 16gica é semelhante
aquela aplicada na determunacdo da configuragio relativa no centro

estereoquimico da 1soflavana (vestitol). As constantes de acoplamento j=10,9 e
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J=2,2 Hz do duplo dubleto (tab. 2.4, pg. 27) absorvendo em & 4,90 ppm (H-2)
apontam, respectivamente, para intera¢des axial-axial e axial-equatorial. Assim,
a posi¢do do anel B € equatorial na conformagfio mais estavel da estrutura. A

flavana apresentou rotagfio 6ptica [oc]p>"=-7.4°.
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Tabela 2.4. Dados de RMN 'H (500MHz/acetona-d6) da 7,4’ -dihidroxil-6-

metoxil flavana (E.9, pg. 68)

H 8 multiplicidade ¢ J

2 4,90 dd J=10,9Hz, =22 Hz

3a 2,12 m

3b 1,99 m

4eq 2,67 ddd, J=16,2 Hz, /=54 Hz ¢ J=3,0 Hz
4ax 2,90 ddd, J=16,2 Hz, J=11,0 Hz ¢ J=6,0 Hz
5 6,66 s

8 6,34 s

2’e 6’ 7,28 d,J=8,2 Hz

3e5’ 6,86 d, /=8,2Hz

OCH; 3,77 )

-]
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Tabela 2.5. Dados de RMN °C (125MHz/acetona-d6) da 7.4 -dihidroxil-6-

metoxil flavana (E.10, pg.70)

C d C 3

2 77,2 8 1037
3 30,0 r 1333
4 245 2’6 127,5
10 111,9 3’e 5’ 115,1
5 1129 4 157.2
6 1420 OCH; 56,1

7¢9 146,0 € 1497
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Tabela 2.6. Correlagdes observadas nos espectros HMBC (C-H; j*) ¢ HSQC

(H-C; }") para a 7,4’-dihidroxil-6-metoxil flavana (E.11-pg. 71 ¢ E.13-pg. 73).

OH

H {5) C@E: M
2 (4,90) 2(77.2:3H
3a(2,12) 3(30,0;j")
3b (1,99) 3(30,0;j")
deq (2.67) 4245, 10 (111,9; 1
4ax (2,90) 4.(24,5:§, 10 (111,9; %)

5(6,66) | 5(112,9;3)), 7e 9(146,0 ¢ 149,7; ), 6(142.0; %); 8(103,7; %, 10(111,9;), 4(24.5; %)

8.(6,34) 8(103,7;j"), 7 € 9(146,0 ¢ 149,7; %), 6(142,0; i), 10(111,9;°)
2°(7,28) 2°(127,5; 1), 6°(127.5; ), 4(157,2; ), 2(77,2: ), 3°(115,1; P
6°(7,28) 6°(127,5; 7). 2°(127.5; ), 4°(157.2; %), 2(77.2; ), 3°(115,1; P
3°(6,86) 3°(115,1;3Y, 4°(157,2; 7, 17(133,3; 1), 5°(115,1; 1)

5°(6.86) 5°(115,1; ), 4°(157,2; ). 1°(133,3; %), 3°(115,1; )
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Quadro 2.2. Racionalizagdo mecanistica da fragmentacdo da 7,4 -dihidroxil-6-

metoxil flavana no espectrémetro de massas™ (E.17, pg. 76)

OH l_;_

®
_on
RDA Q
——
-
CH,

WZ 153 (949%)

WZ 273 100%)
W‘ - | )
HiCO
mz 272 (100) 2 120 {a4)

OH
HO O O
O BesH
-
HCO H;CO

Wz 272 (100) W2 166 (21)

OH |4
O —.] i &CH, CH;
HO o) |
9 )
e
H;CO H =

l |
OH méz OH
wz 272 (1oe) 107 (16) ®
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2.3. Chalcona

O espectro de RMN 'H (E.19, apéndice, pg. 78) mostrou um singleto em
6 13,6ppm caracteristico de hidroxila quelatogénica. Qutras caracteristicas
estruturais foram as indicagbes, no espectro na regifio do infravermetho®
(E.20), da presenga de uma cetona conjugada (1640cm™) e conjugagdo trans do
HC=CH (1613cm™), além do UV (E.21) coerente com os dados da literatura™
para chalconas.

No espectro de RMN 'H (E.19a), o sistema AA’XX’ sinalizado pelos

dubletos em 6 6,93 (2H) e & 7,8ppm (2H) sdo indicativos de para-substitui¢cdo

o

Auséncia de sinal no espectro de RMN 'H (E.19) referente a metoxila e

no anel B.

a massa molecular indicada no espectro de massas (E.22) foram relevantes no
processo de elucidagio da estrutura. A andlise do sistema AMX representado
por um duplo dubleto com acoplamento orto (3 8,12ppm, J=9,0Hz), um dubleto
com acoplamento meta (8 6,37ppm, J=2,7Hz) ¢ um duplo dubleto com

acoplamentos orto e meta (8 6,47ppm, /=9,0Hz, J=2,7Hz). Junto com todas as




Capitulo 2. Resultados e discussdo 32

outras mformagdes ja explicitadas foram suficientes para propor trés hidroxilas
como substituintes. Foi possivel ainda apontar as posi¢gdes 2°, 4’ ¢ 4 como

aquelas as quais estéo ligadas.

HO OH HO H_
—
~o* OH O
MWVZ=137(68%) WZ=16300704)

Os fragmentos m/z 137 (68) ¢ m/z 163 (27) reforcam a proposta.
Finalmente, comparagdo dos dados espectroscopicos (UV, IV e RMN 'H), bem
como do ponto de fusdo (195-198°C), com a literatura confirmam a estrutura

da chalcona como 2’.4° 4-trihidroxil chalcona, conhecida usualmente como

2940}1
1
5
6
a

isoliquiritigenina®.

()
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Tabela 2.7. Dados do espectro de RMN 'H (500 MHz, acetona-d6/TMS) da

1soliquiritigenina (E.19, pg. 78).

OH O
H & muitiplicidade e J
2e6 7,80 d, J=9,0 Hz
3e5 6,93 d J=9,0 Hz
3 6,37 d, J=2,7 Hz)
5 6,47 dd, J=9,0 Hz, J=2,7 Hz
6’ 8,12 d, J=9,0 Hz
Ha 7,76 d, J=18,1 Hz
Hb 7,79 d, j=18,1 Hz

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTF
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Quadro 2.3. Racionaliza¢io mecanistica da fragmentagio da isoliquiritigenina

no espectro de massas (E.22, pg. 81).

on J*

oﬂ +
HO oH O HO 0 O
9@ — ]

3 VZ 256 (1009 )

Q

l l RDA \RDA

HO OH ——] + 8, Ofﬂ:'
| X p
O C%o

Wz 163 (27

/2 137068 mZ 12033




Capitulo 2. Resuitados e discussdo 35

2.4. Isoflavona

Um smgleto bem definido em 6 8,19 ppm apresentado no espectro de
RMN 'H (E.23, E.23a, pg. 82-83) ¢ sinal de carbonila conjugada (3 174,9ppm)
mostrado no espectro de RMN P°C (E.24) sio sugestivos de esqueleto de uma
isoflavona'*'’. Espectro UV (E.27) do composto esta de acordo com os dados

apresentados na literatura'® para esta classe de isoflavonéides

] .3
Estrutura basica das isoflavonas

O peso molecular (298) obtido no espectro de massas (E.28), junto com
os sinais de duas metoxilas aromaticas (8=3,87 e 6=3,96 ppm) obtidos no
espectro de RMN 'H (E.23), sugerem a existéncia de uma hidroxila como
terceiro substituinte.

Na figura abaixo verifica-se a isoflavona com seus substituintes, cujas

posi¢des permanecem indefinidas.

OCH; OCH; OH
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O fragmento m/z 151 apresentado no espectro de massas (E.28),
resultante de uma cisio do tipo retro-Diels-Alder (cisdio caracteristica'® neste
tipo de estrutura), sinaliza para uma metoxila no anel A e uma metoxila mais

uma hidroxila no anel B.

No espectro de RMN 'H, um duplo dubleto com acoplamentos orfo e
para absorvendo em alta frequéncia (8=8,10ppm) foi atribuido ao hidrogénio
H-5, ficando a metoxila na posicio 7.

Os sinais dos hidrogénios das posicbes 6 e 8 foram mais dificeis de
serem identificados (E.23 e E.23b), devido a absorgiio do hidrogénio 6’ ocorrer
na mesma regido (8=7,05 ppm). O padrdo de primeira ordem foi perturbado. A
porgdo MX, do sistema AMX, representados pelos hidrogénios 6 ¢ 8 junto com
um componente M” (hidrogénio 6°) de um outro sistema A’M’X’ sofrem
desdobramentos de segunda ordem. Fora desta regido mais complexa do
espectro aparecem os outros dois sinais do anel B. Os dubletos em & 6,97 ppm

(H-5") e 8 7,16 ppm (H-2).
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No experimento visando detectar possivel efeito Overhauser Nuclear
(E.26) constatou-se correlagdo entre o hidrogénio da posi¢io 2 com os
hidrogénios H-6" ¢ H-2’, ap6s irradiagdo na frequéncia do primeiro (H-2). Este
resultado aponta 3” ¢ 4° como as posi¢des dos substituintes no anel B. Assim,

teriamos duas possibilidades:

OCH; OH
"
OH OCH;

Fmalmente, irradiacdo (E.26a) na frequéncia de absor¢do da metoxila do
anel B (8=3,87 ppm) provocou aumento exclusivamente no sinal do dubleto em
0=6,97 ppm (H-5"), indicando 4’ como a posicdo da metoxila. Assim, a
estrutura € elucidada como 37-hidroxil-7.4’-metoxil isoflavona, um

1soflavondide inédito.

4)

O espectro de massas de alta resolugdo (E.29) apresentou a massa do fon
molecular de 298,08439, perfeitamente compativel com a formula molecular da

isoflavona elucidada: Ci7H,405(298,08412).
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Tabela 2.8. Dados do espectro de RMN 'H (500 MHZ, acetona-d6) da

3’-hidroxil-7,4’-metoxil isoflavona (E.23, pg. 82).

H;CO_7

P OH
45
77 TOCH;
H ) multiplicidade ¢ J
2 8,19 s
5 8,10 dd, J= 8,5 Hz, /=0,5 Hz
6 7,07 dd, J=8,5 Hz, J=2,0
8 7,03 dl, J=2,0 Hz
2’ 7,16 d, J=2,0 Hz
5 6, 97 d, J=8,5 Hz
6 7,05 dd, J=8,5 Hz, J=2,0 Hz
7-OCH; 3,96 s
3°-OCH; 3,87 s
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Tabela 2.9. Dados do espectto de RMN C (125 MHz, acetona) da

3’-ldroxil-7,4"-metoxil isoflavona (E.24, pg. 84).

C 5 C 8

2 153,0 9 158.1
3el’ 124,6 € 1255 10 1185

4 174.9 2’ 116,2

5 127.5 e d’ 146.5

6 1115 5’ 1147

7 1644 6’ 120,4

8 100.4 2 OCHs; 55,8 ¢ 55,6
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Quadro 2.4. Racionaliza¢io mecanistica da fragmentagio da 3’-hidroxil-7,4°-

metoxil isoflavona no espectro de massas (E.28, pg. 87).

miz 283(22,29)

H;CO
) l
s
HCO, . / iz 105 (25,000
H;CO OH
e
C
Tt o+
mz 151(57.8%) m/z 133(37.3%
l x OH

0
mz 133(37.8 %)

H:CO

0
pZ OH l ‘ Y
©:c = OH
O

OH
m/z112 (89 %) m/z105(28.9%) m/z103(35,6%)
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2.5. Pterocarpaneo

O complexo sistema formado, no espectro de RMN 'H (E.30 ¢ E.30a,
apéndice, pg. §9-90), por 4 hidrogénios em & 5,55 (H-11a), 4,24 (H-6eq) ¢ 3,60
ppm (H-6ax e H-6a) bem como as constantes de acoplamento entre eles Ji1.
tea= 7.2 HZ, Jugeqrica = 4.8 HZ € J mocq-n6ax = 10,8 Hz sdo caracteristicos do anel

heterociclico de pterocarpanos®.

Estnutura basica dos pterocarpanos

O espectro UV (E.31) mostrou-se de acordo com esta proposta. O
fragmento m/z 161 apresentado no espectro de massas (E.32), indicando que
0s substituintes estdo em anéis distintos, mais a presenga de dois dubletos com
acoplamento orto no espectro de RMN 'H ¢, finalmente, analise comparativa
por CCD com padrdo i1solado anteriormente em nosso laboratorio apontaram a
estrutura da medicarpina como composto isolado. A comparagdo por
cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada usando sistemas de

desenvolvimento variados. Posterior comparagio dos dados espectrométricos
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de massas ¢ RMN 'H com a literatura® confirmaram a estrutura do
pterocarpano.

A presenca de dois centros estereoquimicos nos pterocarpanos implica
na possibilidade da existéncia de quatro estereoisémeros. Entretanto, como ¢é
estabelecido que a jungio dos dois anéis heterociclicos é uma fusdo cis,
somente um par de enantibmeros € possivel””. E aceita a configuragiio absoluta
para o (-) pterocarpano como 6aR e 11aR. E o (+) enantibmero como 6a$,

11aS.

O pterocarpano isolado apresentou rotagdo Optica [ap**]=-292 °.




Capitulo 2. Resultados e discussado

43

Tabela 2.10. Dados de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) da medicarpina (E.30, pg. 89)

H ) multiplicidade e J
1 7,39 d, J=8,4 Hz
2 6,55 dad, J=8,4 Hz, J=2,7 Hz
4 6,42 d, J=24 Hz
6ax e 6a 3,60 m
beq 4,24 dd, J=10,8Hz
7 7,13 d, J=8,7 Hz
8e10 6,46 m
11a 5,50 d,J=72Hz
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Quadro 2.5. Racionaliza¢do mecanistica da fragmentacido da medicarpina no

espectro de massas (E.32, pg. 92).

= i \i
O .
+
nvz 128(38) %
O
HO o iz 255040)

H }ﬁ HO 6
S | =
.O [ — .
¥ O "ocH; \EI)

OCH, m'z 15109) iz 147(23)
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3.Parte experimental
3.1.Coleta e tratamento das raizes

As raizes de Platycyamus regnellii foram coletadas no Estado de Minas
Gerais em abril de 1997. Apés tratamentos de secagem ao ar e em estufa a
40°C, a raiz fol moida e uma pequena por¢do do po resultante foi submetida ao
processo de extragdo wvia soxhlet. Usou-se como agente extrator,
primeiramente, o éter de petrdleo; em seguida, diclorometano; e por @ltimo,
metanol.

Apos andlise comparativa por cromatografia em camada delgada dos trés
extratos obtidos, constatou-se semelhanca (em relagdo & composicdo de
flavonoides) entre os dois primeiros. Submetemos, entfo, todo o pé da raiz a
extragio usando apenas diclorometano como agente extrator.

Do extrato diclorometanico, foi tomado 6,3 gramas e fracionado por
cromatografia classica em coluna de silica-gel 70-230 Mesh. Usou-se
diclorometano como eluente, aumentando-se sua polaridade por acréscimo

gradativo de metanol.
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As fragbes coletadas foram analisadas previamente por cromatografia em
camada delgada e selecionadas em grupo. Mediante cromatografia “FLASH™®

e cromatografia preparativa em placas, isolou-se os 5 flavonéides.

Extrato diclorometénico

Cc(6.3g)
278 fraghes
22 giupes
S — —
i G-14 G-15(87mg)
G-6 (429mg) | G-12 (363mg) | g
!ccp CHCIB/EAC CC FLASH CH%%’?.EW | e
; 3:2 148 fracoes 7:9 73
| ——— |
| Medicarpina | L F-3 ; [ F-& } ‘lmﬁava;aaﬂzg mg) ' § Chalcona (5.5 mg)]
| f
s CHOIVESAGM
Ok
CHCYI\:?';E‘:AC 40:10: M

| Isoflavona) | Flavanz
i37mg | 1&,5mg

Fluxograma 3.1. Isolamento dos flavonoides
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3.2. Métodos cromatograficos

Na cromatografia em camada delgada (CCD), as placas (silica gel GFs4/
Merck) foram reveladas mediante irradiagdo de luz ultravioleta (254 ¢ 365nm)
e nebulizagdo com solugiio de anisaldeido (etanol/anisaldeido/acido
sulfarico/acido acético 90:5:5:1), seguida de aquecimento.

As placas de cromatografia em camada delgada preparativa foram
confeccionadas em nosso laboratorio com silica-gel PF,s4 (Merck).

As cromatografias em coluna “FLLASH” e em coluna cldssica foram
empacotadas com silica-gel 200-400 e 70-230mesh, respectivamente,

utilizando-se cerca de 50g de silica por cada grama de amostra analisada.

3.3. Métodos espectrométricos

Os espectros de RMN 'H e RMN *C foram obtidos nos espectrémetros
Varian-Gemini 300 BB e INOVA 500.

Os espectros de massas foram obtidos no espectrémetro CG/EM 5988
HP, por impacto de elétrons (70eV) usando uma coluna DB-5 sob as seguintes
condigGes: temperatura inicial 50°C

tempo inicial 01minuto
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Razdo de aquecimento 15°C/minuto
temperatura final 290°C
tempo final 20mmutos

Os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta foram registrados no
espectrofotdmetro CARY 5G UV-VIS NIR Spectrophotometer, O solvente
utilizado foi o metanol grau HPLC e cela de quartzo de lcm. Os valores da
absortividade molar (g) foram calculados por:

g= All.c, onde e=absortividade molar ~ c=concentragio molar

I=caminho o6tico da cela A=absorbancia

Os espectros de absorgdo na regido do infravermelho foram obtidos em
um espectrometro Perkin-Elmer modelo 1600 (FTIR), em pastilha KBr. A
referéncia utilizada foi a absorgdo em 1601 cm™ de um filme de poliestireno.

Os valores de rotagfo Optica oc foram medidos, usando solvente metanol
grau HPLC, em um polarimetro Carl Zeiss Jena Polamart A com lampada de
mercirio (546nm) e devidamente corrigidos para raia D da lampada de sodio
segundo as relagdes: [oc]g=[oc]ops/cxl, onde:
c=concentracdo da amostra (g/ml) I=comprimento da cela (0,1dm)
[oc]ops=rotag¢do lida no aparelho t=temperatura (°C)

[c]ie=1,17543 [}y, [oc]‘Nam[oc]zoNa[I+O,000143(t~20)]
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4. Ensaios biologicos

4.1. Bioensaio de letalidade com Artemia salina (“brine shrimp Letality
Test”

Os flavondides sdo uma classe de metabdlitos secundarios que
apresentam uma variedade de compostos com atividade biolégica®. Devido a
sua atividade antimicrobial, muitos flavonoides sdo apontados na planta como
uma espécie de barreira quimica aos microrganismos invasores.

Muitos compostos naturais sdo isolados, caracterizados e publicados
sem que sua atividade biologica tenha sido testada. Muitas vezes isso ocorre
devido ao custo ou complexidade do ensaio. O teste da Artemia salina™
constitui um ensaio geral que pode detectar um largo espectro de atividade
farmacologica em plantas. Vale ressaltar o significado deste teste como uma
indicagdo da atividade citototoxica. Possui ainda as vantagens de rapidez,
simplicidade e baixo custo.

O ensaio foi desenvolvido de acordo com a técnica proposta por
McLaughhin. Ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir em solugio

de sal mannho (38 g/L), em pequeno tanque coberto parcialmente, de modo
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que os ovos ficassem na parte escura e os camardes na regido iluminada.
Esperou-se 48h para que os ovos se convertessem em larvas.

O extrato diclorometanico foi entdo diluido segundo esquema 1. Apos
evaporagdo total do solvente, cada um dos nove frascos recebeu cerca de 3,0
mL de solugdo salina (38g/L), 10 larvas de camardo e o volume final foi
ajustado para 5,0 mL. Depois de 24h em repouso, procedeu-se a contagem do
numero de camardes sobreviventes. Esses dados foram analisados em programa
Finney para andlise estatistica e assim determinar os valores de DL50. O
programa foi adquirido junto ao Dr. McLaughlin. O extrato mostrou-se ativo

apresentando uma DI1.50=10,52 pg/mlL.
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Extrato (20 mg)

e

Diclorometano (2ml.)

0.2mL + 1,8mL de

diclorometano

0,2mL + 1,8mL de

diclorometano

1000ppm

T

™~

100ppm

~ ]

10ppm

A

0,5 mL

0,5 mL

0,5mL

0,5mL

0,5mL

0,5 mL

0,5 mL

0,5 mL

2

0,5mL

2

Figura 4.1. Procedimento para diluicio do extrato

&1
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4.2. Ensaio de bioautografia®!

Este ensaio foi realizado segundo o protocolo descrito por Saxena® ' com
algumas modificacdes adaptadas ao nosso laboratério. Tanto o extrato quanto
os compostos isolados foram dissolvidos em metanol na concentracdo de
10mg/ml.. Foram aplicadas em duas placas CCD (Merck silica-gel GFjs4,
6x6cm) 2pl. de cada composto ¢ 1ul de antibidtico (clorafenicol) e
desenvolvidas em cloroférmio/acetato de etila 3:2. ApoOs o desenvolvimento
dos cromatogramas, as placas foram observadas sob luz UV nos comprimentos
de onda de 254nm e 365nm. Na placa controle, as manchas que absorveram
nestes comprimentos de onda foram marcadas. A outra placa de CCD foi
colocada em uma placa de Petri de 90mm de didmetro, na qual foi adicionada
20mL de meio de cultura especifico ao microrganismo testado; Apoés
solidificagdo do meio, inoculou-se 200mL de suspensio do MICrorganismo
contendo cerca de 10° células/mL, realizando-se o espathamento com auxilio
de uma alga de Digralski. Foi preparado uma placa de Petri contendo apenas
meio de cultura (branco) para avaliar o crescimento bacteriano. Todas as placas

foram encubadas por 24h a temperatura de 37°C, sendo ao final observados os
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halos de inibi¢do ¢ comparados com a placa de CCD controle previamente
pulverizada com revelador especifico (anisaldeido modificado) e aquecida
revelando manchas coloridas.

O meio de cultura utilizado foi 0 NA (Agar Nutriente) constituido de
peptona (Sg) + extrato de carne (3g) + agar (15g) + agua destilada (11).

A chalcona isoliquiritigenina apresentou atividade frente a Bacillus
subtilis. Os demais flavonodides ndo apresentaram atividade antibacteriana a
estas linhagens

Tabela 4.1. Avaliagio da atividade antibacteriana dos flavonoéides isolados

isoflavana flavana chalcona isoflavona pterccarpano
(vestitol) (isoliquiritigenina {medicarpina)

Staphilocoocus -
aureus CCT 4295

Escherichia coli -
CCT 5050

Rodococcus equi - -
CCT 0541

Bacillus subtilis - - . - -
CCT 0089

LEICH e P
B

3 PRBMETEGA CRNTRsm |
L )
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5-CONCLUSAO

O presente estudo nos permitiu isolar 5 flavondides, sendo dois deles
inéditos. Vale ressaltar que Platycyamus regnellii compde um género de
apenas duas espécies e que ainda ndo havia sido estudada, portanto trata-se de
um trabalho inédito.

Todos os flavondides isolados que apresentaram atividade optica sdo
levégiros.

A maioria dos compostos isolados pertence a classe dos isoflavonoides.
Este fato constitui uma evidéncia de que a espécie Platycyamus regnellii
estaria bem classificada alocada na sub familia papilionoideae e tribo Milettieae
conforme estabelecido pela classificacdo wvigente. Entretanto, a avaliagio
quimiossistematica da sua posi¢do a nivel de género seria mais prudentemente
efetuada apods estudo quimico da outra éspecie do género.

A chalcona isoliquiritigenina apresentou atividade bactericida contra

Bacillus subtilis CCT 0089.
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E.1. Espectro de RMN 'H da isoflavana vestitol
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E.1a. Expansdo do espectro de RMN 'H da isoflavana vestitol
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E.1b. Expanséo do espectro de RMN 'H da isoflavana vestitol.
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E.2. Espectro de RMN °C da isoflavana vestitol
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E.4. Espectro HMBC da isoflavana vestitol
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E.5. Espectro HSQC da isoflavana vestitol
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E.6. Espectro NOESY da isoflavana vestitol
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E.7. Espectro de massas da isoflavana vestitol
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E.8. Espectro UV da isoflavana vestitol
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E.9. Espectro de RMN 'H da 7,4°-dihidroxil-6-metoxil flavana
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E.9a. Expansao do espectro de RMN 'H da 7,4°-dihidroxil-6-metoxil flavana
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E.10. Espectro de RMN °C da 7.4’ -dihidroxil-6-metoxil flavana
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E.11. Espectro HMBC da 7,4’ -dihidroxil-6-metoxil flavana
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E.12. Expansfo do espectro HMBC da 7,4’-dihidroxil-6-metoxil flavana
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E.13. Espectro HSQC da 7,4°-dihidroxil-6-metoxil flavana
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E.14. Espectro NOESY da 7,4’-dihidroxil-6-metoxil flavana

e

HO
H;CO !




Apéndice

E.15. Espectro IV da 7 4’-dihidroxil-6-metoxil flavana
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E.16. Espectro UV da 7 4-dihidroxil-6-metoxil flavana
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E.17. Espectro de massas da 7,4’ -dihidroxil-6-metoxil flavana
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E.18. Espectro de massas de alta resolugéo da 7,4°-dihidroxil-6-metoxil flavana
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E.19. Espectro de RMN 'H da chalcona isoliquiritigenina
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E.20. Espectro I'V da chalcona isoliquiritigenina
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E.21. Espectro UV da chalcona isoliquiritigenina
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E.22. Espectro de massas da chalcona isoliquiritigenina

H0nr2 MaRCOS -~ 183 E - &

F1:E

183

L

157!1{ 181 199 213
o N i

23%

228

286
i)

b lj ] Y LI
140 1&0 130 200

230

". Lt
240

il

260

280

HO OH

OH

81
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E.23. Espectro de RMN 'H da 3’-hidroxil-7,4’-metoxil isoflavona
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E.23a. Expansiio do espectro de RMN 'H da 3’-hidroxil-7,4’-metoxil isoflavona
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E.23b.Epansio do espectro de RMN 'H da 3’-hidroxil-7,4’-metoxil isoflavona
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E.24. Espectro de RMN "°C da 3°-hidroxil-7,4’-metoxil isoflavona
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E.26. Espectro NOESY da 3’-hidroxil-7,4’-metoxil isoflavona
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E.27. Espectro UV da 3-hidroxil-7,4’-metoxil isoflavona
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E.28. Espectro de massas da 3°-hidroxil-7,4’-metoxil isoflavona
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E.29. Espectro de massas de alta resolucéio da 3’-hidroxil-7,4’-metoxil isoflavona
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E.30. Espectro de RMN 'H do pterocarpano medicarpina
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E.30a. Expansio do espectro de RMN 'H do pterocarpano medicarpina
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E.31. Espectro UV do pterocarpano medicarpina
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E.32. Espectro de massas do pterocarpano medicarpina
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